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3. PRIMER ESTUDI: ULTRA-DEEP PYROSEQUENCING DETECTS CONSERVED
GENOMIC SITES AND QUANTIFIES LINKAGE OF DRUG-RESISTANT AMINO ACID
CHANGES IN THE HEPATITIS B VIRUS GENOME

3.1. INTRODUCCIO:

Actualment les opcions de tractament contra 1’hepatitis B cronica (HBC) més ampliament
utilitzades son els tractaments de la familia dels analegs de nucleotids o nucledsids (NUCs)
(principalment lamivudina: LAM, adefovir: ADV, entecavir: ETV; tenofovir: TDF). A pesar
d’impedir la retrotrascripcio de I’ARN pregenomic (pgARN), els NUCs no eviten la formacio ni
la persisténcia de I’ADN circular covalentment tancat (cccADN) al nucli dels hepatocits
infectats (300,301) i per tant l’aclariment del cccADN es produeix de manera lenta
(506,509,517,594). A causa d’aix0 hi ha una alta probabilitat de reactivacio6 de la replicaci6 viral
en retirar els NUCs, per tant s’han d’administrar durant un periode de temps llarg per mantenir
la supressi6 sostinguda de la replicaci6 viral o resposta virologica sostinguda (RVS),
potencialment tota la vida del pacient. El tractament a llarg termini amb NUCs pot causar la
seleccié de variants genctiques del virus de 1’hepatitis B (VHB) resistents o amb baixa
sensibilitat a 1’acci6 de determinats NUCs, que en abséncia de tractament antiviral estan en
proporcions minoritaries dins la quasiespécies. Aquestes variants donaran lloc a augments de la
carrega viral del VHB (és a dir, els titols sérics d’ADN del VHB) i poden donar lloc a
exacerbacions de la malaltia hepatica (523-527) [veure 2.5.1. Resisténcia al tractament antiviral
amb analegs de nucledsids i nucleotids (NUCs)]. Aixd passa sobretot en el cas de LAM,
associat a una elevada probabilitat de seleccionar variants resistents (baixa barrera genética)
(484). Tot 1 que avui en dia LAM no ¢és una opcid de tractament recomanada per les principals
guies cliniques de tractament de la HBC, encara s’utilitza en algunes regions del moén pel seu
baix cost economic (530). Per exemple a la Xina, (93 milions de pacients amb HBC a I’any
2010) (595) I'is de LAM i ADV és comq, principalment per motius economics. A més LAM va
ser el primer tractament de la familia dels NUCs utilitzat en la HBC i molts dels pacients I’han
rebut en algun moment (459,512) i han seleccionat variants genétiques resistents a la seva accio.
Aixd complica el tractament antiviral perque la replicacié d’aquestes variants fa que aquestes
infectin noves c¢l-lules i s’emmagatzemin en el seu nucli mitjancant el cccADN, amb la qual
cosa es podran seleccionar de nou rapidament en tornar a administrar un tractament basat en
NUCs pels que puguin tenir sensibilitat reduida (529,545-547) (resisténcia creuada, veure

2.5.1.4. Resisténcies creuades).
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Degut a ’organitzacié genomica del VHB, la pauta oberta de lectura (ORF) de la polimerasa
viral (P) es solapa amb I’ORF de les proteines de superficie del VHB (S) (veure 2.1.2.1. Les
pautes obertes de lectura i proteines virals), per tant les variants seleccionades mitjancant el
tractament antiviral amb NUCs també poden presentar al mateix temps alteracions en epitops
importants codificats a I’ORF S, que modifiquen 1’antigenicitat de 1’antigen de superficie del
VHB (HBsAg) amb la qual cosa poden disminuir els efectes protectors de les
immunoglobulines contra el VHB (HBIg) o de la vacuna (437,596), i pot causar resultats falsos

negatius en alguns assaigs de serologia per HBsAg (597).

A pesar de la rellevancia en I’efectivitat del tractament amb NUCs de les variants genétiques
resistents que es troben en proporcions minoritaries a la quasiespécies del VHB, la seva
determinacio es basa en técniques que només son capaces de detectar canvis d’aminoacid (aa)
en posicions concretes del genoma del VHB amb nivells de sensibilitat relativament baixos,
fonamentalment seqiienciacio directa del genoma del VHB pel métode de Sanger [nivell de
sensibilitat aproximadament 20% de la quasiespecies del VHB (459), veure 2.3.4.3. Técniques
genotipiques basades en seqilienciacid directa d’amplicons o amb un pas previ de clonatge
molecular] i hibridacié reversa (INNO-LiPA) [nivell de sensibilitat aproximadament 5-10%
(459), veure 2.3.4.1. Tecniques genotipiques basades en hibridacio]. Per tal de quantificar les
freqiiencies de cada substituci6é d’aa i determinar si estan combinades en el mateix genoma, es
pot realitzar mitjangant la seqiienciacio directa pel métode de Sanger amb un pas previ de
clonatge molecular, pero aquesta metodologia molt laboriosa i el nombre de genomes que es pot
analitzar és relativament baix per representar una mostra significativa de les variants genétiques
de la quasiespécies viral. Les técniques de seqiienciacié massiva, en canvi, permeten analitzar
de manera clonal i en paral-lel la seqiiéncia de milers de molécules d’ADN (454,598), per tant
milloren molt la sensibilitat de les técniques classiques per analitzar la composicio de variants i
complexitat de les quasiespécies del VHB, i a més permeten analitzar genomes de VHB
individuals sense passos previs de clonatge molecular (veure 2.3.4.4. Técniques de seqilienciacio

massiva).

3.2. HIPOTESI I OBJECTIUS:

3.2.1. Hipotesis:

1. L’analisi de la quasiespeécies viral en abséncia de tractament antiviral podria identificar
posicions conservades en el domini transcriptasa reversa (RT), amb un paper potencialment

essencial en la polimerasa viral. A més 1’analisi del domini RT també¢ sera 1util per establir si
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el percentatge de variants resistents al tractament antiviral en la quasiespécies basal (en
absencia de tractament antiviral o després de la fallada d’un determinat NUC) podria predir

la seva posterior seleccié per un tractament determinat.

La dinamica de la quasiespecies deguda al tractament antiviral amb NUCs, amb seleccio de
variants que presenten canvis a la regié on estan solapades les seqiiencies codificants dels
dominis RT de la polimerasa viral i les proteines de superficie, podria enriquir la
quasiespécies del VHB en variants amb canvis en les regions epitopiques del HBsAg.
Aquestes podrien afectar la formacid, estabilitat i infectivitat de les particules virals, aixi

com el reconeixement del HBsAg pel sistema immunitari.

3.2.2. Objectius:

. Establir una metodologia que permeti estudiar per seqiienciacié massiva la composicié de

variants genctiques en pretractament i durant el tractament seqiiencial amb NUCs en la regio

seleccionada.

Estudiar la influéncia dels canvis d’aa seleccionats durant el tractament amb NUCs sobre

I’ORF S.

Avaluar els canvis d’aa que succeeixen simultaniament en el mateix genoma (analisi de

lligament o “linkage analysis”) durant el tractament seqiiencial amb NUCs.

3.3. RESUM DE L’ESTUDI:

En aquest estudi s’han obtingut vuit mostres de sérum de quatre pacients amb HBC de

caracteristiques virologiques i de tractament similars:

Genotip A i subgenotip A2 amb antigen e del VHB (HBeAg) positiu.

Tots ells van rebre LAM com a primer tractament antiviral de la familia dels NUCs.

La seva mostra basal no presentava variants associades a la resisténcia a NUCs tant per LiPA
com per seqiienciacié directa, i durant el seu seguiment cap d’ells va seleccionar variants
resistents a NUCs fora dels dominis funcionals B i C de RT.

Cap d’ells presentava coinfeccions per virus de I’hepatitis C i D (VHC i VHD) ni Virus de la

immunodeficiéncia humana (VIH).
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Aquestes condicions son importants tant per facilitar la comparaci6 de les quasiespecies
d’aquests pacients com per seleccionar la regié del domini RT més rellevant pel seu estudi per

seqiienciacio massiva.

Els canvis d’aa que donen lloc a la resisténcia al tractament antiviral amb NUCs poden estar
separats per varies posicions dins la seqiiéncia del domini RT. Per tal de detectar el lligament
d’aquests canvis en una mateixa variant de la quasiespécies del VHB cal que estiguin agrupats
en una mateixa seqiiencia [un mateix fragment amplificat per reaccioé en cadena de la polimerasa
(PCR), és dir un amplic6]. Per aixo es va escollir la tecnologia de seqiienciacid massiva que
permetia analitzar fragments d’ADN més llargs entre les disponibles en el moment de realitzar
aquest estudi, la “Ultra-deep pyrosequencing” (UDPS) (454), en la plataforma GS-FLX (Roche)
que llavors permetia analitzar fragments de fins a 250 parells de bases (pb) (més tard es va
ampliar la longitud dels fragments a 400 pb, com es veura en el segiient estudi). Aixi doncs, es
va decidir analitzar un fragment entre els nucleotids (nt) 571-755 respecte la diana tinica d’Eco
RI del genoma del VHB (59) (aa rt148-rt208 a I’ORF P i s140-s200 en ’ORF S, veure figura 1
de I’article a I’annex 1), que codifica els dominis funcionals B i C del RT on es van seleccionar
els canvis d’aa rellevants per la resisténcia al tractament antiviral dels pacients seleccionats. Al
mateix temps, en I’ORF S inclou algunes de les posicions més importants del determinant “a”
com sK141 [que posteriorment a aquest estudi es va relacionar amb la infectivitat del VHB
(147)], sG145 [principal posici6 relacionada amb 1’escapament a la vacunaci6 antiviral (175)] i
sN146 [punt de N-glicosilaciéo comu a totes les proteines de superficie (26)], aixi com epitops de

limfocits T (599).

Les vuit mostres de serum analitzades per UDPS corresponen a la mostra obtinguda abans del
tractament amb LAM de tots quatre (denominades a I’article 1, 2, 3 i 4A). Un d’aquests
pacients, a més, va rebre tractament seqiiencial amb LAM (mostra 4C), ADV (mostra 4D) i
ETV (mostra 4E) i es va analitzar una mostra al final de cada un d’aquests tractaments, per tal
d’estudiar la quasiespécies basal i al final de cada periode de tractament. A més, d’aquest
pacient també es va analitzar una mostra obtinguda 42 mesos després de la 4A, just abans de
comengar el tractament amb LAM (mostra 4B) per tal d’estudiar també 1’evolucidé de la

quasiespecies del VHB en la regio estudiada, sense la pressid selectiva del tractament antiviral.

3.3.1. Filtratge i validaci6 de les dades obtingudes per UDPS:

A pesar dels seus avantatges les técniques de seqiienciacid massiva generen seqiiencies

artefactuals en proporcions relativament altes, perqué tant I’amplificacié per PCR com la
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seqiienciacid massiva son processos que tendeixen a introduir errors en les seqiiéncies de nt
(469,591,600). Per aixo, un cop obtingudes les seqiiéncies (també anomenades lectures o
“reads” en el context de la seqiienciacid massiva) cal un processament bioinformatic per
eliminar aquells que tinguin uns nivells de qualitat baixos o possibles canvis a la seva seqiiéncia
introduits per la PCR o el procediment de seqiienciacio, i preparar-los pel seu alineament i
analisi. Aquest primer pas per I’analisi dels “reads” s’ha realitzat mitjancant un sistema de
filtratge bioinformatic, desenvolupat per la Unitat d’Estadistica i Bioinformatica del Vall
d’Hebron Institut de Recerca i basat en 1’entorn de programacié de codi obert R (601). El
doctorand no ha intervingut directament en el procés de disseny informatic pero si en la fase de
triatge de regions, condicions i validacid a nivell biologic de les dades que es van anar obtenint
durant la validacio final de 1’algoritme. Per aquets motius no s’inclou aqui una explicacid
detallada de 1’algoritme que tan sols es comenta breument:

1. En primer lloc, en aquest estudi s’ha dividit dos plaques “PicoTitter” del seqiienciador GS-
FLX en quatre porcions, en cada una de les quals s’ha carregat una mostra. Cada una
d’aquestes porcions genera un fitxer en format fasta' diferent, d’aquesta manera, les
seqiiencies obtingudes (“reads”) de cada mostra son separats en fitxers diferents segons la
porcid de cada placa d’on provinguin.

2. En cada un dels fitxers fasta obtinguts al final del procediment d’UDPS, s’han separat les
seqiiéncies dels “reads” obtinguts a partir de les cadenes directa i reversa de cada amplico
segons la seqiiencia dels primers utilitzats (HBVRTfw i HBVRTrv), de manera que
s’agrupen en el mateix fitxer els “reads” obtinguts de cada una de les cadenes dels amplicons
generats a partir de cada mostra. Aixi, els 16 fitxers generats (dos per cada una de les vuit
mostres analitzades en els dos experiments d’UDPS) han estat utilitzats com a dades
d’entrada pel programa R. Durant aquest procés s’han eliminat tots els “reads” amb errors en
mes del 25 % dels primers 20 nt de la seqiiéncia dels encebadors (“primers”) (592) que
hauria de ser sempre la mateixa, independentment de la resta de ’amplico. Aixo s’ha fet per
tal d’eliminar “reads” que acumulin molts errors. Cal tenir en compte que els errors de
seqiienciacio son més probables als extrems de les seqiiéncies, on es localitzen els primers,
fet observat amb clons, i per aix0 aquest grau de tolerancia es va pensar que no esbiaixaria
significativament els canvis localitzats a I’interior de les seqiiéncies. A més la sintesi
quimica dels primers no esta exempta d’errors i per aixo no es podia exigir 1’abséncia total
d’errors.

3. A continuaci6 s’analitza la distribucié de les longituds dels “reads” i es selecciona un valor

de longitud com a punt de tall, tenint en compte que ha de ser suficient per arribar fins a la

"El format FASTA és un format de fitxer en text per a la representacio de seqiiéncies tant de nt com d’aa,
en qué aquests es representen utilitzant un codi d'una sola lletra. Aquest format també permet que les
seqiiéncies estiguin encapgalades pel nom de la seqiiéncia o comentaris (641).
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seqiiéncia del “primer” de la seva seqiiéncia complementaria i que fos un valor on la majoria
dels “reads” obtinguts arribessin. D’aquesta manera s’eliminen tots els “reads”
significativament curts, que no cobreixen tota la seqiiéncia a analitzar, alhora que es talla a
partir d’aquest llindar en tots els “reads” que el sobrepassin (592). D’aquesta manera tots els
“reads” del mateix fitxer queden amb la mateixa longitud.

4. En tots els “reads” s’elimina la seqiiéncia dels “primers”, de manera que només queda la
seqiiéncia codificant dels aa rt148-rt208 a ’ORF P i s140-s200 en I’ORF S.

5. S’eliminen els “reads” que continguin indeterminacions (que soén una proporcié baixa del
total obtingut) (592).

6. Els “reads” obtinguts de les seqiiéncies reverses (“reverse”) son transformats en la seqiiéncia
directa (“forward”) per poder estudiar-se tots junts. En aquest estudi s’ha decidit sumar els

29 ¢

“reads” “reverse” als “forward”, pero no s’ha exigit les seqiiéncies obtingudes en cada un
dels dos tipus de “reads” fossin les mateixes i en proporcions similars.
7. S’eliminen els “reads” que contenen insercions o delecions a partir d’un alineament global

amb la seqiliencia master (592).

Per tal de detectar variants genétiques minoritaries presents en proporcions el més baixes

possible a la quasiespécies del VHB, s’ha tingut en compte el nombre de genomes virals

independents presents a la mostra analitzada, és a dir la carrega viral de les mostres de sérum, i

el nombre de “reads” de cada nt que s’ha obtingut en cada mostra, és a dir la cobertura (600). A

més, partint d’observacions realitzades en estudis previs (602) es va assumir que la sensibilitat

amb la que es poden detectar substitucions de nt en un amplic6é amb un nivell de fiabilitat
acceptable esta limitada per la incorporacié erronia de nt en els amplicons que formaran les
biblioteques que es sotmetran a UDPS. Aixi, en aquest estudi:

e Per tal de partir d’'un nombre clevat de genomes virals en els que poguessin estar
representades el maxim de poblacions virals possibles les vuit mostres seleccionades per
aquest estudi tenien nivells de carrega viral elevats (>10° UI/mL).

e La cobertura obtinguda per cada mostra ha estat relativament elevada: entre 13.670 i 62.450
“reads” per mostra.

e Finalment s’ha intentat minimitzar la incorporaci6 erronia de nt en els amplicons utilitzant
una polimerasa d’alta fidelitat en totes les amplificacions [Pfu Turbo, Agilent Technologies,
USA, la qual té una taxa d’error de un de cada 1,3 milions de pb segons la informacio

proporcionada pel fabricant (603)].

Tot 1 aquestes mesures calia acotar el rang d’error del sistema per poder eliminar els “reads”
amb una probabilitat més elevada de ser artefactes del sistema d’amplificacid/seqiienciacio.

Amb aquest objectiu, tal com s’havia fet en estudis de quasiespécies virals anteriors a aquest
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(591,600), es va establir un control dels errors del sistema que consistia en processar per
triplicat un clon que contingués la regié analitzada per UDPS, la seqii¢ncia de la qual s’havia
establert per seqlienciacio directa pel métode de Sanger. Es va assumir que totes les molecules
d’ADN del clon eren iguals i per tant qualsevol diferencia que s’observés en els “reads”
obtinguts al final del seu analisi era un error del sistema. Per altra banda, s’ha descrit que 1’error
comés per la tecnologia basada en UDPS depén del tipus de seqiiencia, de manera que és
superior en homopolimers, repeticions de tres o0 més nt flanquejats per altres nt no idéntics a ells
(473). A més, també es va observar que les taxes d’error variaven segons el canvi de nt que es
produeixi. Tenint en compte aquests dos factors, a partir de les freqiiéncies observades de cada
tipus de canvi de nt (A:C, A:T, A:G, C:A, C:T, C:G, T:A, T:C, T:G, G:A, G:C, G:T) en cada un
dels triplicats i depenent del tipus de regid® on es produeix (homopolimérica o no
homopolimérica) es van construir dos matrius amb les freqiiéncies esperades de cada canvi de nt
en cada tipus de regidé (veure la taula 7 de I’article a I’annex 1). La distribuciéo de les
incorporacions erronies de nt en el sistema d’UDPS es va aproximar a una distribucié de
Poisson (600) amb parametres Aij (ij correspon a la probabilitat que el nt i de la seqiliéncia
master sigui substituit per un altre nt j, segons si la substitucid passa en una zona
homopolimérica o no). Aixi, posicio a posicid, si N és el nombre total de “reads” cal determinar
si un canvi de nt present en un nombre n d’aquests “reads” €s erroni o no. Per aixd es va
calcular la probabilitat que aquesta variant tingués lloc #n o més vegades si fos un error generat

“in vitro” utilitzant la formula de Poisson explicada a la taula 7 de I’article (veure annex 1).

Després d’aplicar la formula de Poisson, els “reads” amb una baixa probabilitat de contenir
canvis artefactuals (P<0,05) es van incloure a l'analisi, mentre que aquells en els que es va
obtenir P>0,05 en alguna posicio van ser descartats, per no poder assegurar que la variant que
representaven fos deguda a algun error del procés. Aquest filtre estadistic es va validar i es va
establir el llindar de la sensibilitat de tot el sistema mitjancant un clon que contenia la regio del
genoma del VHB analitzada en les mostres dels pacients. Aquest clon va ser processat
juntament amb les mostres dels pacients i la taxa d’error maxim (“reads” amb substitucions de
nt respecte la seqiiéncia del clon determinada per seqiienciacié directa) va ser entre el 0,02 i el
0,03% en quatre posicions. Per tant i en global, la proporci6é en la quasiespécies del VHB a
partir de la que una substitucié de nt no s’ha considerat un artefacte del sistema és el 0,03%, tot
i que en ’estudi s’han considerat només les variants en proporcions per sobre del 0,1% de la
quasiespecies, per tal de facilitar la interpretacié dels resultats i focalitzar 1’atencidé en les

variants més rellevants de la quasiespécies.

Després de 1’analisi de les variants del VHB per UDPS, en la mostra obtinguda després de la

fallada del tractament amb ETV (4E) es va observar que la quasiespécies estava molt enriquida
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en variants que acumulaven varis canvis d’aa associats a la resistencia a ETV i LAM: rt180M-
202G-204V-2071 (72,4%), rt169T-173L-180M-204V (10%) i rt169T-173L- 180M-202G-204V-
2071 (4,6%). Per tal de validar aquests resultats i alhora comparar el sistema d’analisi de
quasiespecies viral descrit fins ara amb el de referéncia en el moment de 1’estudi, es va analitzar
la mostra 4E per clonatge molecular (taula 4). Les variants detectades per clonatge tamb¢ es van
detectar per UDPS i les dues variants detectades amb una proporcié més elevada per UDPS van
coincidir amb les detectades en proporcions més elevades per clonatge. Aixi doncs es va validar
I’existéncia de variants que acumulen multiples canvis d’aa relacionats amb la resisténcia a
NUCs en el seu genoma després del tractament amb ETV, i també 1’algoritme utilitzat per

I’analisi de les quasiespécies virals per UDPS.

Freqiiéncia UDPS Freqiiéncia Clonatge
Variant
(23249 seqiiéncies) (23 seqiiéncies)
rt180M-rt202G-rt204V-rt2071 72,4% 65%
rt169T-rt173L-rt180M-1t204V 10% 22%
rt180M-1t204V 3.2% 13%

Taula 4: Variants detectades per clonatge en la mostra obtinguda després de la fallada del tractament amb
ETV (mostra 4E). Es mostren les freqiiéncies en la quasiespécies viral obtingudes per “Ultra-deep
pyrosequencing” (UDPS) i per clonatge.

Dels 350.744 “reads” obtinguts de les vuit mostres de seérum incloses en aquest estudi 245.565

van ser validats pels filtres bioinformatics.

3.3.2. Analisi de les mostres pretractament:

S’han validat 141.581 “reads” corresponents a les mostres dels quatre pacients obtingudes abans
del tractament amb LAM. Cada un d’aquests “reads” s’ha alineat contra la seqiiéncia més
representada a la mostra a la que corresponia (la seqiiéncia master, taula 5) per tal de calcular la

freqiiéncia de cada canvi d’aa en relacio a aquesta seqiiéncia .
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Mostra Master nucleotids Master ORF P Master ORF S
TACAAAACCTACGGATGGAAATTGCAC
CTGTATTCCCATCCCATCGTCCTGGGC
YKTYGWKLHLYSHPIV | TKPTDGNCTCIPIPSS
TTTCGCAAAATACCTATGGGAGTGGGC
LGFRKIPMGVGLSPFL | WAFAKYLWEWASVRES
1 CTCAGTCCGTTTCTCTTGGCTCAGTTT
LAQFTSAICSVVRRAF | WLSLLVPFVQWEVGLS
ACTAGTGCCATTTGTTCAGTGGTTCGT
PHCLAFSYMDDVV PTVWLSAIWMMW
AGGGCTTTCCCCCACTGTTTGGCTTTC
AGCTATATGGATGATGTGGTA
CACAAAACCTACGGACGGAAATTGCAC
CTGTATTCCCATCCCATCGTCCTGGGC
HKTYGRKLHLYSHPIV | TKPTDGNCTCIPIPSS
TTTCGCAAAATACCTATGGGAGTGGGC
LGFRKIPMGVGLSPFL | WAFAKYLWEWASVRES
2 CTCAGTCCGTTTCTCTTGGCTCAGTTT
LAQFTSAICSVVRRAF | WLSLLVPFVQWFVGLS
ACTAGTGCCATTTGTTCAGTGGTTCGT
PHCLAFSYMDDVV PTVWLSVIWMMW
AGGGCTTTCCCCCACTGTTTGGCTTTC
AGTTATATGGATGATGTGGTA
TACAAAACCTACGGATGGAAATTGCAC
CTGTATTCCCATCCCATCGTCCTGGGC
YKTYGWKLHLYSHPIV | TKPTDGNCTCIPIPSS
TTTCGCAAAATACCTATGGGAGTGGGC
LGFRKIPMGVGLSPFL | WAFAKYLWEWASVRFS
3 CTCAGTCCGTTTCTCTTGGCTCAGTTT
LAQFTSAICSVVRRAF | WLSLLVPFVQWFVGLS
ACTAGTGCCATTTGTTCAGTGGTTCGT
PHCLAFSYMDDVV PTVWLSAIWMMW
AGGGCTTTCCCCCACTGTTTGGCTTTC
AGCTATATGGATGATGTGGTA
TACAAAACCTACGGACGGAAATTGCAC
CTGTATTCCCATCCCATCGTCTTGGGC
YKTYGRKLHLYSHPIV | TKPTDGNCTCIPIPSS
TTTCGCAAAATACCTATGGGAGTGGGC
LGFRKIPMGVGLSPFL | WAFAKYLWEWASVRES
4A CTCAGTCCGTTTCTCTTGGCTCAGTTT
LAQFTSAICSVVRRAF | WLSLLVPFVQWEVGLS
ACTAGTGCCATTTGTTCAGTGGTTCGT
PHCLAFSYMDDVV PTVWLSAIWMMW
AGGGCTTTCCCCCACTGTTTGGCTTTC
AGCTATATGGATGATGTGGTA

Taula 5: Seqiiéncies més representades (master) obtingudes en cada una de les quatre mostres de
pretractament (1, 2, 3 1 4A corresponents als pacients 1, 2, 3 i 4 respectivament). Es mostra la seqiiéncia
de nucleotids i la seva traduccié a aminoacids en els ORFs P i S. Aquestes seqiiéncies s’han inclos a
I’article com a material suplementari dins els “datasets” S1 (alineament de les seqiiéncies de nucledtids),
S2 (alineament de les seqiiéncies d’aminoacids en I’ORF P) i S3 (alineament de les seqiiéncies
d’aminoacids en ’ORF S).

Variabilitat i conservacié a ’ORF P: En pretractament, a I’ORF P, quatre dels 13 canvis d’aa

amb freqiiéncies promig>0,1% de la quasiespecies del VHB estaven relacionats amb la
resisténcia a NUCs (taula 6), pero les seves freqiiéncies no eren significativament diferents a les
dels altres canvis d’aa (veure la taula 1 de I’article a I’annex 1) cosa que indica que no hi ha una

pressid selectiva especifica en favor d’aquests canvis i les seves freqiliéncies es deuen a la
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dinamica natural de les variants de la quasiespecies del VHB. En general, les freqiiencies
d’aquests quatre canvis d’aa no semblaven estar relacionades amb els canvis que es van detectar
en cada pacient per hibridacio reversa (LiPA) o seqiienciaci6 directa després del tractament amb
LAM (veure la taula 2 de I’article a ’annex 1). En aquestes mostres tampoc es van detectar

variants amb combinacions de varis canvis d’aa.

En aquest ORF també s’ha valorat la conservacié de cada codd, a través de la freqiiéncia dels
canvis de nt sinonims (ds, canvis que no impliquen un canvi d’aa) i no sindnims (dn, canvis que
impliquen un canvi d’aa). Aquest analisi va mostrar 16 codons amb dn<0,1% i el més conservat
d’ells és el que codifica 1’aa rtl.155, que experimenta molt pocs canvis de nt no sindonims (taula
7). Com s’indica a la figura 2 de ’article (veure a I’annex 1), la freqiiéncia de canvis d’aa en
aquesta posicio €s visiblement més baixa que en la resta, inclis durant el tractament seqiiencial.
En un model estructural del domini RT de la polimerasa publicat préviament (604), es va situar
aquest residu de leucina a la superficie externa de la RT (figura 40). Donat el caracter hidrofob
d’aquest aa s’especula que podria intervenir en interaccions proteina-proteina. Sorprenentment,
els codons que codifiquen els acids aspartics essencials del motiu YMDD del centre actiu del
domini RT (rtD205 i rtD206) (537) no estaven entre aquests 16 més conservats. Els canvis en
aquests residus donen lloc a variants potencialment defectives per la replicacid viral. Tanmateix,
estudis previs han demostrat que el canvi rtD205H pot ser trans-complementat “in vitro” per

una variant “wild-type” (86).

Pacient (Mostra)
Lo Callf\'}; aa 1 2 3 4(4A) g‘lc:(t]]i?:naciz
N=32.737 | N=13.670 | N=62.450 | N=32.724
150 T150A 0.113 0.161 0.090 0.037 0.100
157 L157M 0.009 0.168 0.042 0.186 0.101
163 V163A 0.110 0.154 0.141 0.055 0.115
166 F166L 0.125 0.198 0.122 0.046 0.123
178 F178L 0.116 0.161 0.118 0.070 0.116
181 AIBIT 0.073 0.176 0.070 0.089 0.102
187 1187L 0.046 5.026 0.006 0.028 1.276
191 V1911 0.107 0.080 0.131 0.590 0.227
194 A194T 0.067 0.241 0.074 0.067 0.112
199 L199V 0.021 3.980 0.003 0.009 1.003
204 M2041 0.067 0.351 0.086 0.079 0.146
205 D205N 0.082 0.256 0.054 0.046 0.110
207 V207M 0.116 0.124 0.107 0.128 0.119

Taula 6: Canvis d’aminoacid amb una freqiiéncia promig>0,1% en I’ORF P de cada una de les quatre
mostres de pretractament (1, 2, 3 1 4A corresponents als pacients 1, 2, 3 i 4 respectivament). La freqiiéncia
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del canvi d’aminoacid en cada mostra s’ha marcat en negreta si ¢s>0,1% 1 en gris si és<0,03%. Aquesta
taula s’ha obtingut a partir de la taula suplementaria S1 de I’article. (RT=domini RT de la polimerasa del
VHB, aa= minoacid, N=nombre de lectures de seqiiéncia o “reads” per mostra). El canvi observat al codo6
rt181 a la mostra 4A va ser seleccionat pel tractament antiviral i va ser el responsable del fracas dels
tractaments amb lamivudina i adefovir del pacient 4. Els demés pacients no van ser estudiats per UDPS
durant els tractaments antivirals posteriors, perd els resultats obtinguts per LiPA i seqiienciacio directa no
confirmen la seleccid posterior dels canvis representats en freqiiéncies més altes (taula 2 de I’article,
veure annex 1).

Residu del domini RT (%) Canvis nt totals (%) dn dn/ds
Y151 0,18 0,10 1,22
L155 0,14 0,02 0,16
Y158 0,12 0,05 0,67
K168 0,10 0,07 2,72
1169 0,48 0,10 0,27
P170 0,14 0,08 1,50
S176 0,22 0,09 0,67
P177 0,19 0,10 1,21
L180 0,24 0,07 0,41
Q182 0,17 0,06 0,61
C188 0,18 0,07 0,69
F195 0,13 0,08 1,62
P196 0,16 0,10 1,86
F201 0,18 0,09 0,94
S202 0,19 0,10 1,14
Y203 0,11 0,06 1,10

Taula 7: Conservacid dels nucleotids als codons de I’ORF P. Es mostra per cada codé la freqiliéncia de
canvis de nucleotid (nt) totals, la freqiiencia dels que impliquen un canvi d’aminoacid (no sinonims, dn) i
la relacié entre els canvis no sinonims i sinonims (ds), els quals no impliquen un canvi d’aminoacid
(dn/ds).La relacié dn/ds indica quin tipus de canvis de nt sol afectar al codo, cosa que estima la pressid
evolutiva sobre ell. Aquesta taula s’ha obtingut a partir de la taula suplementaria S2 de ’article. Crida
I’atencid la baixa proporcié de canvis no sinonims de rtL.155. (RT=domini transcriptasa reversa de la
polimerasa del VHB).

130



Figura 40: Model tridimensional del domini RT de la polimerasa del VHB. La representacid del domini
RT (en groc) esta basada en 1’estructura cristal-lina del centre catalitic de la polimerasa del virus de la
immunodeficiéncia humana (filament negre solapat a I’estructura del domini RT) (605). En aquest model
hi ha una molécula de tenofovir (en taronja) bloquejant el centre actiu (YMDD, en blau). El diiplex DNA-
RNA format durant la retrotranscripcio de I’ARN pregenomic del VHB esta en gris fosc. També
s’identifiquen algunes de les posicions més importants per la resisténcia a analegs de nucleodsids i
nucleotids, aixi com el residu rtL155, situat a la superficie de 1’estructura. Imatge corresponent a la figura
suplementaria S1 de I’article. El doctorand no ha participat directament en 1’elaboracié d’aquest model ni
en |’adaptacié a aquest article.

Variabilitat i conservaciéo a I’ORF S: Pel que fa a ’ORF S es van detectar 21 substitucions

d’aa en proporcions>0,1% de la quasiespecies del VHB (taula 8), més que en I’ORF P.
Aquestes substitucions es troben agrupades sobretot fora de la seqiiencia del determinant “a”
(s124-s147) on només la substitucido sG145R [principal mutaci6 relacionada amb I’escapament a
la vacunaci6 antiviral (175)] es trobava per sobre del 0,1% (taula 8). Es especialment rellevant
que vuit d’aquestes 21 substitucions donessin lloc a codons stop (*) prematurs (taula 8) que en
conjunt representaven entre un 0,98% 1 un 2,1% de les quasiespécies en pretractament.
D’aquestes wvuit substitucions quatre estaven solapades amb posicions del domini RT
relacionades amb la resisténcia a NUCs [rtA181T/sW172*, rtV1911/sW182*, rtM2041/sW196*
i itV2071/sW199* (438,439,606)]. En quant a la conservacié dels codons de I’ORF S, en
general es va observar que era inferior a la dels codons de I’ORF P, amb nomeés 10 codons amb

dn<0,1% (taula 9).

131



Pacient (Mostra)
Sote Canii aa 1 2 3 444) flz'/[ei(tlji?:nacii
N=32.737 | N=13.670 | N=62.450 | N=32.724
145 G145R 0,089 0,154 0,059 0,138 0,110
156 W156* 0,171 0,132 0,138 0,208 0,162
160 K160N 13,495 25,018 12,629 12,945 16,022
161 Y161F 0,058 1,375 0,000 0,031 0,366
163 W163* 0,131 0,146 0,135 0,165 0,144
164 E164G 0,141 0,161 0,085 0,101 0,122
165 Wi165* 0,128 0,124 0,143 0,104 0,125
168 V168A 0,159 0,176 0,120 0,076 0,133
172 W172% 0,134 0,285 0,155 0,217 0,198
174 S174N 0,082 0,073 0,077 0,186 0,105
177 VI177A 0,144 0,139 0,109 0,092 0,121
180 VI180A 0,116 0,183 0,094 0,040 0,108
181 QI81R 13,495 25,018 12,629 12,945 16,022
182 W182* 0,156 0,161 0,184 0,666 0,292
186 L186P 0,147 0,205 0,094 0,095 0,135
191 WI191* 0,082 0,256 0,136 0,183 0,164
192 L192P 0,055 0,183 0,149 0,092 0,120
194 A194V 0,049 74,982 0,062 0,061 18,789
196 W196* 0,134 0,578 0,131 0,119 0,241
198 MI1981 0,147 0,168 0,338 0,156 0,202
199 W199* 0,128 0,388 0,141 0,131 0,197

Taula 8: Canvis d’aminoacid en ’ORF S amb una freqiiéncia promig>0,1% de cada una de les quatre
mostres de pretractament (1, 2, 3 i 4A, pacients 1, 2, 3 1 4 respectivament). La freqiiéncia del canvi
d’aminoacid en cada mostra s’ha marcat en negreta si €s>0,1% i en gris si €s<0,03%. Aquesta taula no
s’ha inclos I’article. (S=ORF S del VHB, aa=aminoacid, N=nombre de lectures de seqiiéncia o “reads”
per mostra, ¥*=codo stop).
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Residu de PORF S | (%) Canvis nt totals (%) dn dn/ds
P142 0,13 0,10 3,14
N146 0,14 0,10 2,35
C147 0,14 0,09 1,89
P151 0,15 0,09 1,60
F158 0,15 0,09 1,62
K160 0,14 0,09 1,81
L162 0,12 0,06 1,00
L175 0,16 0,07 0,75
L176 0,17 0,06 0,48
P188 0,17 0,10 1,43

Taula 9: Conservacid dels codons de I’ORF S. Es mostra per cada codo la freqiiéncia de canvis de
nucleotid (nt) totals, la freqiiéncia dels que impliquen un canvi d’aminoacid (no sinonims, dn) i la relacié
entre els canvis no sinonims i sindnims (ds), els quals no impliquen un canvi d’aminoacid, (dn/ds). La
relacié dn/ds indica quin tipus de canvis de nt sol afectar al codd, cosa que estima la pressid evolutiva
sobre ell. Aquesta taula s’ha obtingut a partir de la taula suplementaria S2 de I’article.

Variabilitat relativa entre els ORFs P i S: Finalment s’ha comparat la variabilitat dels ORFs P

i S posicid a posicio, restant els percentatges de variabilitat de I’ORF S dels de I’ORF P. Cada
cod6 d’un dels ORFs té solapades posicions de dos codons de 1’altre. En aquest estudi s’han
publicat els resultats de la resta entre els codons en que el primer nt en ’ORF P correspon al
tercer en I’ORF S, que estan representats graficament a la figura 3 de I’article (veure annex 1).
També es va fer aquesta resta entre els codons que compartien el segon i tercer nt en I’ORF P
amb el primer i segon en ’ORF S, amb resultats similars que no s’han inclos a I’article. En
general I’ORF S va mostrar més variabilitat que el P, tal com ja indicava el fet que tingués més
posicions d’aa amb canvis per sobre del 0,1% de la quasiespécies del VHB i menys codons
conservats (amb dn<0,1%). Tot i aixi, la variabilitat relativa d’aquests dos ORFs canvia al llarg
de la seqiiéncia analitzada: A la regié N-terminal, que correspon als aa rtY 148-rtY 158 en I’ORF
P i sT140-sI150 en el S, ’ORF S va ser el més conservat a pesar de la tendéncia general.
Aquesta regi6 correspon a I’extrem C-terminal del determinant “a”, on es troben tres dels 10
codons de ’ORF S amb dn<0,1%, sP142, sN146 i sC147, amb funcions importants en la
secrecio 1 infectivitat de les particules virals (146,147,262). En canvi la regié C-terminal, que
correspon als aa rtR192-rtV208 en I’ORF P i sV184-sY200 en el S va ser el més conservat. En
aquesta regid es troba el motiu essencial YMDD del centre catalitic del domini RT, molt
conservat en les ARN polimerases de diferents virus de plantes i animals (116). Aixi doncs, tot i

solapar-se en la mateixa seqiiencia de nt, els dos ORFs evolucionen independentment per
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conservar les posicions essencials que permeten realitzar les seves funcions als productes que

codifiquen, com ja s’havia descrit anteriorment (138).

3.3.3. Analisi longitudinal de les mostres del tractament seqiiencial amb NUCs:

S’han validat 136.708 “reads” corresponents a cinc mostres seqiiencials del pacient 4

obtingudes en un periode sense tractament (4A i 4B) i durant el tractament seqiiencial (4C a

4E). L’evolucio dels nivells d’ADN viral i de nivells d’alanina aminotransferasa (ALT) d’aquest

pacient durant el periode estudiat es representen a la figura 4 de ’article (veure annex 1). Com

en les mostres de pretractament, cada un d’aquests “reads” s’ha alineat contra la seqiiéncia

master de la mostra a la que corresponia per tal de calcular la freqiiéncia de cada canvi d’aa en

relacio a aquesta seqiiencia (taula 10).

Mostra Master nucleotids Master ORF P Master ORF S
TACAAAACCTACGGACGGAAATTGCAC
CTGTATTCCCATCCCATCGTCTTGGGC
YKTYGRKLHLYSHPIV | TKPTDGNCTCIPIPSS
TTTCGCAAAATACCTATGGGAGTGGGC
LGFRKIPMGVGLSPFL | WAFAKYLWEWASVRES
4A CTCAGTCCGTTTCTCTTGGCTCAGTTT
LAQFTSAICSVVRRAF | WLSLLVPFVQWEVGLS
ACTAGTGCCATTTGTTCAGTGGTTCGT
PHCLAFSYMDDVV PTVWLSAIWMMW
AGGGCTTTCCCCCACTGTTTGGCTTTC
AGCTATATGGATGATGTGGTA
TACAAAACCTACGGACGGAAATTGCAC
CTGTATTCCCATCCCATCGTCTTGGGC
YKTYGRKLHLYSHPIV | TKPTDGNCTCIPIPSS
TTTCGCAAAATACCTATGGGAGTGGGC
LGFRKIPMGVGLSPFL | WAFAKYLWEWASVRFS
4B CTCAGTCCGTTTCTCTTGGCTCAGTTT
LAQFTSAICSVVRRAF | WLSLLVPFVQWFVGLS
ACTAGTGCCATTTGTTCAGTGGTTCGT
PHCLAFSYMDDVV PTVWLSAIWMMW
AGGGCTTTCCCCCACTGTTTGGCTTTC
AGCTATATGGATGATGTGGTA
TACAAAACCTACGGACGGAAATTGCAC
CTGTATTCCCATCCCATCGTCTTGGGC
YKTYGRKLHLYSHPIV
TTTCGCAAAATACCTATGGGAGTGGGC TKPTDGNCTCIPIPSS
LGFRKIPMGVGLSPFL
4C CTCAGTCCGTTTCTCTTGACTCAGTTT WAFAKYLWEWASVRFS
LTQFTSAICSVVRRAF
ACTAGTGCCATTTGTTCAGTGGTTCGT *
PHCLAFSYMDDVV
AGGGCTTTCCCCCACTGTTTGGCTTTC
AGCTATATGGATGATGTGGTA
TACAAAACCTACGGACGGAAATTGCAC | YKTYGRKLHLYSHPIV
TKPTDGNCTCIPIPSS
CTGTATTCCCATCCCATCGTCTTGGGC | LGFRKIPMGVGLSPFL
4D WAFAKYLWEWASVRFS
TTTCGCAAAATACCTATGGGAGTGGGC | LTQFTSAICSVVRRAF
*
CTCAGTCCGTTTCTCTTGACTCAGTTT | PHCLAFSYMDDVV
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ACTAGTGCCATTTGTTCAGTGGTTCGT
AGGGCTTTCCCCCACTGTTTGGCTTTC
AGCTATATGGATGATGTGGTA

TACAAAACCTACGGACGGAAATTGCAC
CTGTATTCCCATCCCATCGTCTTGGGC
TTTCGCAAAATACCTATGGGAGTGGGC
4E CTCAGTCCGTTTCTCATGGCTCAGTTT
ACTAGTGCCATTTGTTCAGTGGTTCGT
PHCLAFGYVDDIV PTVWLSAMWMIS
AGGGCTTTCCCCCACTGTTTGGCTTTC

GGCTATGTGGATGATATCGTA

Taula 10: Seqiiencies més representades (master) obtingudes en cada una de les cinc mostres seqiiencials
del pacient 4 (4A i1 4B en un periode sense tractament i 4C després del tractament amb lamivudina, 4D
després d’adefovir 1 4E després d’entecavir). Es mostra la seqiiéncia de nucleotids i la seva traduccio a
aminoacids en els ORFs P i S. Aquestes seqiiéncies s’han inclos a 1’article com a material suplementari
dins els “datasets” S1 (alineament de les seqiiéncies de nucleotids), S2 (alineament de les seqiiéncies
d’aminoacids en ’ORF P) i S3 (alineament de les seqiiéncies d’aminoacids en I’ORF S). *=cod6 stop

Variabilitat de PORF P: La variabilitat longitudinal de la quasiespécies del VHB es va avaluar

ordenant cada substituci6 d’aa d’acord amb la desviacio6 estandard (SD) de les seves freqiiéncies
en els “reads” validats de les cinc mostres seqiiencials. Aixi el canvi d’aa que tingui freqiiéncies
més variables al llarg de 1’analisi longitudinal seria el que tindria un SD més elevat. Aquest
metode de seleccido “a cegues” dels canvis d’aa amb una freqiiéncia més variable al llarg de
I’analisi longitudinal ha ordenat com els set més variables canvis amb una associacidé ben
caracteritzada a la residéncia al tractament amb NUCs: rtL180M, rtM204V, rtS202G, rtV2071,
rtA181T, rtV173L i rtl169T (430,607), seguits d’altres canvis també associats a la resisténcia a
NUCs pero alguns d’ells menys comuns rtV191l, rtM204l, rtT184A, rtA181S i rtA200V
(430,439,608) (taula 11). Donada la resisténcia a multiples NUCs que va experimentar aquest
pacient, aquests resultats son els que cabria esperar obtenir, la qual cosa confirma la utilitat de la
metodologia establerta en aquest estudi com una eina per “escanejar” el genoma del VHB, o
inclus altres genomes virals, a la recerca dels canvis rellevants per explicar situacions cliniques
o fenomens virologics com les resisténcies creuades o multiples al tractament antiviral. A més,
la capacitat d’aquesta metodologia per avaluar la variacido de les freqiiéncies dels diferents
canvis d’aa, permet obtenir resultat comparables als d’assaigs fenotipics en els que es va
caracteritzar la sensibilitat d’aquestes posicions al tractament antiviral (439,525) cosa que
suggereix la seva utilitat per avaluar els efectes d’una determinada pressio selectiva sobre una

quasiespecies viral.
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Canvis Mostra

d’aminoacid 4A 4B 4C 4D 4E SD
N=32.724 | N=35.662 | N=25.289 | N=19.740 | N=23.249

L180M 0 0,01n 5,02 0,6 99,3 48,8
M204V 0,02n 0 5,6 0,7 99.4 48,7
S202G 0 0,02 n 0,15 0,08 80,9 40,4
V2071 0,01~ 0,02 3,9 0,8 80,9 39,7
Al181T 0,09 0,05 71,7 64 0,23 39,2
V173L 0,05 0,04 1.4 0,13 18,2 8,9
1169T 0 0 0,04 0 17,3 8,7
V1911 0,59 1,09 5,8 8,0 0,02 3,8
M2041 0,08 0,03 1 0,09 0 0,5
T184A 0,01~ 0 0,04 0,06 0,91 0,44
Al81S 0,02 » 0,01~ 0,47 0,23 0 0,22
A200V 0,02 » 0,01~ 0,01~ 0,04 0,38 0,18
1162T 0,08 0,06 0,18 0,16 0 0,08
K149N 0,02 n 0 0,06 0,17 0 0,08
L157M 0,19 0,14 0,19 0,16 0,02 0,08
K154Q 0,05 0,01» 0,05 0,18 0,06 0,08
R153W 0,06 0,01n 0,05 0,18 0,03 0,07
V1631 0,10 0,04 0,17 0,14 0,03 0,07
V173M 0,07 0,04 0,15 0,10 0 0,06
K154T 0,01~ 0,03 0,10 0,13 0 0,06
1169L 0,03 0,03 0,15 0,12 0,08 0,06
R167H 0,06 0,03 0,02 n 0,04 0,12 0,05
V207M 0,13 0,05 0,04 0,07 0,12 0,04
G152R 0,08 0,04 0,04 0,03 0,11 0,03
R153Q 0,13 0,06 0,06 0,12 0,07 0,03
A194T 0,07 0,07 0,05 0,10 0,06 0,02

Taula 11: Freqiiencies dels 26 canvis d’aminoacid de I’ORF P que van mostrar una variabilitat més gran
de les seves freqiiéncies entre les cinc mostres de tractament seqiiencial (4A i 4B en un periode sense
tractament i 4C després del tractament amb lamivudina, 4D després d’adefovir i 4E després d’entecavir),
ordenades segons la seva desviacid estandard (columna SD). Els 10 canvis d’aminoacid marcats en
negreta son els que es van incloure a I’analisi de lligament (veure apartat “Linkage Analysis” a ’ORF P).
Les freqiiéncies marcades en negreta son les>0,1%, i les marcades amb el simbol ™ estan per sota del limit
de sensibilitat del sistema (0,03%). Aquesta taula correspon a la taula 3 de I’article (veure annex 1).

Variabilitat de PORF S: A I'ORF S es van detectar 51 canvis d’aa diferents en

freqiiéncies>0,1% en com a minim una de les mostres seqiiencials (taula 12). Les posicions més
variables van ser les solapades amb residus de I’ORF P associats a la resisténcia a tractaments
antivirals. En el seguiment longitudinal d’aquest pacient s’observa una elevada freqiiéncia de
codons stop (tal com passava en pretractament), de manera que sis dels 20 canvis d’aa amb una
freqiiéncia mitjana més alta a les cinc mostres longitudinals donaven lloc a codons stop
prematurs (taula 12). La freqiiéncia d’aquests codons és especialment elevada en les mostres
obtingudes després del tractament amb LAM (4C) i després d’ADV (4D) a causa de la mutacid
sW172* (taula 12) que correspon a la lectura a la ORF S del canvi de nt TGG > TGA (nt 668 a
670 de la seqiiencia de referéncia AM282986) en ’ORF S i GCT - ACT (nt 670 a 672 de la
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seqiiéncia de referéncia AM282986) a I’ORF P que dona lloc a la substitucid rtA181T en la
OREF P relacionada amb la resisténcia a aquests dos tractaments (430). Aquesta mutacio es troba
inclus a la seqiiencia master (taula 10) d’aquestes dues mostres, i s’ha descrit “in vitro” que les
variants amb aquest canvi son defectives per la secrecié de particules virals (438). Tal com
passava amb els genomes amb mutacions als acids aspartics essencials (D) del motiu YMDD en
les mostres de pretractament, aquest fenomen suggereix un mecanisme de trans-
complementacié que en aquest cas faria possible la secrecid de genomes amb la mutacid
sW172* mitjancant proteines de superficie funcionals produides per altres genomes que es
troben a la mateixa quasiespecies com a variants minoritaries. Aquest mecanisme de secrecid
per les variants amb el canvi sSW172* ja havia estat suggerit préviament (538). De fet el mateix
mecanisme podria ser valid per explicar la secrecid de la resta de variants amb codons stop
prematurs a I’ORF S en percentatges relativament elevats. En relacié a aquesta trobada hem de
recordar que les proteines de superficie es produeixen en un gran excés respecte les particules
virals 1 formen particules subvirals (SVP) (22) fet per el que s’ha suggerit una funcid
immunomoduladora. No obstant, una vegada observada la significativa i sistematica presencia
de genomes del VHB amb codons stop prematurs a la regi6 S i per tant potencialment defectius
per embolcallar les particules virals, es podria suggerir que aquest excés de produccid de
HBsAg podria tenir com una de les seves funcions compensar la falta de produccié de proteines

de superficie funcionals per part de les variants amb codons stop.

Per altra banda, també es va observar que el canvi sS167L, que es troba dins I’epitop de
limfocits T CD4" sW156-sL175 (599) va anar augmentant de proporci6 al llarg de les mostres
estudiades: 4A: 0.2%, 4B: 0.7%, 4C: 1.1%, 4D: 1.3%, 4E: 4%. Cal fer esment que aquest canvi
prové d’un canvi silent a I’ORF P, cosa que indica que no esta associat a la pressio dels
tractaments antivirals i reforga la hipotesi que la pressié immune sigui la responsable d’aquest

increment progressiu de les seves freqiiéncies.
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Mostra

S Mitjana de
Codd | . iaa 4A 4B 4C 4D 4E freqiiéncies
N=32.724 | N=35.662 | N=25.289 | N=19.740 | N=23.249
140 T1401 0,043 0,028 0,051 0,1179 0,009 0,049
141 | KI4IT 0,009 0,003 0,055 0,167 0,004 0,048
143 | T143M | 0,076 0,104 0,055 0,177 0,064 0.095
144 | DI44E 0,040 0,109 0,210 0,203 0 0.112
144 | D144V 0,012 0,036 0,012 0,101 0 0,032
144 | DI144G 0,015 0,067 0,095 0,243 0,013 0,087
145 | Gl45R 0,138 0,056 0,063 0,122 0,077 0,091
145 | GI45E 0,098 0,093 0,146 0,147 0,047 0,106
146 | N146H 0,006 0,028 0,103 0,132 0 0,054
149 | C149Y 0,073 0,076 0,095 0,106 0,026 0.075
154 S154L 0,110 0,129 0,063 0,147 0,009 0,092
154 S154pP 0,079 0,059 0,178 0,162 0,009 0,097
154 S154%* 0,077 0,093 0,059 0,132 0,009 0,074
155 S155F 0,092 0,022 0,051 0,106 0,039 0,062
156 | W156* 0,208 0,121 0,273 0,380 0,060 0,208
157 | AlI57V 0,092 0,050 0,083 0,122 0,004 0,070
159 | Al59V 0,131 0,064 0,107 0,096 0,030 0.086
159 | A159T 0,064 0,034 0,016 0,041 0,120 0,055
160 | KI6ON | 12,945 0 0 0 0 2,589
161 | Y161S 0,024 0,034 0,047 0,122 0,039 0,053
161 | Yl61H 0 0,003 0,043 0 17,327 3475
163 | WI163* 0,165 0,028 0,055 0,086 0,043 0,075
164 | E164G 0,101 0,070 0,043 0,132 0,009 0,071
164 | E164D 0,052 0,036 1,435 0,132 18,216 3,974
165 | WI165* 0,104 0,022 0,047 0,111 0,043 0.066
167 S167L 0,196 0,662 1,076 1,332 3,988 1,451
169 | R169P 0 0 0,103 0,096 0 0,040
172 | w172 0,217 0,107 71,790 | 63,977 0,240 27.266
172 | wWi72C | 0,021 0,014 0,451 0,223 0 0,142
173 L173P 0,025 0,119 0,031 0,071 0,004 0,050
174 | S174N 0,186 0,149 0,174 0,187 0,013 0,142
181 | QISIR | 12,945 0 0 0 0 2,589
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181 | RISIP | 0,024 0,006 0,087 0,101 0 0,044
182 | WI82* | 0,666 1,108 5,860 8,217 0,030 3,176
184 | VI84A | 0,046 0,036 0,032 0,137 0,150 0,080
185 | GISSE | 0,089 0,050 0,067 0,117 0,069 0.078
189 | TI89I 0,110 0,053 0,059 0,046 0,013 0.056
191 [ wWio1* | 0,183 0,087 0,134 0,360 0,039 0,161
192 | LI92F | 0024 0,003 0,008 0,041 0,374 0,090
193 | S193L | 0,070 0,042 0,051 0,071 0,236 0,094
194 | A194V | 0,061 0,039 0,233 0,056 0,425 0,163
195 | 1195M | 0,021 0,003 5,591 0,704 | 99,373 21,139
196 | W196* | 0,119 0,079 0,680 0,101 0,069 0,210
196 | WI9%L | 0003 0,003 0,308 0,015 0,009 0,068
198 | MI98I | 0,156 0,070 4,116 0,902 | 81,029 17,255
199 [ W199% | 0,131 0,067 0,170 0,380 0,009 0,151
199 | W199S | 0.015 0,011 4,065 0,679 | 80,664 17,087
199 [ WI9L | 0006 0,011 0,020 0,010 0,236 0.057
200 | Y200F | 0.009 0,017 0,206 0,076 0 0.062
200 | Y200S | 0,037 0,014 0,055 0,137 0 0,049
200 | Y200C | 0,040 0,039 0,100 0,127 0,004 0,062

Taula 12: Canvis d’aminoacid en ’ORF S amb una freqiiéncia>0,1% en cada una de les cinc mostres
seqiiencials del pacient 4 (4A i 4B en un periode sense tractament i 4C després del tractament amb
lamivudina, 4D després d’adefovir i 4E després d’entecavir). La freqiiéncia del canvi d’aminoacid en
cada mostra s’ha marcat en negreta si ¢s>0,1% i en gris si ¢s<0,03%. Tamb¢ s’ha marcat en negreta les 20
mitjanes de les freqiiencies dels canvis d’aa més altes. Aquesta taula no s’ha inclos 1’article. (S=ORF S
del VHB, aa=aminoacid, N=nombre de lectures de seqiiéncia o “reads” per mostra, *=cod6 stop).

Divergeéncies nucleotidiques i aminoacidiques al llarg de ’analisi longitudinal: Per cada

mostra de I’estudi longitudinal del pacient també es van analitzar les divergencies a nivell de nt i
d’aa de dues maneres diferents: en primer lloc, calculant el percentatge de seqiiéncies diferents
de la master en la mostra basal del primer tractament (mostra 4A, taula 10) i com el percentatge
de mostres diferents de la seqiiéncia master de la mateixa mostra. Els resultats d’aquest analisi
es resumeixen a la taula 4 de I’article (veure annex 1). La divergeéncia a nivell de la seqiiéncia de
nt respecte a la master de la mostra basal experimenta un gran augment després del tractament
amb NUCs respecte als valors del pretractament. A més també s’observa aquesta diferéncia
quan comparem la divergéncia de les seqiiéncies de cada mostra respecte la master de la
mateixa mostra, tot i que en la mostra 4E s’observa una lleugera disminucio respecte les mostres
anteriors (4C i D), probablement per la intensa seleccid de la variant associada a la resisténcia a
ETV, com es veura en els segiient apartat (taula 13). Tot plegat reflecteix la diversificacio de la

quasiespecies del VHB per adaptar-se a la pressié exercida pel tractament amb NUCs. A més, el
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tractament amb NUCs no és la inica pressio que modula la divergéncia respecte les seqiiéncies
master de la mostra basal i de cada mostra, 1’accié del sistema immunitari sobre la quasiespecies
viral es pot observar a nivell d’aa, en el que 'ORF S sempre presentava una divergencia
lleugerament més elevada que el P quan es comparava cada seqiiéncia amb la master de la
mateixa mostra. Aixi doncs ’ORF S sempre sol ser més variable que el P, tal com s’observava
en les mostres de pretractament, cosa que podria evidenciar la pressido continua del sistema
immunitari sobre les proteines de superficie, juntament amb els canvis co-seleccionats amb les
mutacions de I’ORF P que afecten a la sensibilitat al tractament amb NUCs. Quan es comparen
les divergencies dels ORF P i S respecte la seqiiéncia master de la mostra basal del tractament
amb NUCs s’evidencia la pressio exercida pel tractament antiviral sobre la quasiespécies: en
pretractament la divergéncia de S és més elevada que la de P pero en introduir els tractaments
antivirals amb NUCs les divergéncies tendeixen a igualar-se. Aixo reflecteix per una banda la
diversificacid de la quasiespécies del VHB per adaptar-se a la pressid exercida pel tractament
amb NUC:s, tal com ja es veia a nivell de nt, i per altra banda la influencia dels canvis a I’ORF P

sobre I’ORF S.

“Linkage Analysis” a ’ORF P: Finalment, els 10 canvis d’aa seleccionats d’acord amb la SD

de les seves freqiiéncies en els “reads” validats de les cinc mostres seqiiencials (taula 11) s’han
inclos en un analisi de lligament o “linkage analysis”, per tal d’estudiar les seves combinacions
dins una mateixa variant. S’han seleccionat aquests 10 canvis, per una banda perque s’ha
assumit que aquests son els més rellevants per estudiar 1’adaptacio de la quasiespecies del VHB
al tractament antiviral amb NUCs, de fet els 10 canvis seleccionats havien estat relacionats
préviament amb la resisténcia a NUCs. Per altra banda, s’ha limitat a 10 els canvis d’aa
estudiats per facilitar 1’analisi bioinformatic de les seves combinacions. En la figura 5 de
I’article (veure annex 1) es pot veure que les mutacions resistents a NUCs estaven presents
majoritariament com a combinacions dins el mateix genoma, excepte el cas de les variants amb
la mutaci6é rtA181T, que Unicament es combinava amb rtV191I en variants en proporcions
relativament baixes respecte les proporcions de les variants on era la inica mutacid present de
les 10 estudiades. Aquestes variants van ser les dominants a la quasiespécies del VHB després
dels tractaments amb LAM i ADV tot i causar el canvi sW172*, com ja s’ha comentat
anteriorment. Per altra banda després del rebot virologic o “viral breakthrough” (VBK) amb
ETV (mostra 4E) es van seleccionar variants amb combinacions for¢a complexes de multiples
canvis d’aa en proporcions elevades, com la variant combinada rtL180M-1tS202G-rtM204V -
rtV2071 dominant la quasiespécies (72,4%), aquesta variant ja es detectava durant el tractament
amb LAM com a variant minoritaria amb una proporci6 del 0,1% de la quasiespécies (taula 13).
La presencia del canvi rtV2071 en aquesta variant va ser inesperada, ja que en un estudi

fenotipic previ es va demostrar la sensibilitat de la variant rtL180M-rtM204V-rtV2071 a ETV
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(609). A la taula 13 es pot veure com aquest canvi sol ser seleccionat en combinacid6 amb
rtM204V, la qual cosa suggereix que més que una resisténcia primaria, rtV207I podria tenir un
paper compensatori per restaurar I’eficiéncia replicativa de les variants amb el canvi rtM204V,
que altera el motiu YMDD del centre actiu del domini RT. Per tal d’aportar més dades sobre
I’associacio entre rtM204V i rtV2071 es van analitzar els resultats de tires de LiPA de primera
generacid, que incloien sondes per detectar les dues mutacions (446) corresponents a 50 casos
amb fallada al tractament amb LAM i es va veure que 20 (39%) dels 50 pacients tenien les dues
mutacions (tot i que en aquest cas no es podia demostrar que coincidissin al mateix genoma). A
més, tres d’aquests pacients van rebre posteriorment ETV i dos d’ells van experimentar un rapid
VBK. Aixi doncs aquest analisi retrospectiu indica que la compensacio del canvi rtM204V per
rtV2071 és possible, tot i que hauria de ser demostrada mitjangant assaigs fenotipics. Aquesta
troballa demostra la utilitat de la metodologia desenvolupada en aquest estudi com a eina

d’“escaner” dels genomes virals per detectar canvis rellevants, amb un possible valor d’assaig

fenotipic.
Mostra
Variants combinades 4A 4B 4C 4D 4E SD
N=32.724 | N=35.662 | N=25.289 | N=19.740 | N=23.249
1691-173V-180L-181A-
184T-191V-202S-204M- 98,54 98,51 19,60 33,80 0,30 43,5
207V (BC)
180M-202G-204V-2071 0,00 0,00 0,10 0,01 72,36 36,2
181T 0,09 0,05 64,08 56,45 0,10 34,9
169T-173L-180M-204V 0,00 0,00 0,00 0,00 10,00 5,0
181T-1911 0,00 0,00 4,39 6,57 0,0In 3,3
169T-173L-180M-202G- R
204V-2071 0,00 0,00 0,01 0,00 4,59 2,3
180M-204V 0,00 0,00 0,28 0,01n 3,20 1,6
180M 0,00 0,00 1,94 0,27 0,11 0,9
180M-202G-204V 0,00 0,00 0,00 0,00 1,82 0,9
180M-204V-2071 0,00 0,00 1,38 0,22 1,19 0,7
181T-204V-2071 0,00 0,00 1,24 0,18 0,00 0,6
173L-180M-204V 0,00 0,00 0,59 0,05 1,26 0,6
1911 0,59 1,08 0,78 1,32 0,00 0,6
173L-180M-184A-204V 0,00 0,00 0,00 0,00 0,89 0,4
169T-180M-202G-
204V-2071 0,00 0,00 0,00 0,00 0,76 0,4
169T'173I;017810M'204V' 0,00 0,00 0,00 0,00 0,74 0,4
181T-204V 0,00 0,00 0,75 0,07 0,00 0,4
173L-180M-202G-
204V-2071 0,00 0,00 0,00 0,00 0,55 0,3
204V-2071 0,00 0,00 0,57 0,11 0,00 0,3
173L-180M 0,00 0,00 0,55 0,06 0,00 0,3
169T-180M-184A-
202G-204V-2071 0,00 0,00 0,00 0,00 0,53 0,3
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204V 0,02 0,00 0,47 0,06 0,00 02

2041 0,08 0,03 0,43 0,02 n 0,00 0,2
169T-173L-180M-184A-

204V 0,00 0,00 0,00 0,00 0,40 0,2

173L-180M-184A-

202G-204V-2071 0,00 0,00 0,00 0,00 0,36 0,2

181T-2071 0,00 0,00 0,26 0,21 0,00 0,1

169T-180M-204V 0,00 0,00 0,00 0,00 0,26 0,1

181T-2041 0,00 0,00 0,26 0,07 0,00 0,1
169T-173L-180M-202G-

204V 0,00 0,00 0,00 0,00 0,18 0,1

180M-184A-204V 0,00 0,00 0,00 0,00 0,18 0,1
169T-173L-180M-184A-

202G-204V-2071 0,00 0,00 0,00 0,00 0,17 0,1

2041-2071 0,00 0,00 0,15 0,00 0,00 0,1

2071 0,01n 0,02 » 0,13 0,08 0,00 0,1

173L-181T 0,00 0,00 0,12 0,02 0,00 0,1

173L 0,05 0,03 0,06 0,01 = 0,00 0,0

184A 0,05 0,0I» 0,05 0,02 » 0,00 0,0

202G 0,00 0,02 n 0,01 0,04 0,00 0,0

Taula 13: Analisi de lligament (“linkage”) dels 10 canvis d’aminoacid de ’'ORF P que van mostrar una
variabilitat més gran de les seves freqiiéncies entre les cinc mostres de tractament seqiiencial (4A i 4B en
un periode sense tractament i 4C després del tractament amb lamivudina, 4D després d’adefovir i 4E
després d’entecavir), ordenades segons la seva desviacié estandard (columna SD). Les freqiiéncies>1%
d’aquestes combinacions es mostren en negreta, i les marcades amb el simbol ® estan per sota del limit de
sensibilitat del sistema (0,03%). BC=Combinacié basal. La combinacidé dels aa “wild-type” de les
posicions corresponents als 10 canvis d’aminoacid analitzats. Aquesta taula correspon a la taula 5 de

I’article (veure annex 1).

3.3.4. Conclusions:

1. La UDPS permet 1’analisi quantitatiu de la composicié de variants de la quasiespécies del

VHB, inclus les que contenen combinacions complexes de canvis d’aa. Tot i aix0 cal tenir en
compte els errors inherents a I’amplificacié per PCR o del propi sistema, que poden esbiaixar
els resultats. Per tal de minimitzar aquest biaix cal aplicar algoritmes molt astringents sobre
els resultats obtinguts i interpretar-los amb cura, tenint en compte els resultats previs amb

técniques fenotipiques.

. Les freqiiéncies de les variants amb canvis d’aa relacionats amb la resisténcia a NUCs que es
troben per sobre del 0,1% del total de la quasiespecies del VHB en pretractament, no van
preveure les freqiiéncies d’aquests canvis observades durant el tractament amb LAM en el

pacient tractat seqiiencialment.

. En general I’ORF S presenta una variabilitat més gran que ’ORF P. Aquesta variabilitat és
independent entre els dos ORFs i no és homogenia al llarg de tota la seqiiéncia analitzada,
sol estar restringida en regions on hi ha motius importants per la funcionalitat dels productes

codificats per cada ORF. Tot i aixi, en la regi6 on I’ORF S presenta un grau de conservacio

142



més elevat (el determinant “a”) es troba solapat el residu rtL155 de ’ORF P, que ha estat
amb diferéncia la posicid6 més conservada de les dels dos ORFs. Aquest alt grau de

conservacio pot tenir implicacions funcionals i/o estructurals per la polimerasa del VHB.

4. L’analisi profund de la quasiespécies del VHB ha mostrat un elevat percentatge de genomes
defectius en pretractament i durant I’analisi longitudinal, per canvis en residus essencials del
centre actiu del domini RT i especialment per seleccié de codons Stop a I’ORF S. Aquests
codons stop es seleccionen en elevats percentatges de variants durant el tractament antiviral
seqiiencial i fins i tot arriben a dominar la quasiespécies del VHB. Tot aixo suggereix un
elevat grau de trans-complementaci6 entre les multiples variants del VHB que infecten una

mateixa cel-lula.

5. L’analisi de la SD de les freqiiencies de les variants durant I’analisi longitudinal de les
quasiespecies virals és un eina d’“escaner”, que permet ressaltar els canvis d’aa relacionats o
responsables dels esdeveniments clinics o viroldogics més importants que tenen lloc durant el
periode analitzat. A més ’analisi quantitatiu realitzat per aquest métode pot donar-li utilitat

addicional com a assaig fenotipic.

6. A més de I’analisi de variants i canvis concrets a les quasiespecies virals, la UDPS també
permet fer un analisi global de la seva evoluci6 a través d’un determinat periode de temps,
mitjangant la quantificacié de la divergeéncia a nivell de nt i aa en un analisi longitudinal al

llarg d’aquest periode.

7. L’analisi del lligament de canvis d’aa en una mateixa variant completa la visi6 parcial de la
quasiespécies que mostra ’analisi de les freqiiencies dels canvis individuals. Aixi, aquest
analisi ha demostrat que els canvis relacionats amb la resisténcia a NUCs agrupats en
variants combinades (a excepcido de rtA181T/sW172%) van ser la principal causa de la

resisténcia al tractament amb NUCs del pacient tractat seqiiencialment.

3.4. ARTICLE ORIGINAL:

Rodriguez-Frias F, Tabernero D, Quer J, Esteban JI, Ortega I, Domingo E, et al. Ultra-deep
pyrosequencing detects conserved genomic sites and quantifies linkage of drug-resistant amino
acid changes in the hepatitis B virus genome. PLoS One. 2012;7(5):¢37874.

DOI: 10.1371/journal.pone.0037874

S’inclou I’article original a I’annex 1.
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4. SEGON ESTUDI: HEPATITIS B VIRUS QUASISPECIES EVOLUTION AFTER
LIVER TRANSPLANTATION IN PATIENTS UNDER LONG-TERM LAMIVUDINE
PROPHYLAXIS WITH OR WITHOUT HEPATITIS B IMMUNE GLOBULIN

4.1. INTRODUCCIO:

La malaltia hepatica en etapa terminal (ESLD) constitueix la fase final de descompensacio
hepatica, que es caracteritza per complicacions que posen en risc la vida del pacient, com
hemorragia per varius esofagiques o hepatocarcinoma (HCC), combinades amb multiples
simptomes debilitants, com ascites, fatiga extrema, pruija, i caquéxia (610). A més, molts
pacients pateixen deteriorament cognitiu que pot ser des d’un moderat deteriorament cronic a
una encefalopatia hepatica severa o fins i tot coma (610). En pacients amb hepatitis B cronica
(HBC) i ESLD la millor opci6 de tractament és el transplantament hepatic ortotopic (OLT), pero
la infeccid per virus de ’hepatitis B (VHB) pot presentar recurréncia post-transplantament. La
recurréncia del VHB post-transplantament és alta sense profilaxi antiviral (80% o superior) amb
el conseqiient augment de la mortalitat i la pérdua de 1’0rgan trasplantat per part dels pacients

(556-558) (veure 2.5.2. Trasplantament hepatic).

La introduccié a principis de la década de 1990 de la immunoprofilaxi passiva amb les
immunoglobulines contra el VHB (HBIg), preparades a partir d’un pool del plasma de donants
que tenen nivells elevats d’anticossos policlonals contra el 1’antigen de superficie del VHB
(anti-HBs) (559), i sobretot amb la combinacié d’aquestes amb analegs de nucleotids o
nucleosids (NUCs) ha millorat molt el pronostic d’aquests pacients (433,434). La combinacio
de lamivudina (LAM) i/o adefovir (ADV)+HBIg ha reduit el risc de re-infeccié del fetge
trasplantat a menys del 10% dels casos (611,612), tot i que la utilitzacio a llarg termini
d’aquests NUCs (la durada del tractament profilactic és indefinida) esta associada al
desenvolupament de resisténcies, igual que en la resta de pacients amb HBC (523-527). La
utilitzacié6 de HBIg també té desavantatges associats, com la necessitat regular d’injeccions
parenterals i monitoritzacié de nivells d’anticossos, I’elevat cost, disponibilitat limitada, efectes
secundaris i la potencial seleccio de mutants d’escapament immunitari [sobretot al determinant
“a” de I’antigen de superficie del VHB (HBsAg) (143)] que poden limitar la seva efectivitat. A
més, algunes de les variants seleccionades pels NUCs també donen lloc a la seleccié de variants
amb afinitat reduida per la uni6 a anti-HBs com per exemple rtWR153Q/sG145R,
rtV173L/sE164D, rtM2041/sW196S, rtM204V/sI195M (437). Actualment s’estan estudiant
régims més curts i dosis més baixes de HBIg i altres formes de profilaxi. En aquest sentit

entecavir (ETV)+HBIg o inclus ETV sol han donat bons resultats com a tractaments profilactics
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(613,614). Tot i aix0 avui en dia LAM+HBIg encara és el tractament profilactic estandard

contra la recurréncia post-transplantament del VHB, pero hi ha poques dades que comparin

I’efectivitat a llarg termini de la monoprofilaxi amb LAM i la profilaxi amb combinacié de

LAM+HBIg.

4.2. HIPOTESI I OBJECTIUS:

4.2.1. Hipotesis:

1.

El tractament a llarg termini amb LAM o LAM+HBIg és efectiu per evitar la recurréncia del

VHB després del transplantament hepatic ortotopic.

. La replicaci6 del VHB a pesar del tractament profilactic amb LAM o LAM+HBIg esta

associada a alteracions en les regions de les proteines virals on actuen directament, el bucle
antigeénic de les proteines de superficie, especialment el determinant “a”, i els dominis

funcionals B i C del domini transcriptasa reversa (RT) de la polimerasa viral.

4.2.2. Objectius:

1.

Estudiar I’eficacia del tractament profilactic a llarg termini amb LAM o LAM+HBIg, en

pacients que han rebut OLT per complicacions relacionades amb la infeccié per VHB.

En pacients amb recurréncia post-trasplantament del VHB, estudiar abans i després del
trasplantament la quasiespécies del VHB en la regio6 solapada dels ORFs P i S que codifica el
bucle antigénic de les proteines de superficie i els dominis funcionals B i C del domini RT de
la polimerasa viral. D’aquesta manera es pretén caracteritzar els canvis que experimenta la

quasiespécies viral durant la recurréncia del VHB.

4..3. RESUM DE L’ESTUDI:

Aquest estudi és la continuacié d’un que va comengar a principis de la década de 2000, per tant

el doctorand no ha participat en les seves fases inicials, els resultats de les quals ja van ser

publicats abans de comencar aquest projecte de tesi doctoral (615,616). El doctorand ha

coordinat I’estudi de les quasiespécies del VHB en alguns dels pacients que van experimentar

recurréncia del VHB post-trasplantament i ha analitzat les dades obtingudes. Tot i aixi, les

mostres analitzades pertanyen als periodes inicials d’aquest estudi, per tant les dades obtingudes

llavors son rellevants per la seva relaci6 amb els resultats obtinguts de 1’analisi de les
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quasiespécies virals i també seran comentades a continuacio, aixi com també 1’actualitzacio del

seguiment dels pacients fins el moment d*aquest estudi.

En aquest estudi s’han inclos inicialment 29 pacients que van rebre OLT per patologies

hepatiques associades al VHB entre el mar¢ de 1998 i I’abril de 2000 i van entrar en un estudi

multicéntric aleatoritzat que comparava 1’ efectivitat per evitar la recurréncia postransplantament

del VHB de la monoterapia amb LAM i la combinacid6 LAM+HBIg (615). Els criteris amb els

que es va reclutar aquests pacients son:

e Home o dona d’edat>16 anys.

e Elegibles per a OLT a causa d’ESLD associada a HBC.

e HBsAg detectable durant>24 setmanes abans del cribratge (és a dir, amb HBC).

e ADN-VHB< 2,5 pg/mL* en el moment de I’OLT, amb o sense tractament amb LAM.

e Els pacients diagnosticats de HCC abans del transplantament només van ser inclosos si
tenien un sol tumor<3 cm de diametre i sense evidéncia de malaltia extrahepatica.

e No es van tenir en compte les co-infeccions amb virus de 1’hepatitis C o D (VHC o VHD).

El disseny d’aquest estudi es resumeix en la figura 41:

‘ ALEATORITZAT OBERT
15 Pacients
HBIg (2000 Ul i.m. mensual) 9 Pacients HBlg (2000 Ul i.m. mensual) ™ LAV (100 mg/dia)
+*
LAM (100 magldia) 6 Pacients LAM (100 mg/dia)

, 17 mesos Duracio indefinida
) o /

I
nts  HBlIg \ 14 Pacients
- LAM (100 mgdia) 14 Pacients LAM (100 mg/dia)

LAM e h
¢ 17 mesos Duracio indefinida

- LAM (100 mg/dia)
- HBIg
«  10.000 Uliv. fase anhepatica 18 mesos

10.000 Uli.v. dia1

5.000 Ul i.v. diaria (dies2a7)

4.000 Uli.m. setmanal (setmanes2a4)

Figura 41: Disseny de 1’assaig multicéntric aleatoritzat on es van incloure els pacients d’aquest estudi.
Durant el primer mes post-transplantament tots els pacients van rebre lamivudina (LAM) a una dosi de
100 mg/dia combinat amb dosis decreixents d’immunoglobulines contra el VHB (HBIg) primer per via
intravenosa (i.v.) i al final per via intramuscular (i.m.). A partir del primer mes i fins el 18 post-
transplantament es va assignar aleatoriament els pacients a dos grups diferents: a 15 d’ells se’ls va
administrar HBIg+LAM i a 14 LAM en monoterapia. Després d’aquests 18 mesos el tractament
profilactic amb HBIg+LAM o LAM en monoterapia es va deixar a la decisio dels investigadors, de

% La técnica de referéncia en per la mesura de ’ADN-VHB a Iinici de I’estudi consistia en la hibridacié
per “branched DNA” i el seu nivell de sensibilitat era 2,5 pg/mL~7.5x10° copies/mL~1.5x10’ unitats
internacionals (UI)/mL.
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manera que 20 pacients van continuar el tractament profilactic amb LAM en monoterapia (els 14 que van
ser tractats inicialment amb LAM i sis del grup de HBIg+LAM) i nou van continuar amb HBIg+LAM.
Les dosis de cada pauta de tractament s’indiquen a I’esquema. OLT=transplantament hepatic ortotopic

Durant el seguiment a llarg termini dels pacients s’han monitoritzat el HBsAg, antigen e del
VHB (HBeAg) i els nivells d’alanina aminotransferasa (ALT) i ADN-VHB cada tres mesos fins
al mes 18 post-transplantament, i cada sis mesos a partir de llavors. Al llarg del seguiment
d’aquests pacients durant més de 10 anys s’han utilitzat diferents técniques per monitoritzar els
parametres serologics i virologics rellevants per determinar la recurréncia post-OLT (el HBsAg

i els nivells d’ADN-VHB, taula 14)

Parametre
Nom de la técnica Principi de mesura Sensibilitat
monitoritzat
Abbott-Auszyme Mc assay o )
) HBsAg Radioimmunoassaig 0,7 ng/mL (Abbott)
(Abbott Laboratories, USA)
0,09 UI/mL del 1r.
estandard
VITROS HBsAg assay (Ortho HBSA Enzimoimmunoassaig | internacional de la
- . . SAg TR . .
Clinical Diagnostics, UK) i quimiluminiscéncia Organitzacid
mundial de la salut
(OMS)
0,1 UI/mL del
Elecsys HBsAg II assay o )
) ) Enzimoimmunoassaig | segon estandard
(Roche Diagnostics, HBsAg S ) ) )
1 quimiluminiscéncia internacional de la
Alemanya)
OMS
Quantiplex HBV DNA Hibridacié (“branched
ADN-VHB 2.5 pg/mL
(Chiron Corp., USA) DNA”)
Sistema LightCycler (Roche PCR a temps real “in 3 _
. ) ADN-VHB 10° copies/mL
Diagnostics, Alemanya) house”
COBAS AmpliPrep/COBAS
TagMan HBV Test, v2.0 PCR a temps real
ADN-VHB ) 20 U/mL
(Roche Molecular Systems, automatitzada
USA)

Taula 14: Diferents sistemes per detectar ’antigen de superficie del VHB (HBsAg) i els nivells d’ADN
del VHB (ADN-VHB) utilitzats al llarg del seguiment dels pacients, ordenats en ordre cronologic en que
s’han utilitzat per la deteccié o mesura de cada parametre. Les equivaléncies entre les diferents unitats en
que es mesuren els nivells de sensibilitat de les tecniques de deteccio del HBsAg son 5,587 ng (Abbott)=1
unitat internacional (UI) del Ir estandard internacional de 1’ Organitzacié mundial de la salut (OMS)=33
Ul del 2n estandard internacional de la OMS (617).

Les equivaléncies entre les diferents unitats en que es mesuren els nivells de sensibilitat de les técniques
de quantificacié de I’ADN-VHB s6n aproximadament 2’5 pg/mL~7.5x10° copies/mL~1.5x10° UI/mL).
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L’eficacia de les dues estratégies de tractament profilactic s’ha valorat pel percentatge de
pacients que van perdre el HBsAg i/o van aconseguir nivells indetectables d’ADN-VHB,
utilitzant aquestes diferents técniques amb diferents nivells de sensibilitat al llarg del seguiment

dels pacients.

4.3.1. Analisi de I'eficacia dels tractaments profilactics:

La recurréncia del VHB després de ’OLT es pot establir per la re-deteccié del HBsAg,
normalment acompanyada de nivells detectables d’ADN-VHB, o per la preséncia de nivells
detectables d’ADN-VHB sense HBsAg. Tant per un criteri com per [’altre, el seguiment a llarg
termini d’aquests pacients ha demostrat que tant LAM en monoterapia com LAM+HBIg tenen
una efectivitat similar per prevenir la recurréncia del VHB després de I’OLT i un impacte

similar en la supervivéncia dels pacients:

Durant els primers 18 mesos després del trasplantament (fase d’aleatoritzacio, figura 41), la
superviveéncia dels pacients i els fetges trasplantats va ser del 100%, sense cap cas de
recurréncia per HBsAg positiu. Inicialment tampoc es va detectar cap cas de recurréncia per
ADN-VHB, mitjangant la hibridaci6é per “branched DNA”. Tanmateix aquesta técnica té una
sensibilitat molt baixa, i el re-analisi posterior de les mostres mitjangant PCR a temps real “in
house” amb el sistema LightCycler va permetre detectar nivells d’ADN-VHB entre 1.200 i
30.000 copies/mL en quatre pacients (tres tractats amb LAM+HBIg i un amb LAM). A pesar
d’aixo cap d’aquests pacients va experimentar augments dels nivells d’ALT durant aquest
periode, pero la deteccid de nivells d’ADN-VHB en aquests quatre pacients demostra la

importancia de monitoritzar els pacients amb les técniques més sensibles disponibles.

La supervivencia dels dos grups durant una mitjana de 154,2 mesos (12,85 anys) va ser del 70%
LAM+HBIg i del 79% LAM (log-rank 0,125; P=0,723; figura 42). Durant el periode d’estudi en
obert (figura 41) quatre pacients van experimentar recurréncia del VHB establerta per la re-
deteccioé del HBsAg, entre 23 i 48 mesos post-OLT (els quatre primers anys). L’analisi de la
superviveéncia dels dos grups per corbes de Kaplan-Meier no va mostrar diferéncies
significatives entre la supervivéncia dels pacients amb recurréncia HBsAg positiva i la resta
(log-rank 0,073, P=0,787; figura 43 A). Per altra banda, tampoc es van observar diferéncies
entre les dues estratégies profilactiques en quant al percentatge acumulat de pacients amb
recurréncia del VHB amb HBsAg positiu (log-rank 0,27; P=0,603; figura 43 B). Cal tenir en

compte també que la manca de diferéncies entre els dos grups podria ser a causa del nombre
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relativament baix de pacients en cada un d’ells i per tant aquests resultats haurien de ser validats
en un grup de pacients més gran. Dels 25 pacients restants vuit (quatre LAM+HBIg i quatre
LAM, 32%) van registrar transitoriament nivells d’ADN-VHB de I’ordre de les 10° UI/mL en
una mitjana de 2-3 determinacions, que no estaven relacionats amb canvis en el tractament

immunosupressor ni amb pujades d’ALT.

Tot i els bons resultats a llarg termini de la profilaxi amb LAM o LAM+HBIg, aquests podrien
millorar amb la utilitzaci6é d’antivirals orals més potents, que actualment estan comengant a ser

provats per la profilaxi contra el VHB (613,614).
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Figura 42: Supervivéncia acumulada al llarg dels 154,2 mesos (12,85 anys) de seguiment dels pacients
després del trasplantament hepatic ortotopic (OLT) segons el tractament profilactic rebut [lamivudina
(LAM) en combinacié amb immunoglobulina contra el virus de la hepatitis B (HBIg) o LAM en
monoterapia] (log-rank 0,125). L’estudi es divideix en una fase aleatoritzada i una en obert tal com
s’explica a la figura 41. Aquesta figura correspon a la figura 2 de I’article.
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Figura 43: (A) Supervivéncia acumulada al llarg dels 154,2 mesos (12,85 anys) de seguiment dels
pacients després del trasplantament hepatic ortotopic (OLT) segons si han experimentat recurréncia del
VHB amb HBsAg detectable o no (log-rank 0,073). (B) Percentatge acumulatiu de recurréncia segons el
tractament profilactic rebut [lamivudina (LAM) en combinacié amb immunoglobulina contra el virus de
la hepatitis B (HBIg) o LAM en monoterapia] (log-rank 0,27). L’estudi es divideix en una fase
aleatoritzada i una en obert tal com s’explica a la figura 41. Aquesta figura correspon a la figura 3 de
I"article.

4.3.2. Analisi de la quasiespécies del VHB en pacients amb recurrencia post-
trasplantament:

En aquest estudi s’ha analitzat per UDPS la regio del genoma del VHB que codifica les
principals dianes sobre les que actua tant LAM com HBIg, que per tant s’ha considerat més

rellevant per explicar la seva recurréncia post-trasplantament. Aquesta regio inclou el centre
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actiu del domini RT de la polimerasa viral i el determinant “a” de les proteines de superficie,
que s’han pogut analitzar en un mateixa seqiiencia o “read” gracies al desenvolupament de la
tecnologia d’UDPS, que en el moment de realitzar aquest estudi permetia estudiar fins a 400
nucleotids (nt). Aixo ha permes ampliar cap a I’extrem 3’ la regid analitzada en el primer estudi
(figura 44).

[ DominiC | />4
1203 ympp rt206

ORF P lruss 182 rt200 rt208
4L I FrLivyLbYOGge=:LPePvVvcCePLI PG S TTT 6T G0 K T123
425 CTCATCTTCTTATTGGTTCTTCTGGAT TATCAAGGTATGTTGCCCGTTTGTCCTCTAATTCCAGGATCAACAACAACCGGTAC 521
100 H L L I G 8 8 G L 8 R ¥ V A RL S 8 N 8 R I N N N R Y G Qg N 131
124 e T ¥ P A Q G H 8 M F P &8 C € C T X P T D e T C X P I P 8 § 155
522 CCTGC.!CGACTO:TGCTCMOCMCTCT&NTTTOCCTCATGTTO:TGMCTM CCTGTATTCCCATCCCATCOGTC 618
132 L B D 3 G 8 R Q L % 3 L N Lk L K 7T Y G L BE L ¥ 8 B P I v 163
15% W A F A K Y L W E A B Y R F B 8 L.L VY P F V QO ? vV G L S 187
619 CTGGGCTTTCGCAAAATACCT 3 e CTCAGTCCOGTTTCTQ TCAGTTTACTAGTGCCATTTGTTCAGT GG GTAGGGCTTTCC 715
164 L. G F R K I P F L L - D rF 7 S A I € 8 vV i R A F P196
188 P T V W L S 200
AT 754

716 C CA
157 H C L s

Figura 44: La regié del genoma del VHB analitzada en aquest estudi consisteix en un fragment de 330
parells de bases entre els nucleotids 425 i1 754 del genoma del VHB [respecte la diana unica per EcoRI
(59)]. Aquesta regi6 codifica des del codd s92 al s200 de la pauta oberta de lectura (ORF) de superficie
(S), que inclouen la seqiiéncia de la regié hidrofilica principal que conté el bucle antigénic (MHR/AGL
entre els codons s100 i s170), amb el determinant “a” (veure 2.1.2.1.3. ORF S i les proteines de
superficie). En I’ORF de la polimerasa (P) aquest mateix fragment codifica des del cod6 rt100 al rt208,
que inclou els dominis funcionals B i gairebé tot el C [(que conté el motiu YMDD del centre actiu del
domini transcriptasa reversa (RT)], on s’agrupen les mutacions més rellevants per la resisténcia a
lamivudina (LAM). La seqii¢ncia a la part inferior de la figura correspon a la seqiiéncia de nucleotids de
la regi6 analitzada traduida a en les dues ORFs, P (en vermell) i S (en blau). Sobre aquesta seqiiéncia
estan marcats alguns dels codons de IORF P més rellevants per la resisténcia primaria/canvi
compensatori al tractament antiviral amb LAM, aixi com els codons que afecten a I’ORF S.

Filtratge i validaci6 de les dades obtingudes per UDPS: En aquest estudi s’ha utilitzat una

nova tecnologia d’UDPS per analitzar uns fragments més llargs, cosa que fa esperable que la

fraccio de “reads” erronis augmenti respecte 1’estudi anterior (469). Per aixo ha calgut adaptar el
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filtratge dels “reads” obtinguts, en un estudi diferent al que s’esta comentant (386), que no ha
estat realitzat pel doctorand tot i que hi ha col-laborat. En adaptar el sistema de filtratge a la
nova tecnologia d’UDPS, també s’ha tingut en compte la simplificacié i optimitzacié de tot
sistema d’analisi, des de I’amplificacié de les biblioteques d’amplicons fins a 1’algoritme
d’analisi bioinformatic, de manera que es pugui aplicar de manera més automatitzada que en
I’estudi anterior. Gracies a aquesta simplificacio, recentment s’ha pogut adaptar al genotipat

assistencial d’alta resolucié del VHC (618) (figura 45):
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Figura 45: Esquema per 1’obtencio i processament de les biblioteques d’amplicons d’aquest estudi. En la
primera reaccid en cadena de la polimerasa (PCR) s’utilitzen uns “primers” especifics de la seqiiéncia
motlle a amplificar [posicions respecte la diana unica per EcoRI (59)]:

M13HBs406F: GTAAAACGACGGCCAGTCTTCATCCTGCTGCTATGC [nucleotids (nt) 406-424].
M13HBs773R: AACAGCTATGACCATGTGTACAGACTTGGCCCCCA [nucleotids (nt) 773-755].
Aquests “primers” contenen una seqiiéncia especifica per amplificar la regié del genoma que s’estudiara
(nts 425-754) i unes seqiiencies M13 (directa M13f i reversa M13r, en negreta) als extrems 5°. Aquestes
seqiiéncies permetran realitzar la “nested” PCR amb uns “primers” universals per qualsevol fragment
d’ADN que interessi amplificar. Aquesta part universal i automatitzable del procés s’ha emmarcat en
vermell. Aquests primers contenen les mateixes seqiiencies M13 que els primers especifics a ’extrem 3’
per poder hibridar amb els amplicons obtinguts a la primera PCR. A continuacié contenen un
identificador Gnic [“Multiplex identifier” o MID(n)], que es una seqiiéncia de 10 nucleotids establerta pel
fabricant i que s’utilitzara durant I’analisi bioinformatic per identificar la mostra a la que pertany cada
“read”. Aixo implica que la “nested” PCR s’ha realitzat amb una parella de primers especifica per cada
mostra. Finalment a I’extrem 5 contenen els adaptadors Oligo A i B, que permetran als amplicons
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interaccionar amb els diferents primers i oligonucleotids dels sistema de seqiienciaci6 [veure 2.3.4.4.1. La
tecnologia d’“Ultra-deep pyrosequencing” (UDPS)]. Després es continua amb els diferents passos del
processament normal de les biblioteques d’amplicons per GS-Junior.

El nou sistema de filtratge dels “reads” obtinguts també s’ha dut a terme en I’entorn de
programacid de codi obert R (601), utilitzant les llibreries Bioconductor (619) i Biostrings (620)
per I’alineament dels “reads” obtinguts amb el patr6é de referéncia. El sistema consisteix en els
segilients passos:

e En primer lloc s’ha dut a terme el demultiplexat dels “reads” per separar-los segons la mostra
a la que pertanyen a partir de les seqiiéncies MID. Es tolera un maxim d’una diferéncia en la
identificacio del MID. Després es separa segons la seqliencia M 13 directa i reversa (veure
figura 45). Aqui es toleren fins a 4 diferéncies. Tot seguit es separen els “reads” per
“primers” especifics. Aqui es toleren entre 2 i 3 diferéncies. Aquests passos es duen a terme
mitjangant I’alineament de cada “read” amb la seqiiéncia de cada un dels “primers” utilitzats.
Finalment s’obté un fitxer fasta per cada combinacio de MID directa i reversa i “primer”
especific, completant el demultiplexat de mostres inicials. A mesura que es va
demultiplexant es van eliminant les seqiiéncies que permeten la identificacio.

e A continuacio es porta a terme un filtre de qualitat de les seqiiéncies.

o S’eliminen els “reads” que no cobreixen la longitud sencera de I’amplico.

o S’eliminen totes les seqliéncies amb indeterminacions (N).

o Tot seguit, es col-lapsen tots els “reads” que corresponen a una mateixa seqiiéncia en un
sol haplotip associant-li la freqiiéncia amb que s’observa. Cada haplotip correspon a una
variant concreta de la quasiespecies del VHB.

o Els haplotips representats per una sola seqiiéncia s’eliminen, atés que no sera possible
distingir-los d’un artefacte degut a les PCR o al propi procés de seqiienciacio.

o Els diferents haplotips s’alineen per parelles respecte 1’haplotip dominant, o una
referéncia externa, i s’eliminen aquells haplotips que presenten insercions-delecions
(indels) respecte 1’haplotip dominant o la referéncia externa.

e Tots els haplotips amb freqiiéncies no inferiors al 0,1% en les cadenes directa i reversa es
confronten. Els haplotips comuns en ambdues cadenes es consideraran haplotips de consens,
havent eliminat la majoria d’errors introduits en el procés. La freqiiéncia final de cada

haplotip resulta de la suma de “reads” observats en les cadenes directa i reversa.
Els controls realitzats amb ADN plasmidic en 1’estudi on es descriu aquest sistema de filtratge

(386) han permes estimar que els haplotips obtinguts per sobre del 0,25% del total tenen una

elevada probabilitat de no ser erronis.
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Analisi de la quasiespécies de pacients amb recurréncia del VHB postrasplantament: La

quasiespecies del VHB s’ha estudiat en 10 mostres de serum de quatre pacients obtingudes
abans de ’OLT i després de la recurréncia de la replicacio viral [un amb HBsAg detectable i
tres amb HBsAg indetectable (pacients 1 a 3)] amb nivells d’ADN-VHB suficients per poder
amplificar la regié estudiada (limit de la sensibilitat de la “nested” PCR=10* UI/mL). Aquestes
10 mostres s’han anomenat de I’A a la J, el moment en el que van ser obtingudes i els seus

nivells d’ADN-VHB es mostren a la figura 46.
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Figura 46: Evolucié dels nivells d’ADN-VHB durant el seguiment dels pacients amb recurréncia del
virus de la hepatitis B (VHB) amb antigen de superficie del VHB (HBsAg) indetectable (pacients 1, 2 i 3)
i en el pacient amb recurréncia amb HBsAg detectable (s’indica el moment a partir del qual es va detectar
de nou el HBsAg). S’indiquen els diferents tractaments que han rebut els pacients al llarg del seu
seguiment aixi com el moment en el que s’ha obtingut cada una de les mostres analitzades per UDPS.
LAM=lamivudina, ADV=adefovir, HBIg=immunoglobulines contra el VHB, TDF=tenofovir, LIQ=Limit
inferior de quantificacio.

S’han analitzat un total de 62.465 “reads” d’aquestes 10 mostres obtinguts mitjancant la
plataforma GS-Junior (Roche), que utilitza la mateixa tecnologia que la GS-FLX, utilitzada en
el primer estudi, amb un protocol més simple perd també amb un rendiment inferior

[aproximadament 1/10 dels “reads” que la plataforma GS-FLX és capa¢ de generar (472)].
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En general, les mostres obtingudes en abans de I’OLT tenien carregues virals elevades (entre
3,2x10%1 6,5x10° ) 1 una cobertura d’entre 1909 1 9978 “reads”, cosa que garanteix la deteccid de
com a minim les principals variants de la quasiespécies viral abans del trasplantament. A més,
per reduir en la maxima mesura possible el biaix dels resultats s’ha utilitzat 1’enzim amb
activitat “proofreading” Pfu Ultra II Fusion HS DNA polymerase (Agilent Technologies, Santa
Clara, California, USA), té un rang d’error de un de cada 2,5 milions de pb [informacid
proporcionada pel fabricant (621)]. No obstant, la composicié de la quasiespécies d’aquestes
mostres no ha permeés preveure la recurréncia del VHB després de I’OLT. Els canvis d’aa als
ORF P i S més rellevants observats en aquest estudi es resumeixen en les taules 1 1 2 de I’annex

2:

En el cas del pacient amb recurréncia amb HBsAg detectable, es van observar proporcions
relativament elevades (19%) de variants amb el canvi d’aa sP120T/rtT128N relacionada tant
amb escapament al sistema immunitari com amb un paper compensatori de canvis relacionats
amb la resisténcia a LAM (523). Aquest mateix canvi va ser detectat en la variant dominant
després de I’OLT, perd combinat amb altres canvis relacionats amb la resisténcia al tractament
amb NUCs i amb escapament immunitari que no es van detectar abans del trasplantament
(encara que a pesar d’aix0, el HBsAg seguia sent detectable després de I’OLT): sP120T-
sE164D-sI195M / rtT128N-rtV173L-rtL180M-rtM204V.

En el cas dels tres pacients amb recurréncia del VHB sense HBsAg detectable, aquesta pot
haver-se donat per motius diferents en cada un dels pacients. Per una banda en el pacient 2, s’ha
observat una seleccio massiva de variants rtA181T/sW172* (superior inclus a la observada en el
seguiment longitudinal de 1’estudi anterior) després de I’OLT, i a més també es va produir un
canvi en el genotip dominant a la quasiespecies del VHB estudiat per filogenesi de les
seqiiéncies dels “reads” obtinguts (va passar de D abans de I’OLT a A després). Aquesta variant
pot produir canvis estructurals profunds en les SVP “in vitro” (438), en les quals es basa la
deteccio del HBsAg per kits comercials (142) suggerint que la no deteccié del HBsAg podria
ser deguda a la incapacitat dels métodes de diagnostic disponibles per detectar aquesta variant.
En el cas dels pacients 1 i 3 les mostres obtingudes 27 (mostra E) i 21 (mostra I) mesos després
del trasplantament respectivament mostraven una clara dominancia de la variant “wild-type” a
la quasiespécies, i a més en el cas del pacient 1 també es va produir un canvi del genotip D
abans del trasplantament a I’A després. Finalment en la mostra J del pacient 3, obtinguda
gairebé cinc anys després del trasplantament, es va observar la seleccié de variants amb
multiples canvis d’aa associats o potencialment associats a I’escapament immunitari en ’ORF S

(sF93C-sM1031-sF134N-sP142R-sL175S 1 sF93C-sM1031-sF134N-sP142R-sS174N-sL175S).
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Aquests canvis, en alguns casos molt rellevants com fins i tot canvi de genotip viral, entre la
quasiespécies d’abans i després de I’OLT podrien explicar-se per una infeccié de “novo”
després del trasplantament, o que la infeccid estigués al fetge trasplantat i es reactivés ajudada
pel tractament immunosupressor que rebien els pacients per evitar el rebuig del seu nou fetge.
Aquesta possibilitat s’ha considerat molt improbable, tenint en compte que cap dels pacients va
rebre un fetge que fos positiu per anti-HBc. Per altra banda, el tractament profilactic que estaven
rebent els pacients (figura 46) feia molt dificil que s’establis una nova infeccié per VHB. Aixi
doncs, el més probable és que les variants dominants a la quasiespecies després de I’OLT ja
existissin a la quasiespécies que hi havia abans en proporcions per sota el nivell de sensibilitat
de la técnica d’UDPS, i la seva seleccid pot haver estat propiciada per un efecte coll d’ampolla:
en realitzar el trasplantament hepatic es produeix una davallada sobtada de les poblacions virals
presents a la quasiespécies del VHB. D’aquesta manera, entre les poques poblacions virals que
queden, les que tenen una eficiéncia més alta per re-infectar el nou fetge i replicar-se en
preséncia del tractament profilactic seran les noves variants dominants a la quasiespécies de
després de I’OLT. Aquesta mena de fendomens ja han estat descrits després del trasplantament
hepatic en pacients infectats per VHC (622). També poden haver contribuit a la generaci6 de
variants diferents mecanismes endogens del propi hoste com la hipermutacié de guanina a
adenina mediada per ’enzim “apolipoprotein B mRNA editing enzyme, catalytic polypeptide-
like 3G” (APOBEC3G@G), un mecanisme de defensa de I’hoste que el VHB pot aprofitar per
enriquir la seva quasiespecies en variants resistents al tractament antiviral, com en el cas del
canvi rtA181T/sW172* (371,623) (canvis de nt TGG > TGA en I’ORF S i GCT > ACT a
I’ORF P, que afecten els nts 668 a 672 del genoma del VHB segons la seqiiéncia de referéncia
AM?282986) seleccionat de manera massiva pel pacient 2. Aquesta hipotesi concorda amb els
resultats de 1’estudi de la diversitat de la quasiespécies del VHB en les mostres recollides entre

un i quatre mesos abans del trasplantament i entre 12 1 27 mesos després (figura 47).

La diversitat de la quasiespécies viral s’ha avaluat segons tres parametres diferents, cada un
d’ells explica un aspecte determinat de la seva variabilitat: L’entropia de Shannon normalitzada
(Sn) mesura la diversitat de la quasiespécies tenint en compte la quantitat d’haplotips o variants
que s’hi han trobat i la freqiiéncia relativa entre elles, perd no t€ en compte les diferéncies
(nombre de canvis) entre aquestes variants. La freqliencia de mutacié (Mf) mesura
I’heterogeneitat genética respecte la variant dominant a la quasiespecies (master). Finalment la
diversitat nucleotidica (Pi) mesura tamb¢ 1’heterogeneitat genética, perd en aquest cas com la
mitjana de canvis de nt per posicié entre cada parella de variants. El calcul d’aquestes variables
s’ha realitzat computacionalment, en I’ambient de programaci6 de codi lliure R (601) tal i com

s’ha descrit en publicacions anteriors del grup del doctorand (383,386,624). En general
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s’observa que en les quasiespécies analitzades en periodes de temps semblants després de I’OLT
(entre 12 1 27 mesos després), els valors d’aquests tres parametres tendeixen a confluir en valors
relativament baixos respecte els valors calculats abans del trasplantament (figura 47). Aixi
doncs, després del trasplantament hi ha una disminucié tant en nombre com en heterogeneitat
dels haplotips (variants genétiques) presents a la quasiespécies. Aixo es podria explicar per un

efecte coll d’ampolla sobre la diversitat de la quasiespécies del VHB tal com s’ha descrit abans.
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Figura 47: Diversitat de la quasiespécies del virus de la hepatitis B (VHB) a nivell de nucleotids en la
regi6 estudiada, en mostres obtingudes abans del trasplantament hepatic ortotopic (OLT) i entre 12 1 27
mesos després. En aquestes mostres la diversitat s’ha calculat mitjangant I’entropia de Shannon
normalitzada (Sn), la freqiiencia de mutacio (Mf) i la diversitat nucleotidica (Pi). En les grafiques els
pacients 1, 2 1 3 son els que van experimentar recurréncia de la replicacio viral amb HBsAg indetectable,
mentre que el pacient amb recurréncia amb HBsAg positiu s’ha indicat com a pacient 4. Aquesta figura
correspon a la figura 6 de I’article.

Finalment, alguns dels canvis que han experimentat les quasiespécies dels quatre pacients
estudiats després del trasplantament suggereixen mecanismes utilitzats pel VHB per la

recurréncia postrasplantament:

En primer lloc, en les mostres obtingudes 21 i 27 mesos després de I’OLT en els pacients 11 3,
que van experimentar recurréncia del VHB amb HBsAg indetectable, la variant dominant a la
quasiespecies era la “wild-type”, que no tenia canvis que justifiquessin perqué el tractament
amb HBIg+LAM en el pacient 1 i amb LAM en el 3 no va poder evitar la infeccio i posterior
replicaci6 del VHB. Una possible explicacido podria ser que aquestes mostres haguessin estat
obtingudes en un periode finestra de la re-infeccid del nou fetge (142), com el que s’ha descrit
en casos transmissio del VHB en donacions de sang. En aquest periode ’ADN-VHB ja és
detectable pero el HBsAg encara no s’ha pogut produir en prou quantitat com per ser-ho. Tot i
aixi, en teoria aquest periode dura uns dos mesos després de la infeccid i aquestes mostres es

van recollir aproximadament dos anys després del trasplantament, per tant estan massa
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allunyades en el temps de I’OLT per poder ser considerades dins el periode finestra. Una
explicaci6 alternativa podria ser que la baixa replicacio i la manca de detecci6 de HBsAg sigui
deguda a alteracions en altres regions del genoma del VHB, com per exemple la regié del
BCP/EN2 que controla I’activitat dels promotors preS/S. Les variants amb canvis en aquesta
regié son més comunes en pacients immunosuprimits i trasplantats que en els pacients amb
HBC (374) i els nivells relativament reduits d’ADN-VHB podrien ser deguts a la regulacio a la

baixa de la replicacid viral pels canvis en aquesta regio (376).

En segon lloc, cap pacient va seleccionar variants amb mutacions al determinant “a” entre els 12
i els 27 mesos després del trasplantament, per tant la variant “wild-type” d’aquest epitop va ser
la responsable de la re-infeccié del fetge trasplantat a pesar de la profilaxi amb HBIg. Aixo
questiona el paper de la immunoprofilaxi en la prevencid de la re-infeccio del nou fetge, ja que
sembla indicar que en aquest cas la HBIg no exerceix cap pressio sobre ’ORF S. Per altra
banda, el fet que no es seleccionin variants en el determinant “a” a pesar de 1’efecte coll
d’ampolla, posa en relleu la importancia d’aquest motiu per la infectivitat del VHB, com s’ha
comentat préviament (147,262), la variant “wild-type” en aquest motiu probablement re-infecta

el nou fetge de manera més eficient que qualsevol altre.

L’analisi del genotip per filogeénesi dels “reads” obtinguts ha revelat que després de ’OLT es
van seleccionar genomes virals de genotip A després del trasplantament en els pacients 1 1 2 que
abans mostraven el genotip D, la qual cosa refor¢a la hipotesi que el genotip A del VHB és
menys sensible al tractament amb LAM que el D (445). L’efecte coll d’ampolla sobre la
diversitat de la quasiespécies del VHB pot haver contribuit a la seleccié d’un genotip diferent
després de ’OLT, degut a la reduccié del nombre de genomes de genotip D que dominaven la
quasiespecies abans del trasplantament, molt més drastica que els de genotip A. L’analisi
filogenetic per determinar el genotip s’ha realitzat a partir de patrons genoma complert del VHB
descarregats de la base de dades GenBank (391) i representatius dels genotips A a J del VHB,
als que se’ls ha retallat la seqiiéncia de 330 pb analitzada en aquest estudi contra els que s’ha
alineat la seqiiéncia master (la seqiiéncia dels haplotips més representats a cada quasiespécies)
de cada mostra i les seqiiéncies dels haplotips amb més d’un 2% de la seva seqiiéncia diferent
respecte la master. Tot i que la regi6 analitzada en general separa correctament els principals
genotips del VHB (figura 48) la interpretacié d’aquesta filogénesi s’ha de realitzar amb cura ja
que en utilitzar seqiliéncies relativament curtes, no es pot descartar que la regi6 analitzada sigui
diferent a la resta del genoma degut al subgenotip, el patrdé especific de mutacions de cada
variant o recombinacié intergenotipica, fenomen aquest darrer molt freqiient en el VHB (390)

Aixi doncs, la seleccio en favor del genotip A en pacients que reben LAM caldria que fos
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confirmada en primer lloc en un grup més gran de pacients i en segments més grans del genoma

del VHB, que codifiquessin proteines virals diferents.

Figura 48: Filogenesi realitzada a partir de la seqiiencia de 330 pb (nucleotids 425 a 754) del genoma del
VHB analitzada en aquest estudi, que s’ha retallat de 78 dels patrons de genoma complert descarregats de
la base de dades Genbank i s’han utilitzat com a patrons pel genotipatge del VHB en aquest estudi. Cada
un dels patrons s’indica amb el seu numero d’accés a Genbank, precidit pel genotip del VHB al que
correspon. En general els principals genotips del VHB (A a H) es separen entre ells correctament.
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4.3.3. Conclusions:

1. Amb LAM+HBIg o LAM en monoterapia, la supervivéncia a llarg termini dels pacients és
excel-lent i el risc de recurréncia €és baix, tot i que en un percentatge important de casos
mostren nivells detectables d’ADN-VHB durant el seguiment, la qual cosa demostra la re-
infeccid del fetge trasplantat pel VHB i suggereix la importancia de la profilaxi continua

amb antivirals orals per controlar aquesta re-infeccio.

2. El trasplantament hepatic causa un efecte de coll d’ampolla sobre les poblacions de variants
genétiques que formen la quasiespécies del VHB, que dona lloc a canvis significatius en la

composicio de la quasiespecies del VHB en cas de recurréncia post-trasplantament.

3. La recurréncia post-trasplantament del VHB podria estar relacionada amb canvis a regions
del genoma viral diferents de les que codifiquen les dianes d’accid dels tractaments
profilactics. Aquests canvis podrien arribar a ser des de substitucions de nt o aa fins a
recombinacions de diferents genotips del VHB, que podrien tenir implicacions en la severitat
de la malaltia hepatica. La manera ideal de confirmar aquests fenomens seria seqiienciar
segments del genoma del VHB el més grans possible, que incloguessin seqiiéncies

codificants de diferents proteines virals.

(T3S 1]

4. La re-infeccio del fetge per la variant “wild-type” del determinant “a” suggereix que aquesta
variant €s la més eficient per re-infectar el nou fetge i qiiestiona el paper profilactic de la

HBIg per evitar la recurréncia del VHB.

4.4. ARTICLE ORIGINAL:

Buti M, Tabernero D, Mas A, Homs M, Prieto M, Rodriguez-Frias F, et al. Hepatitis B virus
quasispecies evolution after liver transplantation in patients under long-term lamivudine
prophylaxis with or without hepatitis B immune globulin. Transpl Infect Dis. 2015;17(2):208—
20.

DOI: 10.1111/tid.12360

En no estar publicat en una revista d’accés obert aquest article en el seu format publicat no es
pot incloure en aquesta tesi. No obstant, a [’annex 2 es troba una captura de la primera pagina i

les taules més rellevants.
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5. DISCUSSIO:

El virus de I’hepatitis B (VHB) és un patogen hepatic que causa infeccions agudes i croniques i
representa un important problema de salut global, amb més de 240 milions de persones
portadores croniques del seu antigen de superficie (HBsAg). Aquests individus tenen un alt risc
d’experimentar cirrosi hepatica i hepatocarcinoma (HCC) (475,485). Actualment hi ha set
tractaments antivirals aprovats contra 1’hepatitis B cronica (HBC): dos formulacions d’interferd
injectables 1 cinc tractaments de la familia dels analegs de nucleotids/nucledsids (NUCs), que
avui en dia son l’opcid6 de tractament contra I’HBC més ampliament utilitzada
(484,499,625,626). Els NUCs actuen directament sobre el domini de la transcriptasa reversa
(RT) de la polimerasa viral i inhibeixen el pas del seu ARN pregenomic (pgARN) a I’ADN
relaxat circular (rcADN) (429). Malgrat el seu potent efecte inhibitori sobre la replicacié del
VHB, aquests tractaments no eviten la formacié de la forma episomica ADN circular
covalentment tancat (cccADN) (300,301), que probablement depén sobretot d’enzims
relacionats amb la reparacio de I’ADN genomic de la cél-lula hoste (299). A causa d’aixo durant
el tractament amb NUCs 1’aclariment del cccADN, succeeix de manera lenta (506,509) i per
tant aquest episoma a partir del que es transcriuen tots els ARN virals (17) persisteix durant
periodes de temps llargs en el nucli dels hepatocits infectats (506,509,517,594), amb una alta
probabilitat de reactivacié de la replicacio viral en retirar els NUCs. Per aix0 aquests
tractaments es solen administrar durant un periode de temps indefinit (potencialment tota la vida
del pacient) i només es s’aturen en casos molt concrets, tot i que es desconeixen els seus efectes

acumulatius sobre la salut dels pacients de la seva administracié indefinida (484,499,625,626).

L’abséncia de capacitat de correccid/edicid (“proofreading/editing”) 3°-5° de la polimerasa viral
sembla principal causa de la seva estructura en quasiespécies (364,365), una unitat de seleccio
formada per un espectre de poblacions o variants genétiques no idéntiques tot i que relacionades
entre elles (veure 2.3.1. Estructura en quasiespécies de les poblacions del VHB). L’exposicid
del VHB a NUC:s pot seleccionar al llarg del temps variants genétiques amb canvis en el domini
RT de la polimerasa viral que li confereixen susceptibilitat reduida a 1’efecte inhibitori d’aquests

tractaments (resisténcia) (459).

Les variants resistents al tractament antiviral amb NUCs normalment es troben presents en
nivells indetectables per les técniques de diagnostic convencionals [seqlienciacié directa
d’ADN, teécniques d’hibridacié reversa o fragments de restriccid de longitud polimorfica
(RFLP)], pero la seva proporcié augmenta molt durant el rebot virologic (VBK) causat pel

fracas del tractament antiviral que es determina per 1’augment de la concentracié de I’ADN del
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VHB en sérum (ADN-VHB)>1 logaritme d’unitats internacionals per mil-lilitre (Ul/mL) durant
el tractament antiviral (484). La replicacié continuada sota la pressié selectiva dels NUCs pot
causar I’acumulacié de mutacions de resisténcia secundaries, que augmenten la capacitat
replicativa de les variants resistents al tractament antiviral fins a nivells similars o inclas
superiors a la variant sense mutacions de resisténcia als tractaments antivirals (“wild-type”) i
poden donar lloc a exacerbacions de la malaltia hepatica (523-527). A més, degut a I’alt grau de
solapament entre les diferents pautes obertes de lectura (ORFs) del genoma del VHB (58-60), la
regi6 que codifica la proteina de superficie curta (SHBs) en el ORF de les proteines de
superficie (S) es solapa en la mateixa seqiiéncia de nucleotids (nt) que codifica el domini RT a
I’ORF de la polimerasa viral (P) (veure 2.1.2.1. Les pautes obertes de lectura i proteines virals).
Per tant les variants genétiques resistents o amb baixa sensibilitat al tractament amb NUCs
també poden presentar alteracions a la seqiiéncia de la SHBs que poden donar lloc a la unio
reduida dels anticossos contra el HBsAg (anti-HBs) a les proteines de superficie o causar-hi
I’aparicié de codons stop prematurs (veure 2.3.3.3. Variants genétiques de I’ORF S). La
seleccid de variants resistents a NUCs és especialment greu en pacients amb trasplantament
hepatic per infecciéo per VHB, que solen rebre immunoglobulines contra el virus de la hepatitis
B (HBIg) acompanyades de NUCs com a profilaxi per evitar la reinfeccié del nou fetge (552).
Aixi, en aquests pacients la seleccido de variants amb resistencia a NUCs pot causar la
recurréncia de la infeccid viral (433,561). La replicaci6 de variants genetiques resistents al
tractament amb NUCs fa que aquestes infectin noves cel-lules i s’emmagatzemin en el seu nucli
mitjangant el cccADN (546,547). Aixo dificulta molt el tractament de rescat dels pacients que
han experimentat préviament la fallada d’un determinat tractament antiviral degut al fenomen de

les resisténcies creuades (veure 2.5.1.4. Resisténcies creuades).

En la present tesi s’han estudiat les variants genétiques de la quasiespecies del VHB i els canvis
que experimenten les seves proporcions relatives en resposta a la pressio selectiva dels NUCs 1
que porta a la seleccido de variants resistents a aquests tractaments antivirals. Seguint aquest
plantejament, s’ha estudiat la regio del genoma on es troben els determinants virals rellevants
pels fenomens de resisténcia a aquests tractaments: el centre actiu del domini RT de la
polimerasa viral i les seqliéncies adjacents que codifiquen els seus dominis funcionals en I’ORF
P. Aquests dominis es solapen a la mateixa seqiiéncia de nt amb la regidé que codifica la
principal regid epitopica de les proteines de superficie, el bucle antigénic (AGL) de la seva regid
hidrofilica principal (MHR) en ’ORF S. La composicié de la quasiespécies en els diferents
moments del tractament antiviral s’ha analitzat mitjangant técniques de seqiienciacid massiva
basades en “Ultra-deep pyrosequencing” (UDPS), capaces de quantificar les proporcions fins i
tot de les variants minoritaries en proporcions extremadament baixes (inferiors al 1%) a la

quasiespecies del VHB, com en les que solen estar les variants genctiques resistents als NUCs.
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En els dos estudis que componen aquesta tesi, aquesta regid s’ha estudiat en dos grups de

pacients en diferents estadis de la malaltia hepatica causada per la infecci6é per VHB:

e En el primer estudi s’ha analitzat la composicié de la quasiespécies basal (abans de rebre
qualsevol tractament amb NUCs) en un grup de quatre pacients amb HBC. En un d’ells, que
va presentar fallada al tractament seqiiencial amb diversos NUCs [lamivudina (LAM),
adefovir (ADV) i entecavir (ETV)], es va analitzar la quasiespécies abans i després d’aquests
tractaments.

e En el segon estudi es va analitzar la quasiespécies d’un grup de pacients amb una progressio
de la malaltia hepatica més severa. En aquest estudi es va partir d’un grup inicial de 29
pacients que van rebre trasplantament hepatic ortotopic (OLT) per malaltia hepatica en etapa
terminal (ESLD), inclosos en un estudi multicéntric aleatoritzat previ (615), que van rebre
profilaxi post-transplantament amb LAM en monoterapia i/0 en combinaci6 amb HBIg
(LAM+HBIg). D’aquest grup inicial s’ha estudiat la quasiespécies del VHB en quatre
pacients que van presentar recurréncia de la replicacio viral (un amb HBsAg detectable i tres
amb HBsAg indetectable) amb nivells d’ADN-VHB suficients per poder amplificar la regio
estudiada (limit de la sensibilitat de la “nested” PCR=10° UI/mL).

En estudis previs als inclosos en aquesta tesi (424,590-593), la tecnologia d’UDPS ha estat
capa¢ de quantificar variants genctiques del VHB en proporcions extremadament baixes
(habitualment al voltant del 1% de la quasiespécies o inclus inferiors). Per tant en aquesta tesi
s’ha partit de la hipotesi de que aquesta metodologia pot ser aplicada a 1’estudi de les
dinamiques de les variants de la quasiespécies del VHB amb canvis que porten a desenvolupar
resisténcia al tractament antiviral amb NUCs i/o a I’escapament al sistema immunitari a través
de canvis en epitops de la SHBs. Aixi doncs, el primer objectiu ha estat desenvolupar
metodologies que permetessin aquest analisi amb uns resultats fiables tenint en compte les fonts
d’error del sistema d’UDPS. Un cop desenvolupades aquestes metodologies, s’han estudiat les
dinamiques de les variants resistents al tractament amb NUCs per intentar predir I’evolucio de la
quasiespécies durant el transcurs del tractament antiviral abans de comengar a rebre’l. D’aquesta
manera es podria optimitzar la seva eficacia segons la quasiespécies de cada pacient; aixi com
estudiar mecanismes de seleccié de variants concretes i relacions entre variants dins una

mateixa quasiespecies.

5.1. METODES D’ESTUDI DE LA COMPOSICIO DE LA QUASIESPECIES:

Tal com s’ha explicat abans, en els estudis d’aquesta tesi s’han utilitzat técniques de

seqiienciacid massiva o de nova generacido (NGS) basades en UDPS. Tanmateix existeixen
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diferents técniques per la caracteritzacid o genotipatge de les variants de la quasiespécies del
VHB que s’utilitzen de manera convencional per estudiar la quasiespécies del VHB. El
doctorand ha participat en diferents estudis on s’han utilitzat algunes d’aquestes técniques abans
que el seu grup tingués accés a les noves tecnologies d’UDPS. En aquest apartat es comentaran
alguns dels resultats obtinguts en aquests estudis (dels que es pot veure la referéncia a I’annex
3), realitzats durant el transcurs d’aquesta tesi, aixi com els motius pels que s’han descartat les
técniques utilitzades en favor de la UDPS en aquesta tesi. Per altra banda també es comentaran
alguns aspectes de la posada a punt de les metodologies d’UDPS utilitzades en els dos estudis

de la tesi.

5.1.1. Estudi de la quasiespecies per tecniques convencionals:

Les técniques genotipiques convencionals per la deteccio de variants genétiques amb mutacions
resistents a 1’accid dels NUCs es basen sobretot en la determinacié de mutacions concretes del
domini RT de la polimerasa viral, fonamentalment per mitja hibridacio, RFLP i la seqiienciaci6
d’amplicons de la regio a estudiar generats per PCR (directa o poblacional i amb un pas previ de

clonatge molecular) (459).

5.1.1.1. Tecniques basades en hibridacio: la hibridacid reversa:

Durant el transcurs d’aquesta tesi, el doctorand ha participat en dos estudis de la quasiespécies
del VHB basats en les técniques genotipiques d’ hibridacio, els resultats dels quals estan
relacionats amb els dos estudis que formen part d’aquesta. Les técniques d’hibridacié utilitzades
en aquests dos estudis es basen en les técniques comercials d’hibridacié reversa en sondes
d’oligonucleotids INNO-LiPA [Fujirebio (Innogenetics), Ghent, Bélgica], que permeten
detectar canvis d’aminoacid (aa) o nt preestablerts presents en un 5-10% de les variants de la

quasiespecies (446).

En el primer dels estudis previs (445) es va utilitzar el kit comercial INNO-LiPA HBV
Genotyping Assay per determinar la prevalenca dels genotips del VHB en un grup de 103
pacients amb HBC. A més es van seleccionar 22 pacients (17 en tractament antiviral i cinc sense
tractament) d’aquest grup per fer un estudi longitudinal retrospectiu de tres anys. Aquest assaig
té un nivell de sensibilitat per la deteccid de polimorfismes associats al genotip viral més elevat
que la técnica de referéncia per determinar el genotip del VHB, la seqiienciacio directa
d’amplicons, habitualment de la regi6 de solapament entre els ORFs P i S (una regi6é que inclou

la que s’ha estudiat en els dos estudis d’aquesta tesi) pel seu posterior analisi filogenctic.
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Gracies a aquest elevat nivell de sensibilitat, es va detectar una proporcié de co-infeccions per
diferents genotips del VHB més elevada del que s’havia descrit préviament per RFLP (396). A
més, en I’estudi longitudinal es va observar que en els pacients no tractats no variava el genotip
al llarg del seguiment, mentre que en els tractats hi havia una tendéncia a seleccionar variants
genctiques de genotip A al llarg del seguiment, principalment co-infectant amb variants del
genotip majoritari que es mostrava al principi del seguiment (que en la majoria de casos era el
genotip D). En el segon estudi d’aquesta tesi, en pacients amb trasplantament hepatic que reben
LAM com a profilaxi també s’ha observat aquesta tendéncia a seleccionar variants de genotip A
durant la reactivacio post-trasplantament. Tanmateix, la hibridacié reversa no va permetre
determinar la seqiiéncia dels genomes virals presents en les diferents mostres analitzades durant
aquest estudi longitudinal, i per tant no va permetre esbrinar si aquesta seleccid del genotip A
era deguda a una variant amb una combinaci6 concreta de canvis d’aa seleccionada durant el
tractament antiviral, que podria haver afectat a 1’especificitat de 1’assaig d’hibridacié reversa per
determinar el genotip. Per aquest motiu, va caldre confirmar els resultats determinant el genotip
de variants genctiques individuals presents a la mateixa mostra per clonatge molecular i

seqiienciacio.

En el segon dels estudis previs basat en técniques d’hibridacio reversa (460) es va avaluar la
tercera versio del kit comercial INNO-LiPA DR, que permet detectar variants amb canvis d’aa
al domini RT de la polimerasa viral préviament associats a la resisténcia a ETV. Es van estudiar
mostres de serum de 59 pacients amb HBC que no van respondre a diferents NUCs, incloent el
pacient que va rebre tractament seqiiencial amb LAM, ADV i ETV posteriorment analitzat per
UDPS en el primer estudi d’aquesta tesi. De cada pacient es va analitzar una mostra en abans de
rebre qualsevol tractament amb NUCs i després de la fallada de d’aquest tractament. En el cas
del pacient que posteriorment es va analitzar per UDPS en el primer estudi de la present tesi,
després del VBK amb ETV es va detectar per LiPA la mutaci6 rtS202S/G (barreja de la variant
“wild type” amb la mutant rtS202G). En el primer dels estudis per UDPS inclos a la tesi s’ha
observat que aquesta mutacido també estava present en la variant dominant en la mostra
analitzada després del rebot virologic amb ETV (mostra 4E), perd combinada amb alteres
mutacions en la mateixa variant: rtL180M-rtS202G-rtM204V-rtV2071 (72,4% de la
quasiespecies viral) entre les que destaca la rtV2071, que no s’havia relacionat préviament amb
la resisténcia a ETV 1 que tot i la seva elevada freqiiéncia no es va detectar per LiPA perqué a la
nova versi6 d’INNO-LiPA DR aquesta variant no estava inclosa, observacié6 que de nou

evidencia les limitacions d’aquest tipus de tecnologia

A partir de les dades observades al primer estudi per UDPS es pot formular la hipotesi que la

mutacio rtV2071 podria tenir un paper compensatori de la mutacié de resisténcia primaria a
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NUCs 1tM204V, ja que es selecciona preferentment amb aquesta mutacio, i de fet, per tal de
comprovar si la seleccio simultania de les dos mutacions tenia lloc en altres pacients o era un
fenomen caracteristic del pacient estudiat, es va realitzar un analisi retrospectiu de la informaci6
acumulada amb la primera versio de l’assaig INNO-LiPA DR, que incloia aquestes dues
mutacions (446). En versions posteriors d’aquest assaig la mutacio rtV2071 va ser retirada per
donar cabuda en les tires de nitrocel-lulosa a altres sondes que semblaven més rellevants per la
resisténcia a NUCs. Aquest analisi retrospectiu va suggerir que la compensacido del canvi
tM204V per 1tV2071 és possible (tot i que requereix una confirmacié fenotipica), ja que el 39%
dels 50 pacients revisats tenien les dues mutacions tot i que no es podia demostrar que
coexistissin en la mateixa variant. Aquests resultats evidencien les limitacions de les técniques
d’hibridacio reversa en quant a I’espectre limitat de mutacions que pot detectar un sol assaig, les
quals estan basades inicament en el coneixement actual de les mutacions que donen resisténcia
als tractaments antivirals, perd és incapa¢ de detectar noves mutacions associades a aquests

tractaments. I de fet reforcen la rellevancia de la metodologia basada en UDPS.

5.1.1.2. Analisi de fragments de restriccid de longitud polimorfica (RFLP):

Les teécniques basades en RFLP tenen una sensibilitat comparable a les d’hibridacio6 (al voltant
del 5% de la quasiespecies), pero no detecten directament la seqiiencia del genoma viral sin6 tan
sols mutacions d’interes (459). Aixi doncs les técniques tampoc resulten adients per I’objectiu

d’estudiar en profunditat la composici6 de la quasiespecies del VHB.

5.1.1.3. Seqtienciacié directa d’amplicons o amb un pas previ de clonatge molecular:

La seqiienciacid directa o poblacional es basa generalment en I’automatitzacié del métode de
terminadors de cadena o metode de Sanger (452), que permet determinar seqiiéncies de
molécules d’ADN préviament amplificades per reaccid en cadena de la polimerasa (PCR), és a
dir amplicons, d’entre 300 1 900 pb (453). Aquesta técnica genera una unica seqiiéncia formada
pels nt que es troben en una proporcio=20% en cada posici6 de la regioé d’interes seqilienciada
(459). Aixi doncs, la informacid sobre la quasiespécies del VHB que proporciona és limitada,
perque en donar lloc a una seqiiéncia que és la mitjana de la de les variants genétiques més
representades a la quasiespécies no és capag de determinar la seqiiéncia de variants individuals
de la quasiespécies, i fins i tot pot donar-se el cas que la seqliéncia que es genera no
correspongui a cap de les variants de I’espectre de la quasiespécies (370). Aquesta técnica és
adequada per detectar les mutacions presents en variants majoritaries de la quasiespecies en una

proporci6=20%.
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Durant el transcurs d’aquesta tesi, el doctorand ha participat en un estudi (604) amb 41 pacients
tractats amb ADV o LAM+ADV en el que abans del tractament es va caracteritzar per
seqiienciacio directa marcadors virologics per predir la no resposta primaria al tractament amb
ADV 1 la possible selecciéo de variants resistents a NUCs durant el tractament. Mitjangant
aquesta técnica es va determinar que entre altres caracteristiques virologiques, la deteccio del
canvi d’aa associat al subgenotip A2 rtL217R en pre-tractament esta potencialment associat a la
no resposta a ADV (la seva sensibilitat de variants amb aquest canvi a aquest farmac ha de ser
determinada mitjangant un estudi fenotipic). Tanmateix, en el mateix estudi també es va detectar
cinc mutacions addicionals que només es seleccionaven durant el tractament, entre elles
rtS219A, present en tres pacients amb resposta virologica parcial al tractament [definida a
I’estudi com a disminuciéo dels nivells d’ADN-VHB per sota les 10.000 copies/mL
(aproximadament 1700 UI/mL), perd persistentment per sobre del limit de quantificacié de la
PCR a temps real utilitzada (500 copies/mL, aproximadament 85 UIl/mL)]. Tot i la possible
rellevancia d’aquestes mutacions juntament amb rtL217R, no va ser possible analitzar si estaven

lligades o no en una mateixa variant per seqiienciacié poblacional.

En aplicar un pas previ de clonatge molecular a la seqiienciaciéo d’amplicons, es pot obtenir la
seqiiéncia de variants individuals de la quasiespécies i per tant determinar-ne la seva composicio
real. Per aix0 aquesta técnica era la referéncia per 1’estudi de la composicio de la quasiespecies
del VHB en el moment en el que es va iniciar aquesta tesi i per tant es va utilitzar per comprovar

les metodologies basades en UDPS desenvolupades en el primer i segon estudis.

En el primer estudi inclos a la tesi es va realitzar la comprovacio per clonatge de les variants
observades per UDPS en la mostra obtinguda després de la fallada del tractament amb ETV
(mostra 4E), en la que es van observar proporcions molt elevades de variants que acumulaven
varis canvis d’aa associats a la resisténcia a ETV i LAM. Es va analitzar la seqiiéncia de 23
clons i es va comparar amb les 23.249 seqiiéncies obtingudes per UDPS, una diferéncia de
mostreig molt important (1:1000). Tanmateix 1’objectiu de 1’experiment de clonatge era
confirmar la preséncia dominant de la variant rtL180M-1tS202G-rtM204V-rtV2071 detectada
amb una freqiiéncia del 72,4% per UDPS després del rebot virologic amb ETV, el qual es va
acomplir: per clonatge molecular es va detectar aquesta variant en el 65% de les seqiiencies
obtingudes. A més també es van detectar dos de les variants amb combinacions de canvis d’aa
relacionats amb la resisténcia a ETV detectades amb més freqiiencia per UDPS rtl169T-
rtV173L-rtL180M-rtM204V i rtL180M-rtM204V. Les proporcions diferents de cada variant
obtingudes per clonatge i UDPS es poden associar a la gran diferéncia de mostreig de les dues

técniques. Aixi per obtenir uns resultats quantitatius comparables entre UDPS i clonatge,
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s’haurien d’haver seqiienciat 1000 vegades la quantitat de clons seqiienciats en 1’estudi inclos en
aquesta tesi, una tasca inabordable en quant al volum de feina, el temps i el cost economic que

suposa.

5.1.2. Estudi de la quasiespecies per tecniques basades en seqlienciacié massiva:

El gran avantatge de les técniques de NGS sobre totes les que s’han comentat anteriorment €s
que permeten 1’analisi clonal i en paral-lel de la seqliéncia de milers o inclus milions de
molécules d’ADN (453,454). Aquestes técniques, doncs, permetrien un mostratge molt més
ampli de variants genétiques individuals de la quasiespécies del VHB que el que es podria
obtenir per clonatge i seqlienciacidé en una sola carrera de seqiienciacio. Aixo fa possible
caracteritzar el perfil de mutacions d’aquestes variants individuals i les seves freqiiéncies
relatives dins la quasiespécies, fins i tot en variants que es troben en unes freqiiéncies molt més
baixes que les de les variants detectades per les altres técniques comentades fins ara. A més
proporcionaria informaci6 substancial i acurada sobre la seva variabilitat de la quasiespecies
viral. Aix0 és de gran utilitat per buscar variants genétiques amb mutacions relacionades amb la
resisténcia a NUCs abans de rebre un tractament antiviral i quantificar-ne la proporci6. Per
aquest motiu en els estudis que componen aquesta tesi es va optar per utilitzar aquestes

técniques.

5.1.2.1. Eleccié de la plataforma de seqiienciacié massiva pels estudis d’aquesta tesi:

Donada la diversitat de plataformes i tecnologies de seqiienciacié massiva cal escollir aquelles
amb unes caracteristiques tecnologiques i de generacié de dades que siguin més adequades pel
projecte que es pensa dur a terme. Per tal de caracteritzar de la manera més completa possible el
domini RT de les variants genétiques analitzades calia fer un analisi per files. Entenem analisi
per files com 1’analisi de cada una de les diferents poblacions a la quasiespécies amb una
combinacié determinada de nt o aa, anomenades haplotips, cada una de les quals equivaldrien a
una variant genetica. Per aquest tipus d’analisi era necessari escollir una plataforma basada en
una tecnologia de seqiienciacié que permetés obtenir les lectures de seqiiencia el més llargues
possible. Aix0 faria possible agrupar dins un mateix “read” el maxim de canvis d’aa relacionats
amb la resisténcia al tractament antiviral amb NUCs, que poden estar repartits pels diferents
dominis funcionals del domini RT [veure subapartats de 2.5.1. Resisténcia al tractament
antiviral amb analegs de nucleosids i nucleotids (NUCs)]. Si dues substitucions de nt o aa no es
troben en el mateix “read” encara es podria realitzar un analisi per columnes (analisi dels canvis

de nt individuals de la quasiespécies sense tenir en compte a quina variant s’associen). Aquest
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analisi faria possible analitzar la freqiiéncia de cada canvi a la quasiespecies del VHB, pero seria
dificil determinar la seva preséncia simultania en la mateixa variant, sobretot si totes dues

substitucions s6n minoritaries a la quasiespecies viral.

En el moment en que el grup de recerca del doctorand va comengar a treballar amb técniques de
seqiienciacio massiva estaven disponibles les primeres versions de les plataformes de de segona
generacio (veure 2.3.4.4. Técniques de seqiienciacid massiva). En el moment de dissenyar el
primer estudi, la plataforma de seqiienciacid que generava “reads” més llargs era clarament la
GS-FLX (Roche, 454 Life technologies) basada en la tecnologia d’UDPS (473) que llavors
permetia analitzar fragments de fins a 250 parells de bases (pb). Durant el transcurs d’aquesta
tesi, les tecnologies de seqiienciacid massiva han continuat evolucionant i en el moment
d’escriure aquesta memoria estan ja disponibles algunes de les noves plataformes de
seqiienciacio de tercera generacid o “lectura llarga” que poden llegir seqiiéncies de varies
quilobases (Kb) de longitud, tot i que moltes d’elles encara estan en diferents fases del seu

desenvolupament i els cal millorar la seva taxa d’error i rendiment (466)

En el moment de planificar el segon estudi, les tecnologies d’UDPS seguien sent les tecnologies
de seqiienciacié de segona generacid que generaven “reads” més llargs: llavors ja permetia
analitzar fragments fins a 400 pb amb la plataforma GS-Junior i fins a 800 pb amb la GS-FLX+.
Per altra banda, llavors el grup de recerca del doctorand ja comptava amb bastanta experiéncia
acumulada amb les tecnologies d’UDPS (386,424,592,627) cosa que va portar a seleccionar de
nou aquesta tecnologia pel segon estudi. Aquest estudi es va realitzar a la mateixa regio del
domini RT que el primer, perd ampliada cap a I’extrem 3’ per tal d’incloure en el mateix
amplico el bucle antigénic que forma la regi6 MHR a I’ORF S. Aixo va permetre estudiar, entre
altres, el principal epitop de les proteines de superficie del VHB: el determinant “a” (140).
Aquest nou estudi, es va portar a terme en una plataforma diferent a la del primer, la GS-Junior
(Roche, 454 Life technologies), que és una versio de sobretaula de GS-FLX més susceptible
d’aplicar-se rutinariament que aquesta gracies a un protocol experimental més senzill i costos
per experiment més reduits. Per altra banda, GS-Junior genera un nombre de “reads” per
experiment unes 10 vegades inferior a GS-FLX (472). Aquest canvi de tecnologia va obligar a
adaptar el filtratge dels “reads” obtinguts, en un estudi en el que el doctorand ha col-laborat
(386). L’objectiu d’aquest estudi va ser comparar els resultats de ’analisi de la quasiespécies
del VHB obtinguts per UDPS amb els obtinguts per clonatge en una mostra de sérum d’un
pacient amb HBC a partir de la que es va amplificar per “nested” PCR una regié de I’ORF
PC/Core, que té un menor grau de solapament amb els altres ORFs que la resta i per aixo és una
de les regions més variables del genoma del VHB (360,377). Per reduir el biaix introduit per la

PCR en crear les biblioteques d’amplicons per clonatge i seqiienciacié directa o UDPS (469) a
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partir de la primera ronda d’amplificacio es van realitzar dos “nested” PCR: el producte de la
primera “nested” es va fer servir per clonatge i seqiienciacio i el de la segona per UDPS. Per
estudiar la repetibilitat dels resultats d’UDPS entre diferents plataformes, es va analitzar el
producte de la segona “nested PCR” mitjangant les dues plataformes d’UDPS disponibles, GS-
FLX i GS-Junior. A més, en la plataforma GS-FLX també es va estudiar la repetibilitat
intraplataforma, tant en un duplicat dut a terme en el mateix centre pel mateix operari com en un

altre duplicat dut a terme en un centre diferent per un operari diferent.

En aquest estudi de validaci6 es van comparar entre 4387 i 17.058 “reads” obtinguts per UDPS
amb les plataformes GS-FLX i GS-Junior amb 142 seqiiéncies obtingudes per clonatge, un
nombre de clons molt elevat per una sola mostra i no facilment reproduible, tot i que clarament
inferior al nombre de seqiiéncies obtingudes per UDPS. La reproductibilitat dels resultats es va
avaluar a través del coeficient de variacido (CV) entre les freqiiéncies de canvi de nt en les 20
posicions polimorfiques observades tant per UDPS com per clonatge. Aixi es va observar que
els valors del CV en la majoria d’aquestes 20 posicions estaven per sota del 10% en els diferents
experiments d’UDPS realitzats a partir de la mateixa biblioteca d’amplicons, uns valors similars
als observats en alguns parametres bioquimics analitzats rutinariament en laboratoris d’analisis
cliniques (628,629). En canvi, com era d’esperar, en general el CV entre les diferents técniques
d’UDPS i el clonatge va ser més elevat (al voltant d’un 20%), ja que es partia de biblioteques
d’amplicons diferents i de mostrejos de la quasiespécies de mides molt diferents. En contrast, a
I’estudi de clons es van detectar alguns haplotips que no hi eren als diferents duplicats per

UDPS, entre ells casos amb insercions i delecions que el filtratge UDPS elimina.

En aquest estudi de validaci6 de la nova tecnologia d’UDPS també es va avaluar el seu nivell de
sensibilitat, mitjancant el processament d’una seqiiencia plasmidica del VHB en els experiments
d’UDPS, a partir del que es va determinar la freqiiencia més alta d’una variant diferent de
I’esperada (s’assumeix que totes les seqiiéncies que provenen del mateix clon han de ser iguals)
representada en les seqiiencies dels clons. Aquesta freqiiencia va ser el 0,25% dels “reads”. Aixi
doncs aquest va ser el nivell de sensibilitat fixat per la nova tecnologia, prop de 10 vegades més
alt que el nivell del primer estudi. Aquesta disminucié de la sensibilitat a causa d’una taxa
d’error més elevada de la técnica era una conseqiiéncia esperable d’augmentar la longitud dels
“reads” (de 250 pb en el primer estudi a 400 pb en el segon), ja que tant I’amplificacié de les
biblioteques d’amplicons per PCR com la seqiienciaciéo per UDPS son processos amb tendencia
a introduir errors com mutacions puntuals, insercions i delecions (indels) i seqiiéncies
recombinants, que en general depenen de la taxa d’error de les diferents PCRs tant
d’amplificacié de les biblioteques com en emulsi6 i seqiienciacié d’amplicons, i també de la

longitud dels “reads” (469,470). En conclusio, a un nivell de sensibilitat del 0,25% de la
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quasiespecies, la probabilitat de validar variants artefactuals és molt baixa i la reproductibilitat
dels resultats entre les diferents plataformes d’UDPS es molt bona. Per tant en el segon estudi

d’aquesta tesi es va adoptar aquest nivell de sensibilitat per 1’analisi dels “reads” obtinguts.

5.1.2.2. Filtratge i correccié d’errors en “Ultra-deep Pyrosequencing”:

Tal com s’ha explicat a 1’apartat anterior, la creacié de les biblioteques d’amplicons per PCR i
el procediment de seqiienciacid per UDPS genera una série variants artefactuals inherents a
aquestes técniques, que en general depenen de la taxa d’error d’aquestes PCRs i de la longitud
dels “reads” (469,470). La inferéncia de I’estructura d’una quasiespécies basant-se en aquestes
dades, a priori confuses, es porta a terme en diferents etapes que inclouen el filtratge,

I'alineament 1 la correccid d’errors en els “reads”.

En tots dos estudis i de fet en qualsevol estudi UDPS. A part dels filtres automatics que aplica la
propia plataforma durant el “base calling” per eliminar les dades provinents de pouets amb
senyals luminics de mala qualitat [veure 2.3.4.4.1. La tecnologia d’*“Ultra-deep pyrosequencing”
(UDPS)], I’exactitud dels resultats obtinguts es pot potenciar tenint en compte els patrons
d’errors especifics de la tecnologia d’UDPS, com per exemple els indels o canvis de nt a les
regions homopolimeriques (473). En el primer estudi es va construir una matriu especifica de
freqiiencies esperades de canvis de nt que tenen lloc en regions homopolimeériques i una altra
per regions no homopolimeériques per ajustar la probabilitat que un canvi de nt determinat sigui
real en aquesta regio calculat per la formula de la distribucié de Poisson. En I’algoritme utilitzat
en el segon estudi, s’ha tingut en compte que en general els errors en seqiiéncies
homopolimériques i no homopolimériques tenen lloc independentment en les cadenes directa i
reversa, per tant en confrontar els “reads” de les dues cadenes que provinguin d’una mateixa
mostra, tots aquells haplotips només presents en una de les cadenes son eliminats. Pel que fa als
indels, en el primer estudi es van eliminar tots els “reads” que en contenien aquests tipus de
canvis mitjangant un alineament global amb la seqiiéncia master. No obstant aquest sistema de
filtratge amb un filtre de Poisson, tot i permetre un nivell molt baix de sensibilitat (0,03%) era
molt restrictiu i requeria cobertures molt altes (molts “reads”-per mostra) cosa que limitava la
quantitat de mostres per experiment i n’augmentava el cost. En el segon estudi, aquest criteri es
va refinar valorant la homogeneitat de la seqiienciacio en totes dues direccions sense aplicar
matrius especifiques de canvis i amb un llindar establert per clons, per preservar el maxim
possible de “reads”. Amb el nou disseny es va aconseguir preservar moltes més seqiiencies cosa
que va permetre el processat de més mostres i sense requerir cobertures tan altes com les del

primer estudi, tot i que amb una sensibilitat inferior (0,25%). A pesar d’aix0 aquesta cobertura
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segueix sent millor que molts estudis publicats en aquest camp (590,591,593,630) i a amb un
cost inferior dels experiments. No obstant, una limitacio dels dos estudis és que el sistema de
filtratge utilitzat en ells no ha pogut detectar variants amb indels, molt dificils de discriminar
dels artefactes del sistema. Per altra banda, donada la funcionalitat de les proteines codificades
per la regié del genoma del VHB estudiada (el centre actiu de la transcriptasa reversa de la
polimerasa viral i un determinant critic per la infectivitat viral) i el locus del genoma en la que
es troben, on el rcADN o el pgARN no tenen cap peculiaritat estructural, fa dificil pensar que hi

puguin haver variants genétiques amb delecions en proporcions significatives.

S’ha de tenir en compte que un cop fet el filtratge inicial que permet eliminar els “reads” de
mala qualitat, cal separar aquells que representen variants creades per vertadera variacio
gencética dins la quasiespécies, de les creades per errors d’amplificacié i/o seqiienciacid. Aquests
variants creades “in vitro” pels sistemes d’amplificacié es generen basicament pels mateixos
mecanismes que les variants genétiques de la quasiespécies “in vivo”, per tant separar uns
“reads” dels altres és dificil i requereix controls addicionals als experiments. En aquest sentit en
el primer estudi es va assumir que la font principal per la que es generaven aquestes variants “in
vitro”, era la incorporacid erronia de nt en els amplicons que formaran les biblioteques que es
sotmetran a UDPS, tal com s’havia observat en un estudi previ (602). Per tal d’acotar aquesta
font d’error es va dissenyar un control dels errors del sistema que consistia a processar per
triplicat un clon que contenia la regio analitzada per UDPS de la qual es coneixia la seqiiéncia,
assumint que totes les molécules d’ADN d’aquests clons eren iguals i per tant qualsevol
diferencia que s’observés en els “reads” era un error del sistema. D’aquesta manera es van
estimar les probabilitats que tingués lloc una substitucié de nt, diferent segons el canvi de nt
(A:C, AT, A:G, C:A, C.T, C:G, T:A, T:C, T:G, G:A, G:C, G:T) i si aquesta té lloc en una regiod
homopolimérica o no del genoma viral i les probabilitats d’error d’aquestes matrius es van
aplicar a un filtre de Poisson, que ha permes calcular la probabilitat que un canvi de nt concret
en una posici6 determinada del fragment estudiat i present en un nombre determinat de “reads”
és erroni 0 no. No obstant, mentre aquesta tesi estava en curs alguns estudis van informar que
les recombinacions entre amplicons durant la PCR també eren una important font de variants
artefactuals originades durant la UDPS (469,470,631). Els haplotips erronis distribuits
aleatoriament en el conjunt de “reads” obtinguts hi sén relativament rars (469), per tant el
filtratge restrictiu dels “reads” en els dos estudis podria haver eliminat alguns dels haplotips
recombinants, perd no es pot descartar que la preséncia d’aquests haplotips pugui haver
introduit un cert biaix en els resultats dels dos estudis, i per tant aquesta és una limitacio que cal

tenir en compte.
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Per minimitzar la creacid d’aquests haplotips deguts a les substitucions de nt i a les
recombinacions “in vitro” cal dur a terme les PCRs en unes condicions que afavoreixin la
fidelitat de les copies generades, per la qual cosa és critica I’eleccié d’una polimerasa adequada.
Aquesta polimerasa hauria de tenir una taxa d’error el més baixa possible, per tal de copiar les
variants originals de la quasiespecies amb la maxima fidelitat possible. Per aquest motiu, en els
dos estudis s’han utilitzat polimerases d’alta fidelitat per crear les biblioteques d’amplicons: en
el primer estudi s’ha utilitzat la Pfu Turbo (Agilent Technologies, USA) la qual t¢ una taxa
d’error de un de cada 1,3 milions de pb incorporats segons la informacié proporcionada pel
fabricant (603). En el segon estudi, s’ha utilitzat una altra versié d’aquest enzim, la Pfu Ultra II
Fusion HS DNA polymerase (Agilent Technologies, Santa Clara, California, USA), amb un
rang d’error encara més baix, un de cada 2,5 milions de pb segons la informacié proporcionada
pel fabricant (621). Un altre parametre a tenir en compte €s la velocitat a la que en les
polimerases incorporen nt, que determina I’eficiéncia amb que poden catalitzar la sintesi
d’aquests amplicons (632). Donat que un dels motius pels que es pot produir la recombinacid
durant la PCR ¢és la preséncia d’amplicons incomplets i curts que actuen com encebadors en
cadenes diferents (631,633), una major eficiéncia (velocitat) d’incorporacié de nt pot ajudar a
minimitzar la preséncia d’aquests amplicons incomplerts. Amb la utilitzacié de la nova Pfu
Ultra II Fusion HS DNA polymerase es va millorar molt en aquest sentit, ja que va permetre
passar dels temps d’extensié de un minut per Kb de la Pfu turbo a 15 segons per Kb de la Pfu
Ultra II (603,621). Per altra banda, com que en general els esdeveniments de recombinacio
solen tenir lloc durant els darrers cicles de la PCR, reduir els cicles d’amplificacio als minims
imprescindibles per amplificar el motlle també podria ajudar a reduir els fenomens de

recombinaci6 (633).

5.2. ANALISI DEL DOMINI DE LA TRANSCRIPTASA REVERSA (ORF P) 1 EL BUCLE
ANTIGENIC DE LA REGIO HIDROFILICA PRINCIPAL (ORF S):

5.2.1. Analisi del domini RT de la polimerasa en mostres de pretractament:

En el primer estudi es va analitzar una mostra de quatre pacients amb HBC abans de rebre
qualsevol tractament amb NUCs. En el domini RT de la polimerasa viral, la proporci6 de canvis
d’aa va ser relativament baixa, només 13 d’aquests tenien freqiiéncies mitjanes>0,1% i
d’aquests només quatre estaven relacionats amb la resisténcia a NUCs. Aquests resultats eren
esperables si es t&€ en compte que en abséncia de tractament antiviral, la variant amb una
capacitat replicativa (“fitness”) més elevat és la “wild-type” (117,365) i les freqiiéncies de la

resta de variants amb un “fitness” més reduit probablement es deguin a la dinamica natural de
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les variants de la quasiespécies del VHB. Tanmateix, les proporcions d’aquests canvis detectats
en pretractament no semblava estar relacionada amb els canvis que es van detectar després del
tractament amb LAM per hibridaci6 reversa (LiPA) o seqiienciacio directa. Crida 1’atencié que
aquestes técniques detectessin preferentment el canvi rtM204V en el VBK després del
tractament amb LAM, quan en pretractament el canvi tM2041 sempre estava representat en
proporcions més altes. Tots dos canvis han estat relacionats amb la resisténcia a aquest farmac
(606) i no sembla haver-hi dades que demostrin que un canvi t€ una sensibilitat més reduida que
I’altre a LAM. Tanmateix, si que s’ha descrit que mentre que la mutacié rtM2041 sol detectar-se
aillada, les variants amb rtM204V solen tenir a més altres canvis compensatoris en els dominis
funcionals A i B del RT, especialment la mutacio rtL.180M (536). Aixo sembla suggerir que
ailladament el fitness replicatiu de rtM204I €s superior a rtM204V (en pretractament no es van
observar combinacions de canvis d’aa a la polimerasa viral en cap dels pacients), en contrast
amb els resultats d’estudis previs que indiquen que en abséncia de tractament totes dues tenen la
mateixa capacitat replicativa (525). En tot cas, les mutacions compensatories que solen
acompanyar rtM204V li donarien un fitness replicatiu més elevat que rtM2041 en preséncia de
LAM i per aix0 aquesta acabaria sent la dominant a la quasiespécies en un analisi per columnes.
En el mateix sentit, les variants amb el canvi rtA181T que eren les variants resistents
majoritaries (0,09%) en la mostra basal del pacient que va ser analitzat de manera seqiiencial
van ser les responsables de la fallada dels tractaments amb LAM 1 després amb ADV, mentre
que un altre pacient amb una proporcié basal superior (0,18%) no la va seleccionar amb el
tractament amb LAM, i en canvi va seleccionar la variant tM204V que tenia una proporcié mes
baixa (0,09%). Aquests exemples il-lustren que, probablement, la seleccido de variants amb
substitucions d’aa relacionades amb la resisténcia al tractament antiviral amb NUCs durant el
transcurs d’aquest no depengui només de la proporcié de variants amb aquestes substitucions, o
en tot cas podria dependre també d’altres factors virologics. Per tant la proporcié de variants
amb mutacions de resisténcia al tractament antiviral en pretractament dona poca informacio

sobre I’evolucid de la quasiespécies durant el tractament amb NUCs.

Altres estudis molt recents han analitzat per UDPS la quasiespécies del VHB en la regio on es
solapen el domini RT de la polimerasa viral amb I’ORF S en mostres de pretractament amb
NUCs i semblen coincidir amb aquesta conclusioé. En un d’aquests estudis (630) en el que es
van incloure mostres basals de 16 pacients amb HBC “naive” per NUCs que no van respondre
al tractament, cap de les mutacions detectades per LiPA després del tractament antiviral es va
poder detectar abans del tractament per UDPS a un nivell de sensibilitat de 1’1% de la
quasiespecies. En un altre estudi (634) en el que s’han inclos mostres basals de 36 pacients amb
HBC “naive” per NUCs tractats amb ADYV, s’ha observat que la distribuci6 i la freqiiencia de

les substitucions a les posicions d’aa classiques associades a la resisténcia primaria a aquest
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farmac (rt181 i rt236) presents en la majoria de mostres analitzades en proporcions entre el 0,02
i el 2% de la quasiespecies eren mals predictors de la resposta a aquest tractament, també en la
linia dels resultats obtinguts en aquesta tesi. No obstant, en aquest estudi es van identificar 11
substitucions de nt la freqiiéncia de combinacio de les quals es va associar significativament
amb la resposta antiviral. En un altre estudi recent (635), en el que es van incloure 36 pacients
tractats amb LAM (comparant 18 amb resposta i 18 que no van respondre) s’indica la
possibilitat que la diversitat de la regi6é del domini RT, mesurada a nivell de nt i aa a través de
I’entropia de Shannon (Sn) i distancia genetica mitjana 1 a nivell de nt per substitucions
sinonimes i no sindonimes per posicid podria ser un predictor de 1’eficacia del tractament
antiviral. Per tant sembla que la seleccié de variants resistents a un tractament antiviral pot estar

associada a altres parametres diferents de la seva proporcié abans del tractament.

5.2.2. El determinant “a” i analisi de posicions conservades:

En les mostres obtingudes en pretractament en el primer estudi I’ORF S va mostrar en general
una variabilitat més gran que el P, amb 21 substitucions d’aa en proporcions>0,1% enfront de
les 13 del domini RT. Tanmateix practicament tots aquests canvis d’aa es trobaven fora del
determinant “a” (posicions s124-s147), on només la substitucid6 sG145R [principal mutacié
relacionada amb 1’escapament a la vacunacid antiviral (175)] es trobava per sobre del 0,1% en
dos pacients. Aquests resultats semblen concordar amb un estudi posterior (436), en el que es va
analitzar per seqiienciacio directa la regio de ’ORF S que codifica la SHBs en 360 pacients amb
HBC de genotip D. Tot i la sensibilitat reduida d’aquesta técnica es va observar al menys un
canvi d’aa en la majoria d’aquests pacients (61,6%), pero la majoria d’ells estaven agrupats fora
del determinant “a”, especialment en epitops de limfocits T citotoxics. El determinant “a” és un
epitop conformacional (140) contra el que es dirigeixen els anticossos anti-HBs (141), per tant
seria esperable trobar una certa variabilitat en aquesta regié per tal d’escapar del sistema
immunitari de I’hoste. Tanmateix aquesta regié realitza dos funcions molt importants per la
biologia del VHB: intervé en la secrecid de les particules virals (26,146) i €s imprescindible per
la seva infectivitat (147,262) (veure 2.1.2.1.3. ORF S i les proteines de superficie). Aixo fa
necessari conservar la integritat estructural d’aquesta regio. Per altra banda, el VHB pot haver
desenvolupat estratégies alternatives a modificar 1’estructura d’aquest epitop per evadir la
resposta immunitaria contra ell, com per exemple la sobreproduccié de HBsAg que dona lloc a
les SVP (particules buides formades fonamentalment per proteines de superficie MHBs i
SHBs), que es poden trobar en el sérum de pacients infectats en titols fins a 10.000 vegades més
alts que les particules virals (22), i a més es creu que poden tenir un important paper

immunosupressor de la resposta immunitaria especifica contra el VHB (179,180).
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La importancia del determinant “a” per la biologia del VHB permet explicar observacions fetes
en els dos estudis: en el primer estudi, es van comparar les variabilitats relatives dels ORF P i S,
solapats a la mateixa seqiiéncia de nt analitzada. Aquesta comparacié va mostrar, tal com
s’havia observat en un estudi previ (138), que els dos ORFs semblen evolucionar
independentment per conservar les posicions essencials que permeten realitzar les seves
funcions als productes que codifiquen. Per tant a la regi6 N-terminal d’aquests ORF, que
correspon als aa rtY 148-rtY158 en el P 1 sT140-sI150 en el S, I’ORF S va ser el més conservat,
en canvi en la regio C-terminal (aa rtR192-rtV208 en ’ORF P i sV184-sY200 en el S) que conté
el motiu del centre catalitic del domini RT YMDD, I’ORF P estava més conservat. Tanmateix, a
pesar de la rellevancia i 1’alt grau de conservaci6 del determinant “a”, el residu rtL155 de I’ORF
P, situat entre els dominis funcionals A i B de la polimerasa viral i sense cap funcidé concreta
assignada, va demostrar una proporcidé de canvis de nt no sinonims extraordinariament baixa
(dn=0,02%), molt més que la de les posicions solapades de I’ORF S, sN146 [posicié de N-
glicosilacio, essencial per la secrecid de particules virals (26,146) dn=0,10%] i sC147 [que
forma part de la xarxa de cisteines que estabilitzen la conformaci6 del determinant “a” i el bucle
antigénic (148), dn=0,09%]. En un model de la polimerasa del VHB (604) aquest aa hidrofob
s’ha situat a la superficie del domini RT de la polimerasa, la qual cosa no vol dir la superficie de
la proteina, que és multifuncional, on possiblement pugui participar en interaccions proteina-
proteina, com per exemple amb xaperones o inclus el domini proteina terminal (TP) de I’extrem
N-terminal de la polimerasa, que interacciona amb el RT per activar la polimerasa i permetre la
seva interaccio amb la seqiiencia € del pgARN (99,327,328). La funci6 real d’aquesta posicio
tan conservada s’hauria de determinar mitjangant estudis fenotipics. En el segon estudi dels
quatre pacients als que se’ls va estudiar la quasiespécies de la regié solapada entre el domini RT
i el determinant “a”, cap d’ells va seleccionar variants amb mutacions al determinant “a” entre
els 12 i els 27 mesos després del trasplantament, per tant la variant “wild-type” d’aquest epitop
va ser la responsable de la re-infeccié del fetge trasplantat a pesar de la profilaxi amb HBIg, que
son fonamentalment anticossos anti-HBs (559). A pesar de ’efecte coll d’ampolla sobre la
quasiespécies d’aquests pacients i de la immunoprofilaxi amb HBIg indica de nou la
importancia pel VHB de la conservacio d’aquesta regio, i suggereix que la HBIg o no exerceix
cap pressio selectiva sobre aquesta regio, o potser hi ha algun altre mecanisme que permeti al

virus escapar-se d’aquesta pressio sense alterar I’estructura del determinant “a”.
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5.2.3. Codons stop al’ORF S:

En el primer estudi també és especialment rellevant que en ’ORF S vuit de les 21 substitucions
d’aa en proporcions>0,1% en les mostres de pretractament donessin lloc a codons stop (*)
prematurs, la meitat de les quals estaven solapades amb posicions del domini RT relacionades
amb la resisténcia a NUCs [rtAl181T/sW172*, rtVI91I/sW182*, rtM204l/sW196* i
rtV2071/sW199* (438,439,606)]. La resta de codons stop estaven localitzats en epitops de
limfocits T, especialment en I’epitop de limfocits T col-laboradors entre les posicions sW156 i
sL175 (599) (sW156*, sW163*, sW165* i sW172*) i el codo stop restant es troba en una regio
epitopica de limfocits T citotoxics (sW191%*). De nou, aquests resultats concorden amb I’estudi
en el que es va analitzar per seqiienciacid directa la regié que codifica la SHBs en 360 pacients

amb HBC de genotip D (436), en el que es va identificar 20 codons stop en diferents epitops.

Es especialment significatiu que tots aquests codons stop es produeixin en posicions que
codifiquen triptofans (W). Només cal un canvi de nt per passar de W a stop (TGG > TGA o
TGG>TAG). A més, aquest canvi pot estar afavorit per un mecanisme innat de defensa
antiviral mediat per ’enzim “apolipoprotein B mRNA editing enzyme, catalytic polypeptide-
like 3G” (APOBEC3G), una citidina desaminasa que indueix la hipermutacié6 de guanina a
adenina en VHB (371). El fet que aquests codons stop tinguin lloc preferentment en regions
epitopiques suggereix que aquests canvis poden estar relacionats amb 1’escapament immunitari,
tanmateix s’ha descrit que MHBs amb truncaments a I’extrem C-terminal tenen no tenen una
funcio6 estructural sind trans-activadora (53,636,637) [veure 2.1.2.1.3. ORF S i les proteines de
superficie]. Aixi doncs, la freqiiéncia relativament alta de codons stop en el ORF S, produits a
partir d’un canvi d’aa molt concret, suggereixen que el VHB podria aprofitar el mecanisme de
defensa innata de I’hoste mediat per APOBEC3G, juntament amb la seva propia variabilitat
intrinseca, per generar nous productes génics amb funcions diferents als originals mitjan¢ant un

mecanisme de multicodificacio.

Durant el seguiment longitudinal del pacient tractat seqiiencialment amb varis NUCs, realitzat
en el primer estudi, a I’ORF S es va observar una elevada freqiiencia de codons stop, més encara
que en pretractament, de manera que sis dels 20 canvis d’aa amb una freqiiéncia mitjana més
alta a les cinc mostres longitudinals donaven lloc a codons stop prematurs, la majoria d’ells co-
seleccionats amb mutacions relacionades amb la resisténcia a NUCs a I’ORF P [sW156%*,
rtA181T/sW172*,  rtVI9I/sWI182*, sWI191*, rtM204l/sW196* 1 rtV207l/sW199*
(438,439,606)]. La freqiiéncia d’aquests stops és especialment elevada en les mostres
obtingudes després del tractament amb LAM i d’ADV a causa de sW172* (71.7% 1 64%
respectivament) co-seleccionat amb el canvi rtA181T en I’ORF P (canvis de nt TGG > TGA en

178



I’ORF S i GCT - ACT a I’ORF P) relacionat amb la resisténcia a aquests dos tractaments
(430). S’ha descrit “in vitro” que les variants amb aquest canvi son defectives per la secrecio de
particules virals (438), per tant una quasiespecies amb una preséncia tan majoritaria de variants
genétiques defectives no podria ser viable si no comptes amb un mecanisme de trans-
complementacio. En el cas de les proteines de superficie cal recordar que es produeixen en un
gran excés respecte les particules virals i formen SVP en proporcions que poden arribar a ser de
10.000 a 1 respecte les particules virals (22). Tal com s’ha suggerit en 1’apartat anterior, aquest
excés de SVP pot tenir una funcié immunomoduladora (“enganyar” la resposta anti-HBs o
inclus evitar I’estimulacio de limfocits T). No obstant una vegada observada la significativa i
sistematica presencia de genomes del VHB amb codons stop prematurs a la regié S i per tan
potencialment defectius per embolcallar les particules virals, es podria suggerir que aquest excés
de produccid de proteines de superficie podria tenir com una de les seves funcions compensar la
falta de produccid de proteines de superficie funcionals per part de les variants amb codons stop,
com ja havia estat suggerit préviament (538). Diferents estudis han descrit la preséncia de
codons stop a I’ORF S en pacients que han desenvolupat HCC després del tractament prolongat
amb LAM, particularment degut a rtA181T/sW172* (440,442). Aixi tots els pacients que han
seleccionat variants resistents a aquest tractament antiviral podrien beneficiar-se de la
monitoritzacié d’aquestes variants amb un meétode amb la maxima sensibilitat com a marcador

precog del risc de desenvolupar HCC.

La seleccido massiva de variants amb rtA181T/sW172* també va ser observada després del
trasplantament hepatic (al segon estudi) en el pacient 2, que estava en tractament profilactic amb
HBIg+LAM. Es possible que la freqiiéncia elevada d’aquesta substitucio (90,9% de la
quasiespécies viral) contribuis a la no detecci6 de HBsAg en aquest pacient durant la
recurréncia de la infeccid post-trasplantament , ja que pot produir canvis estructurals profunds
en les SVP “in vitro” (438), en les quals es basa la deteccio del HBsAg per kits comercials
(142). Tanmateix, el fet que la recurréncia post-trasplantament fos possible amb aquesta variant
suggereix que “in vivo” ’efecte que podria tenir sobre les SVP seria diferent, i en tot cas, que la
petita proporcid de la quasiespécies capa¢ de sintetitzar proteines de superficie integres seria

suficient per embolcallar els genomes defectius de manera que poguessin ser secretats.

5.2.4. Analisi longitudinal del domini RT de la polimerasa durant el tractament
sequiencial amb NUCs:

En el primer estudi s’han analitzat les dinamiques de les variants a la quasiespécies viral al llarg
del tractament seqiliencial amb LAM, ADV i ETV en un pacient que va experimentar la fallada

d’aquests tres tractaments. Aquest estudi s’ha dut a terme ordenant cada substitucio d’aa d’acord
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amb la desviacié estandard (SD) de les seves freqiiéncies en els “reads” validats de les cinc
mostres seqiiencials, de manera que els canvis d’aa amb una variacié6 més gran de la seva
freqiiencia al llarg de 1’analisi longitudinal seran col-locats en les primeres posicions perqué
tindran un SD més elevat. En estudis del domini RT per UDPS anteriors a 1’inclos en aquesta
tesi (590,591) no s’havia caracteritzat la variabilitat d’una mateixa quasiespéecies al llarg d’un
periode de tractament amb diferents NUCs, i es centraven basicament a descriure la variabilitat
de la quasiespécies per UDPS i comparar els resultats obtinguts pels métodes convencionals
d’estudi de la quasiespécies del VHB utilitzats fins aleshores: hibridacié reversa amb LiPA i
seqiienciacio directa (591) o seqiienciacio directa amb pas previ de clonatge molecular (590).
Pocs estudis posteriors han realitzat aquesta mena d’estudis seqiiencials, entre ells destaca el de
Rodriguez i col-laboradors (638), que van optar per la representacio grafica dels resultats per
avaluar la dinamica de diferents substitucions d’aa en els ORF P i S al llarg del tractament
antiviral. El métode utilitzat en el primer estudi d’aquesta tesi té ’avantatge que permet
“escanejar” el genoma del VHB per buscar els canvis rellevants per explicar situacions cliniques
o fendmens virologics com les resisténcies creuades o multiples al tractament antiviral “a
cegues”, és a dir, sense partir de cap assumpcid previa de les posicions del genoma i tipus de

canvis que porten a desenvolupar resisténcies al tractament antiviral amb NUCs.

Els resultats obtinguts mitjangant aquest meétode d’analisi son coherents amb la situacio clinica
de resisténcia a multiples tractaments del pacient analitzat: es van col-locar en les primeres
posicions canvis d’aa associats a la resisténcia als diferents tractaments amb NUCs que va rebre
el pacient: rtL180M, rtM204V, rtS202G, rtV2071, rtA181T, rtV173L, rtl169T, rtV191l,
rtM2041, rtT184A, rtA181S i rtA200V (430,439,607,608). La majoria d’aquestes posicions
tenen una associacid ben caracteritzada amb la resisténcia primaria, secundaria o baixa
sensibilitat al tractament antiviral, tanmateix aquest meétode va posar en relleu el paper de canvis
d’aa associats a la resisténcia a NUCs amb menys freqiiencia com rtV191I, rtA181S i rtA200V.
Inicialment no érem conscients de ’associacid d’aquestes tres variants minoritaries amb les
resisténcies als tractaments antivirals, no obstant, la posterior recerca bibliografica va confirmar
el paper en la resisténcia al tractament amb NUCs de la familia dels L-nucleosids
(particularment LAM) de rtV1911 i rtA200V (439,525,608) i 1’associacio de la seleccio de
rtA181S amb el tractament amb ADV (608). Aixi doncs, aquests resultats van confirmar la
utilitat de la metodologia establerta en aquest estudi com una eina per “escanejar’ genomes
virals a la recerca dels canvis rellevants per explicar situacions cliniques o fenomens virologics i
proporcionar resultats comparables als d’assaigs fenotipics gracies a la capacitat d’aquesta

metodologia per detectar els canvis en les freqiiéncies de les diferents substitucions d’aa.
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Durant el seguiment longitudinal de la quasiespecies al llarg del tractament amb diferents NUCs
no només s’ha fet un analisi per columnes dels canvis d’aa més variables al llarg d’aquest
seguiment, sin6 també un analisi per files per tal d’estudiar el seu lligament (“linkage) en una
mateixa variant. Aquest analisi permet completar la visio parcial de la quasiespecies que mostra
I’analisi de les freqiiencies dels canvis individuals, perqué permet caracteritzar les combinacions
d’aquests canvis en les variants genétiques que formen la quasiespecies del VHB. Per tal de
facilitar 1’analisi bioinformatic de les combinacions dels multiples canvis d’aa detectats al
domini RT al llarg del seguiment longitudinal, en aquest estudi 1’analisi de lligament s’ha fet a
partir de les 10 mutacions amb un SD més elevat durant aquest seguiment. Aixi doncs s’ha
inclos a I’analisi les mutacions rtL180M, rtM204V, rtS202G, rtV207I, rtA181T, rtV173L,
rtl169T, rtV1911, rtM2041 i rtT184A, que s’ha assumit que son les més rellevants per estudiar
I’adaptacid de la quasiespécies del VHB al tractament antiviral amb NUCs. Aquest analisi ha
demostrat que els canvis relacionats amb la resisténcia a NUCs agrupats en variants combinades
(a excepcio de rtA181T) van ser la principal causa de la resisténcia al tractament amb NUCs del
pacient tractat seqiiencialment. En I’estudi seqiiencial de la quasiespécies del VHB de
Rodriguez i col-laboradors (638) també es va analitzar el lligament de mutacions en una mateixa
variant genética en els set pacients estudiats. Tots aquests pacients van rebre ADV com a primer
tractament de la familia dels NUCs i durant el transcurs d’aquest van presentar evidéncies de
seleccidé de variants resistents a aquest tractament per seqiienciacio directa. En aquest estudi
I’analisi del lligament es va portar a terme a partir d’un “software” especific que selecciona les
substitucions rellevants en funcié del seu creixement o decreixement exponencial al llarg del
seguiment dels pacients, un sistema similar al basat en la SD de les freqiiéncies de les mutacions
al llarg del seguiment del pacient tractat seqiiencialment en el primer estudi. Els resultats
d’aquest analisi de lligament mostren una seleccido de rtAl181T/V preferentment sola o
combinada amb rtN236T, totes dues mutacions relacionades amb la resisténcia a ADV (veure
2.5.1.3. Resistencies a Fosfonats aciclics). En el primer dels estudis inclosos en aquesta tesi no
es va incloure I’estudi de la posicio N236T tot i la importancia d’aquest canvi amb el tractament
amb ADV (el segon que va rebre el pacient tractat seqiiencialment). Aixo va ser degut a que
aquest canvi no es va detectar en la fallada d’aquest tractament per seqiienciacié directa ni
hibridacié reversa (LiPA), la qual cosa feia improbable que la combinacid rtA181T-rtN236T
estigués present en proporcions significatives. Degut a les limitacions de longitud de la regi6 a
analitzar per UDPS (limitada a 250 pb) no es va tenir en compte aquesta posicié en seleccionar

el fragment a seqiienciar.

Cal tenir en compte que I’analisi de lligament d’aquestes 10 mutacions pot estar esbiaixat per
fenomens de recombinacié durant 1’amplificacié de les biblioteques d’amplicons, la qual cosa

podria haver generat “in vitro” les variants amb combinacions de mutacions observades després
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de cada tractament antiviral. Malgrat aixo, després dels tractaments amb LAM i ADV, es va
observar una seleccio massiva de variants on la substituci6 rtA181T era la inica mutaci6 present
de les 10 estudiades. A més, en les variants en que rtA181T estava combinada amb alguna altre
de les estudiades, aquesta combinacido no era a I’atzar sin6 que Unicament es donava en
proporcions significatives amb rtV1911. Per altra banda, la preséncia de la variant combinada
rtL180M-rtS202G-rtM204V-rtV2071 a la mostra analitzada després del rebot virologic amb
ETV va ser confirmada per clonatge i seqiienciacié d’una biblioteca d’amplicons diferent a la
processada per UDPS. En aquesta biblioteca seguia sent la variant dominant a la quasiespécies, i
també es va detectar la preséncia de la variant amb la combinacié de canvis rtI169T-rtV173L-
rtL180M-rtM204V, que havia estat detectada en un 10% de la quasiespécies per UDPS.
Finalment, el paper compensatori de rtM204V per la mutacié rtV2071 (no associada a la
resisténcia a ETV abans d’aquest estudi) també sembla possible a partir dels resultats de
I’analisi retrospectiu d’informacié acumulada amb la primera versid de I’assaig INNO-LiPA DR
(basat en hibridacio reversa), en el que el 39% dels 50 pacients analitzats tenien les dues
mutacions. Tot aix0 dona credibilitat a les variants dominants a la quasiespécies del VHB
detectades en les diferents mostres, ja que si els haplotips generats per UDPS s’haguessin
format majoritariament “in vitro” seria esperable una distribucié aleatoria d’un conjunt de
variants en proporcions relatives inferiors a les obtingudes (469). En tot cas, no es pot descartar
que la recombinaci6 o altres alteracions de I’estructura de la quasiespécies produides “in vitro”
puguin haver donat lloc a alguna de les variants minoritaries o introduit un cert biaix en les
proporcions de les majoritaries. Per altra banda els resultats obtinguts també semblen indicar per
primera vegada un possible paper compensatori de rtA181T per part de rtV191I, evidenciant de
nou el possible valor fenotipic dels resultats obtinguts. Tanmateix aquesta compensacié hauria
de ser confirmada per assaigs fenotipics ben establerts. De fet a I’analisi de lligament de I’estudi
de Rodriguez i col-laboradors (638) no s’observa la seleccio de rtV1911-rtA181T. Tot i aixi, els
pacients inclosos en aquest analisi només van rebre ADV i s’ha demostrat fenotipicament la
sensibilitat de rtV191I sola a ADV (639) aixi com la seva resisténcia a LAM (439). Aixo
sembla coincidir amb els resultats obtinguts en el pacient tractat seqiiencialment en el primer
estudi que va seleccionar aquest canvi durant el tractament amb LAM pero la seva proporciod
sense estar combinat amb rtA181T va disminuir durant ADV (veure 3.3.3. Analisi longitudinal
de les mostres del tractament seqiiencial amb NUCs). Per tant els resultats obtinguts en el grup
de pacients analitzat en I’estudi Rodriguez i col-laboradors no semblen directament comparables

als obtinguts en el primer estudi d’aquesta tesi.
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5.2.5. Analisi de la diversitat de la quasiespéecies del VHB:

Tant en el primer com en el segon estudi s’ha analitzat la dinamica de la variabilitat global de la
quasiespecies en la regié del genoma del VHB analitzada. En el primer estudi aixo s’ha fet al
llarg de I’estudi longitudinal del pacient tractat seqiiencialment amb LAM, ADV i ETV on a
cada mostra es van analitzar les divergencies a nivell de nt i d’aa (ORF P i S). Aquest parametre
es va calcular com el percentatge de seqiliencies diferents en cada mostra en relaci6 a la
seqiiéncia master de la mostra basal i a la seqiiéncia master i de cada mostra. La comparacid
respecte la seqiiéncia master de la mostra basal permet analitzar els canvis que ha patit la
quasiespecies del VHB a partir d’una situacié basal en abséncia de la pressio selectiva dels
NUCs. En canvi, la comparacié respecte la seqiiéncia master de cada mostra evideéncia la
diversificacio o simplificacié de la quasiespécies en resposta a les pressions selectives a les que

estigués sotmesa en un moment donat.

En primer lloc, la divergéncia respecte la seqiiéncia master de la mostra basal tant a nivell de nt
com dels dos ORFs experimenta un gran augment després del tractament amb NUCs respecte
als valors del pretractament, i tot i que en menor mesura, passa el mateix en calcular la
divergéncia respecte la master de cada seqiiéncia. Aixo evidencia la diversificacio de la
quasiespécies del VHB per adaptar-se a la pressio exercida pel tractament amb NUCs, tot i que
no és la Unica pressio selectiva sobre la quasiespécies del VHB ja que el sistema immunitari de
I’hoste hi exerceix una pressio continua. Aixo queda reflectit a nivell de I’ORF S, que quan es
compara cada seqiiéncia amb la master de la mateixa mostra sempre és més variable
(divergencia més alta) que el P tant en les mostres del tractament longitudinal amb NUCs com
en pretractament. En molts casos, a I’ORF S es co-seleccionen canvis d’aa juntament amb els
seleccionats al domini RT de I’ORF P per efecte del tractament amb NUCs a més dels que
també es seleccionen per la pressid del sistema immunitari, ja que la regio analitzada de I’ORF
S és molt immunogena: conté part de la seva regio epitopica principal (determinant “a”) i alguns
epitops de limfocits T col-laboradors (Th) i citotoxics com per exemple sW156-sL.175 (599), en
el qual es va observar que el canvi sS167L incrementava la seva freqliéncia de manera continua
al llarg del seguiment del pacient tractat seqiiencialment. Tenint en compte que aquesta
substitucio esta associada a un canvi silent a I’ORF P i localitzada en un epitop de limfocits Th
sembla clar que la seva seleccido afavorida pel sistema immunitari i no pels tractaments
antivirals. Quan es comparen les divergencies dels ORF P i S respecte la seqiiéncia master de la
mostra basal del tractament amb NUCs les dues divergéncies tendeixen a igualar-se, la qual
cosa suggereix que al llarg del tractament amb NUCs, aquests son la principal pressio selectiva

que afecta a la quasiespécies viral, a pesar de la pressié del sistema immunitari, per tant la
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principal font de variabilitat de ’ORF S durant aquest periode son els canvis co-seleccionats

amb I’ORF P.

En el cas dels quatre pacients analitzats en el segon estudi, la situacio és molt diferent a la del
pacient amb HBC analitzat longitudinalment en el primer, ja que en aquests casos la
quasiespécies viral ha estat sotmesa a una forta reducci6 en la grandaria de la poblacio viral en
extreure el fetge infectat. L’analisi per UDPS de les 10 mostres de sérum d’aquests pacients va
mostrar canvis importants en la composicio i variabilitat de la quasiespécies del VHB abans de
I’OLT i després de la recurréncia de la replicacié viral, en alguns pacients fins i tot arribava a
canviar el genotip del VHB dominant. Una possible explicacié per la deteccio d’aquestes dos
quasiespecies tan diferenciades en el mateix pacient abans i després del trasplantament és la
infeccid6 de “novo” del fetge trasplantat. Perd es va descartar aquesta hipotesi perqué s’ha
considerat molt improbable, tenint en compte que cap dels pacients va rebre un fetge que fos
positiu per anti-HBc 1 que el tractament profilactic que estaven rebent feia molt dificil que
s’establis una nova infecci6 per VHB. Aixi doncs, a pesar de les diferéncies entre la
quasiespecies abans i després de I’OLT es va creure més probable que les variants dominants a
la quasiespécies després de I’OLT ja existissin a la d’abans en proporcions per sota el nivell de
sensibilitat de la técnica d’UDPS. Aquesta hipotesi esta avalada perque s ha descrit que el VHB
pot persistir a I’hoste després d’extreure el fetge infectat gracies als seus reservoris
extrahepatics, entre els que destaca el sistema limfoide (554,555). En un estudi previ (554) es va
detectar ADN-VHB en sérum i en c¢l-lules mononuclears de sang periférica en pacients amb
trasplantament hepatic, anti-HBc positius i HBsAg negatius varis anys després d’extreure el
fetge infectat, una situacié similar a la dels tres pacients amb recurréncia de la infeccié amb
HBsAg indetectable varis mesos o anys després de I’OLT inclosos en aquest estudi. Aixi doncs,
la infectivitat del VHB no esta restringida als hepatocits, tot i que en aquestes c¢l-lules és 1’unic
lloc on pot transcriure’s i replicar-se eficientment degut a la seva dependéncia de factors de

transcripci6 enriquits o especifics en cel-lules hepatiques (212).

L’estudi de la diversitat de la quasiespécies del VHB abans i1 després del trasplantament hepatic
en els quatre pacients estudiats va proporcionar informacid per interpretar aquests canvis a la
quasiespecies del VHB. En aquest estudi no es van utilitzar els mateixos parametres de
divergéncia respecte a una seqiiéncia master utilitzats en el primer, que en aquest cas tampoc
haguessin aportat informaci6 nova. Paral-lelament al desenvolupament d’aquesta tesi, en el grup
del doctorand s’han provat diferents indexs de diversitat per analitzar 1’evolucié de la
variabilitat d’una quasiespécies viral o comparar-la entre diferents grups de pacients en estudis
en els que el doctorand ha col-laborat (386,624). Tal com s’havia fet en aquests estudis previs,

en aquest estudi s’ha avaluat la diversitat de la quasiespécies viral segons 1’entropia de Shannon
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normalitzada (Sn), la freqiiéncia de mutacio (Mf) i la diversitat nucleotidica (Pi). (veure 2.3.1.1.
Indexs per estudiar la diversitat de les quasiespécies). Aquests parametres s’han calculat
unicament sobre les seqiiéncies de nt, ja que a diferéncia de 1’estudi anterior 1’objectiu no era
avaluar I’efecte d’una pressio selectiva sobre un determinat ORF siné analitzar els canvis que
van tenir lloc en la diversitat de la quasiespéecies entre abans i després de ’OLT, per la qual cosa
I’estudi a nivell de nt era suficient. El calcul de Sn mostra una tendéncia a disminuir la diversitat
de la quasiespecies entre abans i després del trasplantament, és a dir, disminueix la diversitat
d’haplotips o variants diferents que trobem a la quasiespécies del VHB després de I’OLT, fins a
assolir valors similars en els quatre pacients. Aquesta mesura, perd, no té en compte les
diferéncies (nombre de canvis) entre aquestes haplotips, és a dir, I’heterogeneitat dels
components de la quasiespécies. Aquest parametre es mesura a través dels altres dos index, Mf
i Pi. Els dos index d’heterogeneitat van tenir el mateix comportament que Sn, la qual cosa
indica que després de I’OLT, no només hi havia menys diversitat de variants diferents a la
quasiespécies sind que aquestes variants eren més homogenies entre si que abans de I’OLT.
Aquests resultats podrien ser explicats per un efecte coll d’ampolla sobre la diversitat de la
quasiespecies del VHB: després d’eliminar-se gran part de la poblacié viral, la quasiespécies es
regenera a partir de les poques variants genétiques que queden a l’organisme de I’hoste,

probablement en els reservoris extrahepatics.

Possiblement, les variants que van re-infectar els fetges trasplantats en aquests quatre pacients
no haurien pogut diversificar-se en les mostres obtingudes entre 12 i 27 mesos després de ’OLT
(que son les que s’han seleccionat per comparar amb les d’abans del trasplantament).
Hipotéticament, aixo es deuria al poc temps transcorregut des de la re-infeccié del nou fetge, o
bé a la seleccid de les variants amb una eficacia més alta per re-infectar i replicar-se en el nou
fetge i en preséncia de la profilaxis post-OLT, o fins i tot a causa de la suma tots dos factors al
mateix temps. En aquest sentit, poden aportar informaci6 els resultats del calcul de Sn, Mf i Pi
d’una segona mostra obtinguda 36 mesos post-OLT en el pacient amb recurréncia de la
replicacio del VHB amb HBsAg positiu, i una obtinguda 58 mesos post-OLT en el pacient 3,
amb recurréncia HBsAg negatiu. Aquestes mostres no van ser incloses en 1’analisi anterior, ja
que es van obtenir en un interval de temps més llarg des de ’OLT, pero s’observa que mentre
que en la mostra obtinguda 36 mesos després de I’OLT els resultats dels tres indexs
s’estabilitzen, en I’obtinguda en 1’altre pacient 58 mesos després de I’OLT Sn, Mf i Pi tornen a
augmentar. Aixo indica que la quasiespécies es torna a diversificar al llarg del temps. Aquesta
hipotesi és recolzada pels resultats d’un estudi recent de la quasiespécies en el domini RT de la
polimerasa viral mitjangant UDPS en que ha participat el doctorand (640). En aquest estudi, en
un grup de vuit pacients amb HBC tractats amb tenofovir (TDF) que portaven set anys amb

supressio sostinguda de la replicacio viral [resposta virologica sostinguda (RVS)], s’ha observat
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canvis significatius en la composicid de la quasiespécies respecte el pretractament després de
retirar TDF. La meitat d’aquests pacients fins i tot va experimentar canvis en el genotip
dominant. Aixi doncs, la quasiespecies del VHB pot seguir evolucionant tot i presentar nivells
baixos o indetectables de replicacio. Mecanismes endogens del propi hoste com la hipermutacio
de guanina a adenina mitjangant I’enzim APOBEC3G (371), podrien contribuir a aquesta

evolucid.

Els importants canvis a la composicio i variabilitat de la quasiespecies del VHB entre abans i
després de I’OLT també s’evidencien pels canvis del genotip del VHB, des de D (abans del
trasplantament) a A (després) en dos dels pacients amb recurréncia de la replicacio del VHB
amb HBsAg negatiu. La seleccid del genotip A pot haver estat ajudada per ’efecte coll
d’ampolla sobre la diversitat de la quasiespécies del VHB. Després de I’OLT hi hauria hagut
una reducci6 drastica del nombre de genomes de genotip D que dominaven la quasiespécies
abans del trasplantament, i entre les variants que persistien en 1’hoste després del trasplantament
van re-infectar el fetge i replicar-se les de genotip A, possiblement perqué aquestes variants
tenen una sensibilitat reduida al tractament amb NUCs enfront del genotip D. Tal com s’ha
comentat a ’apartat 5.1.1.1. Técniques basades en hibridacié: la hibridacié reversa, aquests
resultats concorden amb els obtinguts en un estudi anterior del grup de doctorand dut a terme
per hibridacio reversa amb el kit INNO-LiPA HBV Genotyping Assay (445), en el que es va
observar que en els pacients tractats amb NUCs hi havia una tendéncia a seleccionar variants

genetiques de genotip A enfront de les de genotip D al llarg del seu seguiment.

L’analisi del genotip dels “reads” s’ha portat a terme per filogenesi, el metode de referéncia per
genotipar el VHB (389), en la que s’ha inclos la seqiiéncia master de cada mostra, juntament
amb els haplotips amb un 2% de canvis a la seva seqiiéncia respecte la master i 143 patrons del
genoma complert del VHB descarregats de la base de dades GenBank (391) i representatius dels
genotips A a J. Aixo0 permetria detectar les barreges de genotip del VHB, ja que dos variants de
genotips diferents es tenen més del 7,5% de la seqiiéncia de nt del seu genoma diferent entre ells
(61), un percentatge ampliament superior al 2% de canvis respecte la seqiiencia master de la
quasiespécies que s’ha utilitzat com a criteri per seleccionar un determinat haplotip. En 1’apartat
4.3.2. Analisi de la quasiespécies del VHB en pacients amb recurréncia post-trasplantament, es
demostra que la regi6é de 330 pb analitzada en aquest estudi, en general separa correctament els
principals genotips del VHB, pero tot i aixo aquest métode de genotipatge tampoc esta exempt
de possibles biaixos: la regid analitzada pot ser més similar a un determinat genotip que la resta
del genoma degut al subgenotip, el patrd especific de mutacions de cada variant o recombinacid
intergenotipica, molt freqiient en el VHB (390). En tot cas, entre els possibles biaixos d’aquest

analisi es pot descartar el de la recombinacié “in vitro” entre amplicons derivats de variants de
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diferents genotips, ja que tots dos pacients van passar d’'un 100% de “reads” de genotip D abans
aun 100% de genotip A després de I’OLT, per tant no hi ha possibilitat de recombinacio entre

diferents genotips.

5.3. PERSPECTIVES DE FUTUR:

La resisténcia al tractament antiviral basat en NUCs, va representar un greu problema amb els
NUCs de primera (LAM) i segona generacid i (ADV i LdT) amb una probabilitat de seleccionar
variants resistents a la seva acci6 elevada o mitja [baixa/mitja barrera genética, veure 2.5.1.
Resisténcia al tractament antiviral amb analegs de nucleosids i nucleotids (NUCs)] (484). No
obstant, actualment aquest fenomen té poca rellevancia amb els NUCs de nova generacié (ETV
1 TDF), d’elevada barrera genética (484). Tot i aixi, molts dels pacients actualment amb HBC
han rebut NUCs de primera i segona generacid al llarg del seu seguiment i han seleccionat
variants amb sensibilitat reduida o resistents a aquests tractaments antivirals. Aquest fet dificulta
el seu tractament amb els NUCs de nova generacid ja que I’activitat de ETV 1 TDF contra el
VHB pot veure’s disminuida en comparacié amb pacients no tractats préviament (529,545). Per
altra banda, ETV i TDF no soén accessibles a gran part de la poblaciéo de zones on I’HBC és
altament prevalent com per exemple la Xina, on al 2010 s’estimava que hi havia uns 93 milions
de pacients amb HBC (595) i I'is de LAM i ADV és comu per motius economics. Per aquesta
rad, la poblacié immigrant provinent d’aquestes zones pot haver rebut aquests tractaments, fet
que augmentaria el grup de pacients dificils de tractar. Aixi doncs, 1’analisi per seqiienciacio
massiva del domini RT de la polimerasa viral, segueix sent Util en pacients pretractats amb
NUCs per tal de determinar el tractament de rescat més adequat a la situaci6 de la seva
quasiespécies, al mateix temps que 1’analisi de la regid del bucle antigénic del HBsAg pot
proporcionar informacié amb valor pronostic de I’evolucio de la malaltia hepatica, especialment

cap a HCC (440).

Per tal de continuar utilitzant les metodologies d’analisi de la quasiespécies desenvolupades en
aquesta tesi caldra adaptar-la a les noves plataformes de seqiienciacié de tercera generacio.
L’augment de les longituds de lectura d’aquestes plataformes han fet la UDPS menys rendible, i
per aixo el seu fabricant (Roche) ha anunciat que seran retirades del mercat a finals de 2016.
Aquesta adaptacio a una nova tecnologia suposara un repte important que implicara canviar de
nou el sistema de filtratge dels “reads” obtinguts tenint en compte noves fonts d’error en la
generacio d’aquests. Moltes d’aquestes plataformes encara estan en fase d’avaluacié, pero
sembla ser que oferiran prestacions que permetran superar algunes de les limitacions técniques

de les plataformes d’UDPS:
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e En primer lloc, es reduiran els passos d’amplificacid necessaris per seqiienciar les
biblioteques d’amplicons (466). Tot i que 1’aproximacié ideal seria prescindir totalment de
I’amplificaci6 per PCR, eliminar alguns passos que involucren aquesta técnica
d’amplificacié de I’ADN per reduir els errors i biaixos inherents a la PCR. Malgrat aixo, en
créixer la mida dels “reads” és esperable una taxa d’error més elevada que les plataformes
actuals (466,469) per tant sera necessari acotar les fons d’error de les noves tecnologies de
seqiienciacio i buscar la manera d’optimitzar la creacio i el processament de les biblioteques
d’amplicons per minimitzar aquestes fonts d’error.

e En segon lloc, moltes d’elles permetran obtenir “reads” suficientment llargs com per
analitzar el genoma sencer del VHB (3,2 Kb) en un sol amplico, cosa que permetra la
caracteritzaci6 complerta de les variants de la quasiespecies viral. Aix0 hagués estat
especialment interessant en el segon estudi d’aquesta tesi, en el que s’hagués pogut analitzar
en la mateixa variant la regi6é de solapament entre el domini RT de la polimerasa i el bucle
antigenic de les proteines de superficie i la regio del BCP/EN2 que controla 1’activitat dels
promotors S1 i 2, que regulen la transcripcio i per tant els nivells de proteines de superficie
(235). En algunes de les mostres dels pacients trasplantats amb recurréncia HBsAg negativa
no hi havia alteracions a nivell de I’ORF S que justifiquessin la manca d’expressio d’aquest
antigen, 1 una possible hipotesi seria que les alteracions estiguessin en aquesta altra regiod
reguladora del genoma, que a més també regula la sintesi del pgARN (219) cosa que al
mateix temps podria explicar els baixos nivells de replicacido d’aquests pacients. Aquesta
hipotesi esta recolzada pel fet que les variants amb canvis en aquesta regi6é son més comunes
en pacients immunosuprimits i trasplantats que en els pacients amb HBC (374). Per altra
banda, en aquest segon estudi hagués permes realitzar una filogénesi amb el genoma sencer
del VHB per tal de determinar-ne el genotip. Aquest ¢és el métode de classificacié genotipica
i subgenotipica del VHB més fiable (394) i evitaria els dubtes sobre els resultats causats per
la necessitat d’extrapolar els resultats d’un fragment petit a tot el genoma viral, a més de

permetre determinar el subgenotip dels pacients estudiats.

Aixi doncs, tot i els desafiaments técnics d’aquestes noves plataformes el concepte d’estudi
d’alta resoluci6 de la quasiespécies del VHB per determinar mecanismes d’adaptacid que encara
no sén coneguts segueix sent important. Aquests estudis permeten aprofundir en els
coneixements sobre la biologia molecular del VHB, cosa que permet entendre millor els
mecanismes de progressio de la malaltia hepatica, o buscar dianes terapeutiques que ajudin a un
control més eficient de la infeccid o inclus a la seva “curacié” amb ’aclariment del cccADN del

nucli.
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6. CONCLUSIONS:

1. Les técniques de seqiienciacid massiva basades en “ultra-deep pyrosequencing” (UDPS)
permeten realitzar un mostreig molt més ampli de la quasiespécies del VHB (o de qualsevol
quasiespécies viral) que les técniques convencionals utilitzades préviament per estudiar
aquestes entitats: técniques d’hibridacid (com les d’hibridacié reversa pels kits INNO-LiPA),
analisi de fragments de restriccié de longitud polimorfica (RFLP) i seqiienciacié d’amplicons

de la regi6 a estudiar (directa o poblacional i amb un pas previ de clonatge molecular).

2. L’ampli mostreig de les variants genétiques de les quasiespécies virals realitzat per UDPS
permet detectar-ne en proporcions extremadament baixes (normalment en 1’1% d’aquesta o
per sota), i quantificar-ne les freqiiencies relatives amb un nivell de credibilitat més elevat

que la seqiienciaci6 directa amb un pas previ de clonatge molecular.

3. La creaci6 de les biblioteques d’amplicons per PCR i la seqiienciacié per UDPS son
processos que generen variants “in vitro” mitjangant errors puntuals d’incorporaci6é de
nucleotids, insercions i delecions o inclis recombinacions, durant diferents passos
d’amplificacio. Aquests artefactes poden alterar I’estructura original de les quasiesiespecies

de manera que al final del procés de seqiienciacié poden obtenir-se resultats molt esbiaixats.

4. Per tal d’evitar o minimitzar els errors introduits les reaccions de PCR és necessari, en
primer lloc, I’optimitzacié de les condicions en que es porten a terme aquestes reaccions,
especialment la polimerasa utilitzada. En segon lloc, cal un processament previ a I’analisi
dels “reads” obtinguts mitjancant algoritmes bioinformatics que incloguin diferents etapes de

filtratge, alineament i correcci6 d’errors.

5. L’analisi per UDPS de I’evoluci¢ de les freqiiencies de les variants d’una quasiespecies viral
al llarg d’un procés (com el tractament amb NUCs) mitjangant parametres objectius (com la
desviacio estandard de les freqiiencies de les variants al llarg del procés), permet fer
inferéncies sobre el paper de les diferents variants de la quasiespécies al llarg d’aquest

procés, de manera comparable a la dels assaigs fenotipics.

6. Les freqiiencies de les variants amb canvis d’aminoacid relacionats amb la resisténcia a
NUC:s en pretractament superiors al 0,1% del total de la quasiespécies del VHB, no sén un
bon factor predictor de les freqiiencies de les variants que es seleccionaran al llarg del
tractament amb NUCs. No obstant, I’estudi d’altres parametres virologics en pretractament

mitjancant UDPS podria ajudar a preveure la resposta al tractament antiviral.
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7. La UDPS no només permet estudiar les variants genétiques que formen la quasiespécies per
separat, sin6 també la variacio global de tota la quasiespécies i la seva dinamica al llarg del

temps, enfront de diferents pressions selectives.

8. Tot i compartir la mateixa seqiiéncia de nucleotids els ORF P i S evolucionen de manera
independent, de manera que la variabilitat de cada ORF esta restringida en regions on hi ha
motius importants per la funcionalitat dels productes que codifiquen. Aixi, en I’ORF S
s’observa una tendéncia a conservar la seqiiéncia “wild-type” en el determinant “a”
(relacionat amb la secreci6 i infectivitat de les particules virals), mentre que en ’ORF P, en
abséncia de tractament antiviral, s’observa una tendéncia a conservar el motiu YMDD, que

forma part del centre actiu del domini RT de la polimerasa.

9. L’analisi profund de la quasiespécies del VHB ha mostrat percentatges relativament alts de
variants defectives, entre les que destaquen les que tenen codons stop prematurs a ’ORF S
que podrien donar lloc a proteines trans-activadores. Aquesta presencia sistematica a la
quasiespécies viral suggereix un paper fisiologic per aquests productes, que no son codificats
pel mecanisme canodnic sin6 per errors durant el cicle replicatiu del VHB, que resulten en un

sistema de multicodificacio de proteines que s’afegiria al del solapament d’ORFs.

10.Els sistemes de multicodificacié basats en variants defectives es podrien sostenir gracies a
mecanismes de trans-complementacid, que permetrien a les variants defectives utilitzar

productes funcionals codificats per altres variants de la mateixa quasiespécies.

11.Les variants resistents al tractament amb NUCs tendeixen a acumular diferents mutacions
relacionades amb la resisténcia al tractament antiviral, a excepcié de les variants que
seleccionen rtA181T, fet que suggereix que aquest canvi es suficient per si sol per conferir
resisténcia/baixa sensibilitat al tractament antiviral amb NUCs de la familia dels L-

Nucleosids i fosfonats aciclics i mantenir nivells relativament elevats de replicaci6 viral.

12.A pesar de I’extraccid directa del fetge infectat en pacients amb malaltia hepatica terminal, i
el trasplantament d’un nou fetge no infectat, el VHB pot romandre en 1’hoste i re-infectar el
nou fetge. No obstant el risc de recurréncia de la replicacio viral és baix amb tractament
profilactic continuat. En aquests casos, 1’efecte coll d’ampolla sobre la quasiespécies del
VHB, pot fer que es regeneri una quasiespécies amb una estructura completament diferent a

la d’abans del trasplantament hepatic.

13.La re-infeccié del fetge per la variant “wild-type” del determinant “a”, a pesar del tractament

profilactic i les recurréncies del VHB amb HBsAg indetectable, suggereix que la recurréncia
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del VHB post-trasplantament també podria estar relacionada amb canvis a regions del seu

genoma diferents de les que codifiquen les dianes terapeutiques dels tractaments profilactics.

192



ANNEXOS

193



194

7. ANNEX 1: ARTICLE ORIGINAL DEL PRIMER ESTUDI

OPEN @ ACCESS Freely available online @ PLoS one

Ultra-Deep Pyrosequencing Detects Conserved Genomic
Sites and Quantifies Linkage of Drug-Resistant Amino
Acid Changes in the Hepatitis B Virus Genome

2% David Tabernero'?, Josep Quer®3, Juan l. Esteban®?, Israel Ortega®,

Esteban Domingo®®, Maria Cubero®?, Silvia Camés’, Carles Ferrer-Costa®, Alex Sanchez*’,
Rosendo Jardi', Melanie Schaper'?, Maria Homs'?, Damir Garcia-Cehic?®3, Jaume Guardia®3,
Rafael Esteban®*?, Maria Buti*?

1 Biochemistry Department, Hospital Universitari Vall d'Hebron (HUVH), Vall d'Hebron Institut de Recerca (VHIR), Universitat Auténoma de Barcelona (UAB), Barcelona,
Spain, 2Centro de Investigacion Biomeédica en Red de Enfermedades Hepaticas y Digestivas (CIBERehd), Instituto de Salud Carlos Ill, Madrid, Spain, 3 Liver Unit, Hospital
Universitari Vall d'Hebron (HUVH)Vall d'Hebron Institut de Recerca (VHIR), Universitat Autonoma de Barcelona (UAB), Barcelona, Spain, 4Unitat d'Estadistica i
Bioinformatica (UEB), Hospital Universitari Vall d'Hebron (HUVH),Vall d'Hebron Institut de Recerca (VHIR), Universitat Autonoma de Barcelona (UAB), Barcelona, Spain,
5 Centro Biologia Molecular “Severo Ochoa” (CBMSQO), CSIC-Universidad Autonoma de Madrid (UAM), Madrid, Spain, 6 Molecular Modelling and Bioinformatics Unit,
Structural Biology Node, Institut de Recerca Biomédica (IRB), Parc Cientific de Barcelona, Barcelona, Spain, 7 Departament d'Estadistica, Facultat Biclogia, Universitat de
Barcelona (UB), Barcelona, Spain

Francisco Rodriguez-Frias

Abstract

Background: Selection of amino acid substitutions associated with resistance to nucleos(t)ide-analog (NA) therapy in the
hepatitis B virus (HBV) reverse transcriptase (RT) and their combination in a single viral genome complicates treatment of
chronic HBV infection and may affect the overlapping surface coding region. In this study, the variability of an overlapping
polymerase-surface region, critical for NA resistance, is investigated before treatment and under antiviral therapy, with
assessment of NA-resistant amino acid changes simultaneously occurring in the same genome (linkage analysis) and their
influence on the surface coding region.

Methodology/Principal Findings: Serum samples obtained from chronic HBV-infected patients at pre-treatment and during
sequential NA treatment with lamivudine, adefovir, and entecavir were analyzed by ultra-deep pyrosequencing (UDPS)
using the GS-FLX platform (454 Life Sciences-Roche). The pre-treatment HBV quasispecies was not enriched with NA-
resistant substitutions. The frequencies of this type of substitutions at pre-treatment did not predict the frequencies
observed during lamivudine treatment. On linkage analysis of the RT region studied, NA-resistant HBV variants (except for
rtA181T) were present in combinations of amino acid substitutions that increased in complexity after viral breakthrough to
entecavir, at which time the combined variant rtL180M-5202G-M204V-V207| predominated. In the overlapping surface
region, NA-resistant substitutions caused selection of stop codons in a significant percentage of sequences both at pre-
treatment and during sequential treatment; the rtA181T substitution, related to sW172stop, predominated during
treatment with lamivudine and adefovir. A highly conserved RT residue (rtL155), even more conserved than the essential
residues in the RT catalytic motif YMDD, was identified in all samples.

Conclusions: UDPS methodology enabled quantification of HBV quasispecies variants, even those harboring complex
combinations of amino acid changes. The high percentage of potentially defective genomes, especially in the surface
region, suggests effective trans-complementation of these variants.
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Introduction tremely high overlap of its coding regions [4]. Therefore, the virus
. . . circulates as a complex quasispecies, undergoing continuous

The hepatitis B virus (HBV) is a DNA virus that replicates via
reverse transcription of an RNA intermediate [1] with rapid viral
turnover (>10"" virions per day) [2] and high mutation rates

&'h.'mg:-h due to t't}ltlp:'lilhm and interactions between the g:'m'lil'
variants produced [3]. Chronic HBV infection (CHB) affects 350
million people worldwide and is a leading cause of liver cirrhosis
and hepatocellular carcinoma [6]. Currently, five oral nucleos(tide

(=107 nucleotide substitutions/site/year) [3], despite the ex-
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analogues (NAs) are approved for CHB treatment in many parts of
the world: lamivudine (LMV), adefovir-dipivoxil (ADV), entecavir
(ETV), telbivudine (LdT) and tenofovir (TDF) [6,7]. These drugs
prevent viral replication by inhibiting the HBV reverse transcrip-
tase (RT), but do not aveid formation of the covalently closed
circular DNA (ccceDNA), the main intracellular intermediate of
HBYV which is responsible for viral persistence, and they clear it at
very slow rates [7-9]. Therefore long-term treatment is needed to
maintain suppression of replication [8,9], These therapies may
result in selection of antiviral-resistant HBV variants from the
HBV quasispecies pool over time, leading to treatment failure and
disease progression. In treatment-naive patients, selection of NA-
resistant variants is highly probable with LMV, intermediate with
ADV and LdT, and minimal or even zero with ETV and TDF,
which are currently recommended as first-choice therapies against
CHB [6.7].

Currently, identification of HBV genotypic NA resistance is
mainly performed by PCR amplification and Sanger sequencing
or the INNO-LiPA line probe reverse hybridization assay (LiPA),
which detect NA resistance amino acid (aa) substitutions present in
the HBV quasispecies in proportions of 20% and between 5%—
10%, respectively [7]. With these methods the frequencies of each
mutation cannot be measured, and it is impossible to determine
whether several mutations are combined in the same sequence
(mutation linkage). This is an important limitation because the
addition of compensatory or secondary NA resistance aa
substitutions to primary resistance substitutions in NA-resistant
genomes (which usually reduce their replication efficiency in
relation to wild-type variants), may enhance the replication of
these genomes or even give rise to multidrug resistant (MDR)
variants [10.11]. As an alternative to LiPA and direct sequencing,
molecular cloning enables analysis of single DNA molecules,
thereby surpassing the detection limits of the other techniques.
Nevertheless, this methodology is complex and time-consuming
because analysis of at least 100 clones is required to detect variants
present in 1% of the quasispecies. These limitations can now be
overcome by ultra-deep pyrosequencing (UDPS) technology based
on the GS-FLX platform (454 Life Sciences-Roche), which enables
quantitative analysis of thousands of clonally amplified sequences
[12] up to 400 nucleotides (nts) in length. With this technique,
minor variants in the HBV quasispecies can be detected and
quantified, including those with combinations of changes in the
same sequence, In HIV infection, UDPS has been used to detect
clinically relevant minority drug-resistance mutants with much
higher sensitivity (<1%) than cloning [13,14]. It has been
suggested that quantification of minor drug-resistance mutants in
treatmeni-experienced HIV-infected patients may be helpful when
planning subsequent antiretroviral regimens [15]. A similar
approach has been used to analyze HBV quasispecies in the RT
and the overlapping hepatitis B surface antigen (HBsAg) coding
regions in drug-naive (untreated) and drug-resistant patients
[16,17]. However, the simultaneous presence of various NA
resistance-related aa substitutions in the same genome was not
analyzed.

In the present study, a coding region where HBV polymerase
(P} and surface (S) open reading frames (ORFs) overlap was
clonally analyzed by UDPS with standard GS-FLX technology
(the only method available when the study was designed), which
allows sequencing of DNA fragments up to 250 bp in length,
including the fusion primers (see Patients and Methods). The
region analyzed extends from codon rt148 to 1208 in the P ORF,
which includes most RT codons corresponding to reported
relevant  NA-resistant  aa  substitutions  (ntI169T, V1731,
rtL180M, oAIBIT/V, rTI184S/A/I/L/G/C/M,  rtAl9T,
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rtA202C/G/1, rtM204V/T [7], ntWI153Q [18], VIO [19]
and rtV2071 [20]). and spans a part of the § ORF, from codon
5140 to 5200, containing the C-terminal region of the immuno-
dominant epitope “a determinant” (codon 5124 to s147) (Figure 1).
This was done to exploit the capability of UDPS technology to
quantify variants in extremely low percentages in the viral
quasispecies in order to study the variability of the overlapping
coding region before NA weatment and during sequential
treatment. Our rationale for performing this research was that
in the absence of antiviral treatment, ultra-deep analysis of the
variability in this region might identify conserved positions in the
RT region with a potentially essential functional role in the HBV
polymerase and would be helpful to establish whether the
percentage of HBV NA-resistant variants in the baseline
quasispecies  could predict their subsequent selection by a
particular NA treatment. Furthermore, during sequential NA
treatment, the ability of UDPS to analyze clonally amplified
sequences would enable study of the simultaneous presence of
various aa substitutions (linkage analysis) related to treatment
tailure in the same genome and detection of enrichment in MDR
variants, This is of particular relevance in LMV resistance, which
increases the probability of developing cross-resistance to subse-
quent treatments with ETV or ADV [21-24]. In addition,
enrichment of the HBV quasispecies in MDR variants could
result in changes in epitopic regions of HBsAg that could
potentially affect virion assembly, stability or infectivity, owing to
the complete overlap between the P and 8 ORFs [4,25]. Thus, aa
substitutions present in the 8 ORF were also studied to determine
the influence of MDR variant enrichment.

Results

A total of 350 744 reads from 8 serum samples were obtained
after filtering the UDPS results with the GS-Amplicon-Variant-
Analysis software included in GS-FLX platform. To increase the
sensitivity and accuracy of UDPS, these reads were additionally
filtered by an automated computational algorithm that excluded
those likely to contain artifactual single-base changes based on
Poisson distribution [13]. By this approach, 245 565 reads (13 670
to 62 450 per sample) were validated. In each sample, the most
highly represented nucleotide sequence was designated “master™.
Alignment between these master sequences is shown in Dataset S1,
and translations into amino acids in the P and § ORTs are shown
in Dataset 82 and Dataset 83, respectively.

UDPS analysis of pre-treatment patient samples

A total of 141 581 validated reads were obtained from the 4
pre-treatment patient samples (1, 2, 3 and 4A). In cach sample, the
master sequence matched the consensus sequence obtained by
Sanger method. Each validated read was aligned with the master
sequence  from  the corresponding sample to calculate the
frequency of each aa change relative to the master. Using this
method, we found that the frequency of aa substitutions associated
with NA treatment resistance was not significantly different from
that of the remaining aa changes; the differences approached
significance only in patient 4 (P=0.09) (Table 1). On calculation of
the average percentage of each aa change in the 4 baseline
populations, 13 changes were found at average frequencies of
=0.1% (Table 51). and 4 of them are known to confer NA
resistance: ttA181T (0.10%), rtVI91I (0.23%), rtA194T (0.11%),
and rtM2041 (0.15%). The dominant sequence in patient 2 was
accompanied by around 5% of sequences carrying substitutions
rtH148Y, rtR153W, rtl187L and ntL199V (Figure 2). In addition,
substitutions rtD205N and rtD206N, both of which affect essential
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Figure 1. Fragment of HBV genome analyzed by UDPS. A. Initially a 224-bp fragment of the HBV genome was amplified with the fusion
primers, obtaining a 262-bp amplicon. After trimming both primer ends, a 180-nudeotide fragment was analyzed. The fragment contains the B and C
domains of the HBV RT in the polymerase ORF, spanning rtY148 to rtV208, and a region of the overlapping surface ORF, from sT140 to sY200,
including a part of the main hydrophilic region, which contains a small portion of the C-terminus of the immunodominant epitope “a determinant”,
framed in green in the sequence below. B. The sequence framed in black corresponds to that of the 180-nucleotide fragment analyzed and shows its
translation into aa in the P (above, depicted in blue) and 5 (below, depicted in red) ORFs. Most of the main codons related to nucleos(tlide resistance
(framed in blue), and the overlapping codons in the S ORF that may give rise to immune escape or stop codons (framed in red) are located within the
analyzed fragment. Codons rt233, rt236, and rt250 were not considered relevant for the aims of this study and were not analyzed.

doi:10.1371/journal pone.0037874.9001

residues from the YMDD catalytic motif, showed frequencies of
0.26% and 0.13%, respectively.

Patient | had detectable percentages of rtA181T and rtM204V/
I by UDPS in the baseline quasispecies, but neither was selected
during LMV treatment (Table 2). Furthermore, the patient did not
experience viral breakthrough (VBK), defined as an increase in
serum HBV-DNA of at least | loggIU/mL compared to the
lowest value during treatment, confirmed by real-time PCR [6]. In
patients 2 and 3, LMV resistance was associated with predominant
selection of rtl.180M and rtM204V, despite the fact that higher
percentages of tA181T and/or rtM2041 were detected by UDPS
at baseline (Table 2), In patient 4, rtA181T and rtM2041 were the
most prevalent aa substitutions at pre-treatment according to
UDPS results; however only rtAl81T was detected by LiPA
(INNO-LiPA HBV DR v2 assay} and direct sequencing at LMV
VBK (Table 2). Furthermore, rtLL180M and rtM204V, which were

@ PLoS ONE | www.plosone.org

present in frequencies below the mismatch error (0.03%) at pre-
treatment, accounted for around 5% of the quasispecies at LMV
VBK (sample 4C in Table 3). On linkage analysis. combinations of
polymerase variants were not detected in any of the baseline
populations, even though more than 60 000 sequences were
examined in the sample from patient 3.

In the overlapping S region (codons s140-s5200), 21 substitutions
were present at an average frequency of =0.1% (data not shown).
In the “a determinant™, only substitution sGI45R (0.11%), the
main HBsAg immune escape variant [26], was present at =0.1%,
Among these 21 substitutions, 9 were located in the epitope
flanked by codons 5156 and s175 (TH-s156/5175), which has been
reported to stimulate CD4" T-lymphocytes in subjects receiving
the anti-HBV vaccine [27]. OF note, a substantial part of these
substitutions (4 out of 9) resulted in stop codons (*) (sSWI156%,
sWI63*%, sWI165% and sW172%, giving rise to proteins with
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Table 1. Enrichment in amino acid changes related to nucleos(t)ide analog resistance in the pre-treatment quasispecies.

Patient (sample) Resi lated aa ch (Mean frequency) Other aa changes (Mean frequency) P-value
2 (N=13 670) 0.09 0.07 0.99
3 (N=62 450) 006 005 053
4 (4A) (N=32 724) 0.08 0.03 0.09

aa, amino acid; N, number of reads obtained by ultra-deep pyrosequencing.

The mean frequency of amino acid changes related to nucleos(t)ide analog resistance (rtl169T, tV173L, rtL180M, rtA181T/V, rtT1BAS/ANLIG/C/M, tA194T, rtA202C/G/,
rtM204V/1 [7], rtW153Q [18], tV1911 [19] and rtV2071 [20]) obtained by ultra-deep pyrosequencing at pre-treatment was compared with the mean frequency of the
remaining amino acid changes.

doi:10.1371/journal. pone 0037874.1001

significant aa deletions. In fact, & of the 21 substitutions led to a related to rtAlS1T, sW182* to rtVI911, sW196* to rtM2041, and
stop codon, which, taken together, represented 0.98% to 2.1% of  sWI199* to rtV207I), at frequencies of 0.20% to 0.50%,
the 4 baseline viral populations. Four of these 8 stop codons significantly higher than the artifactual error (0.03%).

affected RT positions associated with NA resistance (sW172%
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doi:10.1371/journal.pone.0037874.g002
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UDPS analysis of conserved amino acid residues

Assessment of the frequencies of synonymous (ds) nt changes
(which do not imply an aa change} and non-synonymous (dn) nt
changes (which imply an aa change) in the P ORF of the 4 pre-
treatment samples (Table 52) revealed 16 conserved positions with
a dn =0.1%, among which only residue rtL.135 showed a dn
<0.03% (virtually unchanging) at pre-treatment and during
treatment (Figure 2). In the essential YMDD catalytic motil, only
residue Y203 was included within the 16 positions, whereas
rtD205 and ntD206 showed relatively high variability, an
unexpected finding considering their essential role in polymerase
catalytic activity [28]. In the S ORF, ten positions showed a dn
=0.1% (Table 82). Three of them were located in the “a
determinant’: sP142 and sN146, associated with viral infectivity
[29], and sC147, a cysteine critical for secretion of HBV particles
[30]. Other potentially essential positions included in the fragment
analyzed, such as sS174, proposed as a “hot spot” for Surface/
Core protein-to-protein  interactions based on a predicted
3Dmodel of the surface protein [30], were not among the most
highly conserved.

To evaluate the relative variability of the P and S ORFs along
the region analyzed, we subtracted the percentage of variability of
the S region from the percentage of variability of RT region. This
calculation was performed taking into account that any change in
the first nt of the P codons affects the third nt of the overlapping S
codon (P/83), while the second and third nts of P affect the first
and second nts of the overlapping S codon (P2 3/S; 5). In both
calculations (Py/Ss and Ps 3/8; o). § was more variable than P.
Moreover, Py /55 showed that in the C-terminal end of the UDPS-
analyzed fragment (rtR192-rtV208 corresponding o sV184-
sY200), which includes the YMDD catalytic domain, the P ORF
was significantly better conserved than the 5 ORF, whereas in the

'@ PLoS ONE | www.plosone.org

Table 2. Relationship between frequencies of lamivudine resistance-related amino acid changes detected at pre-treatment and
their selection at lamivudine viral breakthrough in the four patients.
Patient (sample) RT aa changes Pr I freq y by UDPS (%) Selection at LMV VBK
1 (N=32 737) rtL1som 0 No

rtA181T 007 No

rtM2041 007 No

rtM204V 0.06 No
2 (N=13 670) rnL1som o LiPA & Seq

rtA181T 018 No

rtM2041 035 No

rtM204V 009 LiPA & Seq
3 (N=62 450) rtL180M 0 LiPA & Seq

rtA181T 007 No

rntM2041 009 No

rtM204V 005 LiPA & Seq
4 (4A) (N=32 724) rtL180M 0 LiPA

AI8IT 0.09 LiPA & Seq

rtM2041 008 No

tM204V 0 LiPA
aa, amino acid; LiPA, INNC-LiIPA HBV DR v2 assay; LMV, lamivudine, N, number of reads obtained by UDPS; RT, reverse transcriptase; Seq, direct sequencing; UDPS, ultra-
deep py ] ing; VBK, virologic breakthrough (increase in serum HBV-DNA levels, confirmed by real-time PCR, of at least 1 logelU/mL compared with the lowest
value during NA treatment [6]).
Comparison between the relative frequencies of lamivudine-resistant variants detected by UDPS at pre-treatment and their subsequent detection by reverse
hybridization (INNO-LiPA HBY DR v2 assay) and/or direct sequencing at lamivudine viral breakthrough in the four patients.
doi:10.1371/journal.pone.0037874.t002

N-terminal end (rtY 148-rtY 158 corresponding to sT140-s1150),
which includes several residues important for viral infectivity such
as those of the “a determinant™ [29,31], the S protein was more
highly conserved (Figure 3).

Longitudinal UDPS analysis of serum samples from a
patient with multidrug resistance during sequential
therapy

A total of 136 708 validated reads corresponding to 5 serial
samples from patient 4, (4A and 4B at pre-treatment and 4C o 4E
in sequential treatment) were analyzed. The most variable RT aa
substitutions in the 5 samples, sorted by decreasing SD value, are
shown in Table 3. The 10 most variable substitutions (highest SD
value), riL18OM, rtM204V, rS202G, V2071, nAl8IT,
rtVI73L, rtl169T, V1911, rtM204 and rtT184A, are known
to be associated with NA resistance. Interestingly, immediately
after these well known NA-resistant variants, in positions 11 and
12, we found the rare variants rtA181S and rtA200V, which are
associated with ADV and L-nucleoside analogue (LMV and LdT)
resistance, respectively [32]. In contrast, rtR1530) and rtA194T,
also associated with NA resistance, were less variable (positions 25
and 26 in Table 3).

Changes occurring in the HBV quasispecies of the RT region
studied over a 42-month period in the absence of treatment were
assessed by comparative UDPS analysis of samples 4A and 4B.
The consensus sequence was identical in both samples and the
variants showed low comparative changes in frequency, except for
rtV1911, which increased from 0.6% (4A) to 1.1% (4B) (Table 3).
At the time of LMV VBK (sample 4C), percentages of rtA181T
(71.7%), rtM204V (5.6%), and rtL180M (5%) notably increased
relative to baseline samples, as did other LMV resistance
substitutions, particularly rtVI911 (5.8%), rtV2071 (3.9%), and

May 2012 | Volume 7 | Issue 5 | e37874



Table 3. Frequencies of amino acid substitutions with the
highest variability during sequential treatment in each of the
five treatment samples.

Amino acid

substitutions 4A 48 4c 4D 4E 50
Lisom 0 001" 502 06 99.3 488
M204vV 002" 0 5.6 0.7 99.4 487
5202G 1] 002" 015 0.08 809 404
vazozri 001" 002" 39 0.8 809 397
AT 0.09 0.05 71.7 64 0.23 392
Vi173L 0.05 0.04 14 0.13 182 8%
1nesT 0 0 0.04 0 173 87
visil 0.59 1.09 5.8 8.0 002" 38
M2041 0.08 0.03 1 0.09 ] a5
T183A 001" 0 0.04 0.06 0.91 044
A181S 002" 001" 047 023 0 022
A200V 002" 001" 00" 004 038 078
11621 0.08 0.06 018 036 0 0.08
K149N 002" 0 0.06 017 0 0.08
L157M 019 034 019 036 002" 008
K1540Q 0.05 0" 005 0.18 006 0.08
R153W 0.06 001" 005 0.18 003 0.07
Vg3l 0.10 0.04 017 0.4 003 0.07
Vi73m 0.07 0.04 015 010 0 0.06
K154T 001" 003 0.10 013 0 0.06
169l 0.03 003 0.15 012 008 0.06
R167H 0.06 0.03 002" 004 012 005
V207M 0.13 005 0.04 007 0.12 004
G152R 0.08 0.04 0.04 0.03 0.1 0.03
R153Q 0.13 006 0.06 012 007 0.03
A194T 0.07 0.07 0.05 010 006 0.02
NUMBER OF 32724 35662 25289 19740 23249
SEQUENCES

SD, standard deviation;

", Freguencies below the h error rate (0.03%).

Frequencies of reverse transcriptase amino acid substitutions with the highest
iability during ial | treatment, according to their standard
deviation, in the 5 samples analyzed in patient 4 (4A and 4B correspond to pro-

treatment, and 4C, 4D and 4E correspond to completion of lamivudine,
adefovir, and entecavir, respectively). Substitutions are amanged in descending
order, from the most to the least variable. Freq ies of substitutions =0.1%
in any sample are shown in bold. Substitutions selected for linkage analysis are
shown in bold.

doi:10.1371/journal.pone. 0037874.1003

ritV173L (1.4%), although to a lesser extent. The ETV-associated
substitution r18202G also increased slightly (0.15%) (Table 3), At
the end of ADV (sample 4D), rtAl81T, which was detected by
LiPA, remained as the major variant (64%) (T'able 3 and Figure 4),
whereas V1911 (8%) continued increasing. Moreover, the
number of minor substitutions with frequencies =0.1% increased
with respect to LMV VBK (Table 3). At ETV VBK (sample 4E),
two variants previously detected by LiPA at LMV VBK were
strongly selected, rtL180M (99.5%) and rtM204V (99.4%) (Table 3
and Figure 4). In addition, other NA-resistant variants related with
resistance to ETV and detected by Sanger sequencing also
increased significantly at ETV VBK: rtV173L (18.2%), which was
detectable by LiPA, rS202G (80.9%) and nl169T (17.3%),

'@ PLoS ONE | www.plosone.org
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inconsistently observed by Sanger [22] (Table 3 and Figure 4). We
also observed an increase in other NA-resistant variants that have
not been previously related to ETV resistance, such as rtV2071
(80.9%), detected by Sanger sequencing, and the rare substitution,
rtA200V (0.38%) (Table 3 and Figure 4).

In the overlapping S ORF, 51 aa substitutions were present at
frequencies =0.1% in at least one of the 4A to 4E samples (data
not shown). The most variable positions were those that
overlapped RT residues associated with NA resistance, particu-
larly sI195M, related to rtM204V, present in 5.6% and 99% of
sequences at LMV VBK and ETV VBK, respectively. As observed
in the baseline quasispecies, a significant portion of the 20 most
frequent variants (highest average substitution frequencies in the 5
samples) led to stop codons (sSWI156%, sW172% sWI182*% sW101*
sW196% and sW199%), especially at LMV VBK and at the end of
ADV, mainly due to mutation sWI72* related to rtAl8IT,
(71.7% and 64%, respectively) and sW182*, related to rtVI91I,
(5.8% and 8%, respectively). The total frequency of genomes
carrying a stop codon was 80%, 74%, and 4.4% at LMV, ADV,
and ETV VBK, respectively. These 20 variants did not include the
immune escape variant sGI45R, detected in relatively high
frequencies at pre-treatment, but otherwise included the variants
sS167L, sW172C, and sW172*, located at the minimal recognized
sequence (positions s165 to s172) of the TH-s156/s175 epitope
[27]: among these, sS167L showed a continuous percentage
increase from pre-treatment to ETV-VBK (sample 4A: 0.2%, 4B:
0.7%, 4C: 1.1%, 4D: 1.3%, 4E: 4%).

For each sample, nt and aa divergences were assessed as the
percentage of sequences different from the master sequence in the
first bascline sample (sample 4A), and as the percentage of
sequences different from each sample’s master sequence. In each
quasispecies, nt divergence was always higher than aa divergence
in both analyses. Nucleotide divergence in relation to the baseline
master sequence was similar in both pretreatment samples (9.72%
and 8.23%), but significantly increased during antiviral treatments
(82.5% after LMV, 70.84% afier ADV and 99.69% after ETV).
Amino acid divergence was higher in the 8 ORF than in P in both
pre-treatment samples using both caleulations, but under antiviral
treatments, aa divergence in the $ ORF continued higher than in
the P ORF when related to the master sequence of each sample,
while they tended to equalize in relation to the baseline master
sequence (Table 4).

UDPS linkage analysis to establish the combination of
the most variable residues in the same sequence

The 10 most variable RT substitutions observed during
sequential NA treatment, blindly selected afier SD sorting and
all associated with NA resistance (rtL180M, rtM204V, riS202G,
V2071, rALSIT, nLl173V, rdl169T, rtVI911, rtM204I, and
rtT184A) (Table 3), were included in the linkage analysis. Among
all their possible combinations, the sequence with no mutations in
these positions (baseline combination: BC) showed the highest
variability during NA treatment. This BC sequence was largely
dominant at pre-treatment (98.5%), but greatly decreased at VBK
during sequential NA treatment, especially at ETV VBK (0.3%)
(Table 5 and Figure 5).

Linkage analysis yvielded two main findings: First, the 10 most
variable aa substitutions were mainly present in variant combina-
tions, the only exception being rtAlB1T, which was the single
substitution in 64. 1% of sequences at LMV VBK and 56.5% at the
end of ADV (Table 5). This substitution was also found in
combination with riV191I in a significant percentage of variants
(4.4% at LMV VBK and 6.6% at ADV end) (Table 5). Second, at
ETV VBK, rtl169T and/or 15202G, which are typically
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associated with ETV resistance, always appeared linked to the
LMV resistance signature (rtL180M-rtM204V), in keeping with
previous reports [22] (Table 5), whereas rtV2071, which has not
been previously associated with ETV resistance, unexpectedly
appeared in most of the highly frequent combinations and always
together with other variants, especially rtM204V (Table 5). In
order to confirm whether the association of rtV2071 and rtM204V
was specific to this patient or a more general phenomenon, results
from a first-generation LiPA strip (which included NA resistance-
related substitutions in codons rt204 and 11207 [33]) of 50 patients
who had failed LMV treatment were retrospectively checked.
Thirty-nine percent of them showed rtV2071 and rtM204V/1
(data not shown). Three patients carrying rtM204V and V2071
had been subsequently treated with ETV, and wo of them had
rapid VBK afier an initial ETV response.

The predominant presence and complexity of the combined aa
substitutions was particularly evident at ETV VBK, in which the
main variant combination was rt180M-202G-204V-2071 (72.4%),
followed by rt169T-1731-180M-204V (10%) and rt169T-173L-
180M-202G-204V-2071 (4.6%) (Table 5 and Figure 5). To support
the reliability of the frequencies of combinations detected, the 4E
sample was analyzed by molecular cloning. In an analysis of 23
clones, the t180M-202G-204V-2071 combination was also the
most prevalent (65% of clones), followed by rt169T-173L-180M-
204V (22%), and rt180M-204V (15%). UDPS showed that many
of the most prevalent combinations detected at ETV VBK were
present in =0.1% at LMV VBK, such as: rt180M-202G-204V-
2071 (0.1%), rtl80M-204V (0.3%), ril80M-204V-207T (1.4%),
and rel 73L-180M-204V (0.6%) (Table 5 and Figure 3). Among
them, combined variants carrying only LMV resistant mutations,

@ PLoS ONE | www.plosone.org

such as rtVI73L-ntLIBOM-ritM204V  and rtL1B0M-ritM204V,
increased in frequency from LMV to ETV VBK (from 0.6% to
1.3% and from 0.3% to 3.2%., respectively) (Table 5 and Figure 5).

Discussion

Massive UDPS analysis enabled sensitive baseline detection of
minor viral populations associated with NA resistance, as has been
reported [34], and identification of highly variable and conserved
resicues. In addition, UDPS proved to be a powerful technique for
quantitative study of the dynamics of HBV populations resulting
from the multiple evolutionary pressures of sequential NA therapy.
The capability to clonally analyze thousands of sequences
disclosed combinations of aa substitutions occurring in the same
genome during antiviral treatment.

Ideniification of mutations in extremely low percentages with an
acceptable degree of confidence is limited by the number of
independent  template molecules obtained from  the sample
analyzed, the coverage or number of reads obtained per base,
and the number of artifactual errors generated during PCR
amplification and pyrosequencing [13]. For these reasons, all the
samples selected for the current study carried a high HBV viral
load (>10° IU/mL), and the high-fidelity DNA polymerase Pfu
turbo linked to a Poisson-based computational algorithm [13] was
used to bypass the artifactual errors. With this approach, variants
comprising as little as 0.03% of the HBY quasispecies could be
detected. UDPS analysis showed that aa changes known to be
associated with NA resistance above this detection limit (rtA181T,
V1911, rtA19T and riM2041) were present in low percentages
(ranging from 0.07 to 0.59) in the bascline HBV quasispecies,
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probably representing a background due to the natural dynamics
of the viral quasispecies. Moreover, variant combinations were not

Table 4. Nucleotide and amino acid divergences in the 5 and
P ORFs in each sample from patient 4.

4A 4B ac 4D 4E

NT Master 9.72 823 8250 7084 9969

Baseline P Master 7.60 557 8203 6970 9969
Master
S Master 9.64 734 8059 7037 9567
NT Master 9.72 823 4163 5133 3553
Sample P Master 760 557 3965 4817 3101
Master

S Master 964 734 4105 5056 3395

NT Master, nucleotide master sequence; P Master, amino acid master sequence
in polymerase (P) ORF; S Master, amino acid master seguence in surface (S) ORF.
Nuclectide and amino acid divergences in samples from patient 4 (4A and 48
correspond to pre-treatment, and 4C, 4D and 4E correspond to completion of
lamivudine, adefovir, and entecavir, respectively). In each sample, divergences
were calculated as the percentage of all sequences different from the master of
the first bascline sample processed (sample 44) (Baseline Master), and the
percentage of all sequences different from the master of the sample where they
were obtained (Sample Master).

doi:10.1371/journal.pone 0037874.t004
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detected in the baseline quasispecies. These results suggest that if
the resistance changes were present (which seems likely because of
their strong selection in the longitudinally analyzed patient 4), they
would be in percentages below the detection limit. Therefore,
higher sensitivity than is reported here seems to be required for
detecting combined variants at baseline. In the sequentially treated
patient, the relative frequency of NA-resistant substitutions in the
baseline quasispecies did not seem to be predictive of subsequent
LMV treatment outcome or RT variants selected at VBK.

The high sensitivity of UDPS also made possible identification
of conserved residues. The residue rtl.155 was found to be the
most highly conserved at both pre-treatment and throughout
sequential treatment, a previously unreported finding. According
to a structural analysis based on a 3Dmodel of HBV RT [35], this
leucine residue is located at the external surface of RT (Figure S1),
and has high hydrophobicity, features that suggest a role in
protein-to-protein interactions. The low overall frequency of aa
substitutions in rtL155 was even lower than that observed in
residues deemed essential for viral polymerase function, such as
rtY'203, rtD205 and rtD206 from the conserved YMDD catalytic
motif [28,36]. Considering the essentiality of rtD205 and rtD206,
which are part of the catalytically essential aspartic acid triad of
HBV RT [28], a higher than expected variability was found
(=0.1% in one case). In this sense, it has been reported that
substitutions  in rtD205 result in  replication-defective  HBV
variants that can be trans-complemented in vitro by wild-type
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polymerases [37-39]. This mechanism may explain the linding of
genomes with aa substitutions in rtD205, which may replicate
through trans-complementation with a helper wild-type HBV
polymerase in the same hepatocyte.

The HBV genome has an extremely overlapping structure [4].
With UDPS, we were also able to study epitopic regions of the S
ORF that overlap the R'T region. In the baseline viral populations.
the S ORF showed significant percentages ol substitutions that
lead to a stop codon (1%-2%). These mainly overlapped RT
positions related to NA resistance variants, and some of them
delete important envelope residues involved in viral infectivity
and/or possible interactions with core proteins [29,30]. The
envelope stop codon variant sW172%, which is related to the major
NA-resistant variant rtA181T, became the most highly represent-
ed following LMV and ADV reamments, yielding a major viral
population that is defective in secretion of viral particles, as
reported by Warner et al. [23]. This strongly suggests that
secretion of genomes harboring the sW172% substitution would be
enabled by trans-complementation with a functional 8 protein
from other HBV genomes occurring in the same quasispecies, as
previously suggested [24]. Trans-complementation of envelope-
defective variants may be favored by the huge excess of HBsAg
production during chronic infection (1000- w 10 000-fold excess
in relation to complete viral particles) [40]. Thus, envelope-
competent genomes might produce enough HBsAg for their own

@ PLoS ONE | www.plosone.org

envelops and those of the defective genomes, even as minor viral
populations. These findings suggest that the large excess of HBsAg
may have evolved to offset the presence of envelope stop codons,

Regarding the relative variability of the P and S ORFs, we
found that the N-terminal region (rtY 148-rtY 1 58 corresponding to
sT140-s1150) included in the *“a determinant”, which is the main
target for ant-HBs neutralizing antibody [41.42]. was more
conserved in the S than in the P ORF. This may be explained by
the close relationship of this epitope with infectivity [31].
Moreover, the only variant found in proportions above 0.1%
was the well-known immune escape substitution sG145R [26],
which modifies the antigenicity of the “a determinant”, while viral
particles remain infective [29]. Interestingly, despite the relevance
and high degree of conservation of the “a determinant™, RT
residue rtL155 was more highly conserved than its overlapped
amino acids in the S ORF, sN146 and sC147, both essential for
the structure and function of this determinant [29,30]. Contrary to
what was observed for the N-terminal region, in the C-terminal
(rtR192-rtV208 corresponding to  sV184-sY200), where the
essential YMDD motif of RT is located, the P ORF was more
conserved than the S ORF, These observations support the notion
that although the polymerase and surface proteins share the same
nt sequence, they evolve independently to preserve their essential
functions, as reported by van Hemenrt et al. [30].
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Table 5. Linkage analysis of the most variable amino acid substitutions during sequential treatment.

Combined variants 4A 4B 4Cc 4D 4E 50
1691-173V-180L-181A-184T-191V-2025-204M-207V (BC) 98.54 98.51 19.60 33.80 030 435
180M-202G-204V-2071 0.00 0.00 0.10 001" 72.36 362
181T 0.09 0.05 64.08 56.45 0,10 349
169T-173L-180M-204V 0.00 0.00 0.00 0.00 10.00 5.0
181T-1911 0.00 0.00 4.39 6.57 [ 33
169T-173L-180M-202G-204V-2071 0.00 0.00 0.01" 0.00 4.59 23
180M-204V 0.00 0.00 028 001" 3.20 1.6
180M 0.00 0.00 1.94 027 0.11 0.9
180M-202G-204V 0.00 0.00 0.00 0.00 1.82 0.9
180M-204V-2071 0.00 0.00 1.38 022 1.19 07
181T-204V-2071 0.00 0.00 1.24 0.8 0.00 0.6
173L-180M-204V 0.00 0.00 0.59 0.05 1.26 0.6
1911 059 1.08 0.78 1.32 0.00 0.6
173L-180M-184A-204V 0.00 0.00 0.00 0.00 089 04
169T-180M-202G-204V-2071 0.00 0.00 0.00 0.00 0.76 04
169T-173L-180M-204V-2071 0.00 0.00 0.00 0.00 0.74 04
181T-204V 0.00 0.00 0.75 0.07 0.00 04
173L-180M-202G-204V-2071 0.00 0.00 0.00 0.00 055 03
204V-2071 0.00 0.00 057 0.11 0.00 03
173L-180M 0.00 0.00 055 0.06 0.00 03
169T-180M-184A-202G-204V-2071 0.00 0.00 0.00 0.00 053 03
204V 002" 0.00 047 0.06 0.00 02
2041 008 0.03 043 002" 0.00 02
169T-173L-180M-184A-204V 0.00 0.00 0.00 0.00 040 02
173L-180M-184A-202G-204V-2071 0.00 0.00 0.00 0.00 036 0.2
181T-2071 0.00 0.00 026 021 0.00 o1
169T-180M-204V 0.00 0.00 0.00 0.00 026 ot
181T-2041 0.00 0.00 0.26 0.07 0.00 a1
169T-173L-180M-202G-204V 0.00 0.00 0.00 0.00 0.18 a1
180M-184A-204V 0.00 0.00 0.00 0.00 018 a1
169T-173L-180M-184A-202G-204V-2071 0.00 0.00 0.00 0.00 017 o1
2041-2071 0.00 0.00 0.15 0.00 0.00 a1
2071 om" 0.02" 0.13 0.08 0.00 a1
173L181T 0.00 0.00 0.12 002" 0.00 o1
173L 0.05 0.03 0.06 0" 0.00 0.0
1844 0.05 001" 0.05 002" 0.00 0.0
202G 000 0.02" 001" 004 0.00 0.0
NUMBER OF SEQUENCES 32724 35662 25289 19740 23249

5D, standard deviation;

shown in bold in Table 3, were located).

doi:10.1371/journal. pone 0037874.t005

In the longitudinal study of the patient sequentially treated with
LMV, ADV, and ETV monotherapies, the blind SD-based
algorithm ranked the 7 NA resistance-related aa substitutions
previously detected by routine analysis (rtLI8OM, riM204V,
rtS202G, rtV207T, rtAI8IT, rtVI73L and riI169T) as the most
variable, and 5 additional NA resistance substitutions {rtV 1911,
riM2041, nT184A, rtAl81S and rA200V) immediately afier

'@ PLoS ONE | www.plosone.org

" Frequencies below the mismatch error rate (0.03%); BC, Baseline combination (the master combination of positions where substitutions with the highest variation,

Frequencies of combinations (linkage) of the 10 amino acid substitutions with the highest standard deviation of frequencies in the 5 sequential treatment samples from
patient 4 (4A and 4B correspond to pre-treatment and 4C, 4D and 4E correspond to completion of lamivudine, adefovir, and entecavir, respectively). The variant
combinations are presented in decreasing order (from most to least variable). Frequencies of combinations =1% are shown in bold.

them. These findings confirm the utility of this methodology as a
“scanning tool” to detect, without any previous assumptions, the
most relevant substitutions associated with MDR, even some that
would not be found unless specifically checked. The use of UDPS
as a scanning tool linked to its ability to quantify the frequencies of
HBV variants could provide a measure of their relative sensitivity
to different NA therapies. In this sense, the rtAlB81T variant,
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which strongly increased from pre-treatment to LMV and slighdy
decreased during ADV therapy, appeared to be more resistant to
LMYV than to ADV, in agreement with its previous phenotypic
characterization [24]. With this approach, the sensitivity to
different NAs of the less common resistant variants (rtV1911,
rtA 1818, and rtA200V) found among the most variable ones can
also be studied. In this particular case, percentages of rtV1911
increased during LMV and ADV, mainly in combination with the
major variant rtA 81T, suggesting a compensatory role of rtV1911
to restore its replicative fitness. During E'TV, percentages of both
A LSBT and V1911 dramatically decreased. indicating sensitiv-
ity to this drug. The variation in percentages of tA 1818 followed a
pattern similar to that of rtAl81T, but with a less intense effect
(moderately increased after LMV VBK, maintained during ADV,
and undetectable after ETV treatment), therefore, position rt181
had a major role in resistance to multiple NAs in the longitudinally
followed patient. Moreover, rtAl81S is linked to the sW172C
substitution in the minimal recognized sequence of the surface
epitope TH-s156/5175 [27]; hence, it is likely to provide immune
escape. In the case of the rA200V  substitution, although
previously associated with resistance to LMV and LdT [32], in
this longitudinal study it was only found significantly increased at
ETV VBK, suggesting some “decreased sensitivity” 1o ETV. In
the overlapping 5 ORF, quantitative UDPS analysis was applied
to study the sensitivity of the HBV variants to immune pressure. In
this sense, the increase in percentages of NA-resistant rtVI911 in
the absence of treatment concurs with its reported link to humoral
immune response escape by an association with the surface stop
codon sW182% [19], recently related to liver disease progression
[43]. In addition, the sS167L variant, associated with a silent R'T
substitution in rL175 (CTC w CTT), showed a continuous
percentage increase in the absence of treatment and during follow-
up. s3167 is located in the minimal recognized sequence of the
TH-5156/5175 epitope. and changes in this residue have been
reported in patients simultaneously showing HBsAg and anti-HBs
antibodies [42]. Therefore, it would seem to be subjected to
immune selection rather than treatment selection. Hence, the
findings in the RT and S ORFs observed in the sequentially
treated patient suggest that UDPS may have value as a
“phenotype-like” assay to assess the influence of any type of
selective pressure on the composition of viral quasispecies.

Quantitative UDPS analysis is not only useful to analyze
particular positions of the HBV genome, but also to examine
changes in the variability of the quasispecies by quantifying the
global nt and aa divergences of its sequences in relation to the
master sequence. In the longitudinally studied case, the high
increase in nt divergence over several antiviral treatments reflects
adaptation of the viral quasispecies by selection of antiviral-
resistant variants. The higher divergence in nt sequences in
comparison to aa sequences is likely related to genetic code
degeneration. Furthermore, the higher aa divergence in S than in
P ORFs observed when related to the master sequence of each
sample may be evidence of immune pressure over envelope
proteins, which are more prone to globally evolve than polymerase
due to functional constrictions, especially in the absence of
antiviral treatment. However, P and S divergences tended to
equalize when they were analyzed in relation to the baseline
master sequence (sample 4A). This pattern may reflect an evolutive
pressure over P ORF positions affecting in  parallel the
corresponding overlapped S ORF positions.

The superiority of GS-FLX technology for clonally sequencing
relatively long single DNA molecules as compared to other
massive sequencing platforms [44] enabled study of particular
combinations of two or more aa substitutions in the same genome

@ PLoS ONE | www.plosone.org
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by linkage analysis. To facilitate computation and interpretation of
these analyses, we focused on the 10 most variable substitutions,
assuming that they would be the most relevant to study HBV
adaptation to the pressure of sequential NA treatment. Using this
approach, we found that in our MDR patient, with the single
exception of rtAIBIT, all these substitutions were mainly found in
combinations in all the samples studied. The substitution patterns
were particularly complex at ETV VBK, with riL180M-5202G-
M204V-V2071 being the main combination. This pattern was
confirmed by molecular cloning, and had already been detected as
a minor population at LMV VBK, followed by rtl69T-1751-
180M-204V and rt169T-175L-180M-202G-204V-2071 (6 muta-
tions in a single genome). In this particular case, the frequency of
the LMV resistance signature (rtL180M-M204V) alone showed a
considerable increase at ETV VBK relative to its frequency after
LMV, as also occurred with the more complex variant tV173L-
L180M-M204V. This suggests that LMV-resistant mutants have
slightly reduced sensitivity to ETV, as reported by phenotypic
assays [22,45,46]. Unexpectedly, the rtV2071 variant, which to
date has only been associated with low sensitivity to LMV and
resistance to famciclovir [20], was present in the most prevalent
combined variants at ETV VBK (81% of sequences) and was also
significanty increased at LMV VBK. This variant was mainly
selected in combination with rtM204V, a fact that strongly
suggests a compensatory role to restore the replicative efficiency of
complex HBV variants carrying rtM204V, likely to compromise
the success of ETV. Although these observations were obtained in
a single case, this hypothesis is supported by our retrospective
review of LiPA results. However, in contrast to this hypothesis, the
sensitivity of the LMV-resistant signature 1o ETV did not change
when the signature was combined with rtV2071 in a previous
phenotypic study [46]. Therefore, additional phenotypic analysis
should be performed taking into account the complexity of the
variants detected here by linkage analysis.

Our study has some limitations, Only a small number of serum
samples could be analyzed because of the high cost of the
technique and complexity of the computational analysis. More-
over, because only a single MDR patient was longitudinally
analyzed, the results obtained regarding changes in the wviral
quasispecies under the effect of antiviral treatments require
corroboration by further studies examining additional patients.
In addition, due to the 250-bp-length limitation of the standard
GS-FLX  chemistry, the relevant NA-resistant  substitutions,
rtI233V and rN236T linked to ADV treatment failure, and
rtM2501/V linked to ETV failure [7]. located outside the B and C
HBV RT functional domains, were excluded from the fragment
analyzed. However, this last limitation was not considered relevant
because we only selected patients who did not show NA resistant
substitutions outside the region analyzed. as assessed by LiPA and/
or direct sequencing during follow-up.

To summarize, UDPS detected minor variants comprising less
than 0.1% of the HBV viral quasispecies. Nonetheless, the
information provided did not enable prediction of which resistant
aa substitutions would be selected during treatment. Additional
studies are needed to determine at what frequency HBV variants
become clinically relevant. However, the high sensitivity of this
technology has resulted in some unexpected findings: first, the high
degree of conservation of residue rtL155 and a significant
percentage of defective genomes at baseline (with variations in
essential residues of the RT active site or stop codons in the S
ORF) that became the predominant population after LMV and
ADV treatments, These results suggest that the HBV quasispecies
has an active trans-complementation mechanism enabled by
coinfection of cells with multiple variants. Second, as tested in one
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sequentially treated patient, assessing and ranking the variability of
aa substitutions through sequential treatment using a “blinded”
algorithmic method driven by an objective variability measure
(SD) of their frequencies highlighted the most important substi-
tutions occurring during this period, with no need for previous
knowledge about HBV variants and their resistance to antiviral
treatments. Therefore, this method can potentially act as a
“scanning tool” to detect new resistant variants in viral
quasispecies, and indicates a role as a “phenotype-like”™ method
that provides information on the relative susceptibility of these
variants to any type of selective pressure (eg, antiviral therapies or
immune pressure). Quantitative UDPS analysis was also useful to
analyze the global variability of the HBV quasispecies and its
evolution, by quantifying the nt and aa divergences of its
sequences. Lastly, the partial picture of reality provided by UDPS
analysis of individual substitutions is significantly improved by
linkage analysis, which allows detection and quantification of
variant combinations, which seem to be the most common cause
of resistance in anti-HBV therapy in our sequentially treated
patient. In conclusion, UDPS offers significant advantages for the
study of viral quasispecies, although currently its potential is
mainly limited by its high cost. As new applications for this
technology are developed, it is likely that the cost will significantly
decrease.

Methods

Ethics statement

The study protocol was approved by the Ethics Committee for
Clinical Investigation ol University Haospital Vall d'Hebron.
Informed written consent from participating patients was ob-
tained, according to the Declaration of Helsinki.

Patients and samples

Serum samples from 4 CHB patients were included in the study.
To obtain comparable results, patients were selected according the
following criteria: first, all were hepatitis B e antigen (HBeAg)-
positive and all had HBV genotype A, subgenotype A2, assessed
by direet sequencing and alignment as previously reported [35];
second, they were initially treated with LMV and no resistance
variants were found at baseline, as assessed by LiPA (INNO-LiPA
HBV DR v2 assay, Innogenetics, Ghent, Belgium) or direct
sequencing: and third, HBYV NA-resistant variants outside the B
and C domains of the RT were not selected in any case alter NA
treatment. The baseline characteristics and outcome of initial
LMV treatment are summarized in Table 6. Patient | was only
treated with LMV and showed virologic response (undetectable
HBV-DNA levels by real-time PCR within 48 weeks of therapy
[6]) and HBeAg seroconversion (loss of HBeAg with detection of
anti-HBe antibodies) (Table 6). In contrast, patients 2, 3 and 4
experienced VBK with selection of resistant variants (Table 6). In
patients 2 and 3, ADV was added after LMV VBK, and both
showed virologic response with undetectable HBV-DNA levels
after stopping LMV, In addition, patient 3 lost HBeAg after 3
years of ADV+LMV and additionally lost HBsAg in the following
3 years with ADV monotherapy. In patient 4, LMV failure was
associated with emergence of the rtA181T variant (Figure 4). The
patient, who was subsequently treated with ADV and ETV
monotherapies, showed no response to ADV and had VBK afier
ETV with selection of resistant variants (Figure 4). TDF was then
added to ETV, and the patient achieved virologic response
without HBeAg loss up to the time this study was performed
(Figure 4).

@ PLoS ONE | www.plosone.org
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Eight serum samples were selected for UDPS analysis: 1 sample
obtained before starting LMV therapy in patients 1, 2 and 3; and 5
consecutive samples from the sequentially treated patient 4, among
which 2 samples (4A and 4B) were obtained before starting LMV
in a 42-month period without treatment, and 1 sample each was
obtained at the end of LMV (4C), ADV (4D} and ETV (4E)
treatment (Figure 4).

HBV genome region analyzed by UDPS

To perform linkage analysis of the major NA-resistance-related
aa substitutions in the RT region, a single fragment clustering
these substitutions was analyzed, At selection of this fragment, the
idea was to include the HBY RT B and C domains, which
comprised all NA-resistant mutations previously detected by LiPA
or direct sequencing at VBK in cach patient (Table 6 and Figure 4)
(third patient’s inclusion criteria). In addition, to assess the changes
in the most important epitopes of the overlapped S ORF, the
fragment included the largest part possible of the C-terminal
region ol the immunodominant epitope “a determinant”, which
had the main immunotherapy escape mutation sG145R, associ-
ated with the tW153Q NA compensatory variant [18]. Finally,
we had to restrict the length of the fragment to 250 bp as required
by the standard GS-FLX technology, the only one available when
the study was designed, These criteria were fulfilled by a fragment
of 224 bp, in which 180 bp were analyzed afier excluding the
known sequences of the primers, The fragment selected covers an
HBV P-S overlapping sequence spanning codons rt148 to ri208 in
the P ORF and codans s140 to 5200 in the S ORF (Figure 1), NA-
resistance-related aa substitutions outside the B and C domains,
such as rtI233V, nN236T and rntM2501/V, were not considered
relevant for the aims of the study, since they had not been detected
during follow-up in any of the patients studied.

PCR amplification of the region analyzed

A 746-bp fragment (nt 246 to 992} of HBV-DNA including the
region for UDPS analysis was amplified by PCR using primers F2
and R2 [47]. A second PCR run amplified the specific UDPS
fragment (nt 5531 to 773) with fusion primers HBVRTfw: 5'-
GCCTCCCTCGOGOCATCAGATGTTTCCCTCATGTTGCTG-
3" and HBVRTrv 5'-GCCTTGCCAGCCCGCTCAGCTGTACA-
GACTTGGCCCCCA-3' (the 5" adaptor sequences that act as
binding sites for the emulsion PCR and pyrosequencing reaction
of the UDPS system, both ending with the TCAG barcode, are
shown in italics;, This second PCR run generated a 262-bp
amplicon (Figure 1), To minimize misincorporation errors, the
high-fidelity Pfu Turbo DNA polymerase (Stratagene, Agilent
Technologies, La Jolla, USA) was used in both PCR runs [13,48].
The length and quality of the amplicons obtained were verified by
automated chip-based microcapillary  electrophoresis  (Agilent
2100 Bioanalyzer instrument, Agilent Technologies, Santa Clara,
USA) and quantified (Quant-it PicoGreen dsDNA fluorescent
Assay Kit, Invitrogen, Carlsbad, USA). '1'5:11 uL of each amplicon,
with a concentration =0.5 ng/uL (=10" copies/pL) underwent
UDPS with the GS-FLX platform, according to the manufactur-
er’s protocol.

The 746-bp amplicon obtained in the first PCR round from
sample 4E was directly cloned, as previously described [49].

Quantification of artifactual errors

The main error source for the detection of single-base changes
when deep-sequencing an amplicon seems to be polymerase
mismatch errors [50]. To quantify these errors as has been done in
previous studies [13,16], a DNA clone with a known sequence was
UDPS-analyzed in triplicate and sequenced by the conventional
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Table 6. Baseline characteristics of the patients included and outcome during LMV treatment.

BASELINE CHARACTERISTICS LAMIVUDINE TREATMENT

Patient Age Gender HBV-DNA (log;olU/mL) ALT (IU/L) Duration {months) Type of Resy Resistant variants at VBK
1 70 F 6.54 112 28 HBeAg seroconversion and virologic response None

2 52 M 6.08 53 51 Partial virologic response (2.2 log® and VBK (7.7 log*) rtM204V-+rtL180M

3 54 M 7.08 73 39 Partial virologic response (4.2 log®) and VBK (7.3 log*) rtM204V-+rtL180M

4 32 M 844 39 19 Partial virologic response (2.6 log®) and VEK (7.2 log") rtM204V-+tL180M+rtA181T

F, female; M, male; HBeAg, hepatitis B e antigen; log, HBV-DNA (log,oIU/mL);

A HBV-DNA decrease 6 months after beginning lamivudine treatment relative to baseline;

", HBV-DNA levels at virologic breakthrough, which determined the end of lamivudine treatment and eccurred at the end of the period indicated in the Duration
column,

HBV-DMA was quantified using real-time PCR (Cobas Ampliprep-Tagman, Roche; sensitivity 20 IU/mL), and resistant variants were determined in the sample obtained at
viral breakthrough by LiPA (INNO-LiPA HBV DR v2 assay) and/or direct sequencing. The response to lamivudine treatment was defined as:

- HBeAg seroconversion: Loss of hepatitis B e antigen with detection of anti-HBe antibodies.

- Virologic response: undetectable HBV-DNA levels by real-time PCR within 48 weeks (12 months) of therapy [6].

- Partial virologic response: decrease in HBY DNA of more than 1 logelU/mL, but detectable HBV DNA by real-time PCR, assessed at 24 weeks (6 months) of treatment,
for lamivudine [6].

- VBK: virologic breakthrough - increase in serum HBV-DNA levels of at least 1 log,qlU/mL compared to the lowest value during NA treatment, confirmed by real-time
PCR [6].

doi10.1371/journal.pone 0037874.1006

Sanger method. Any diflerences between UDPS reads and the Computational analys]s

Sanger sequence were considered UDPS errors. In addition, Data accuracy of the UDPS reads was initially validated as

UDPS has been reported to be more error prone in homopoly- recently reported [34]. However, to exclude reads with low-

meric regions (3 or more identical consecutive nts flanked by non- confidence single-base changes, we approximated the distribution

identical bases) [12]. For this reason, different arrays of mismatch of mismatch errors using Poisson distribution [13] instead of an

frequencies (| values) were generated in homopolymeric and non- internal control sequence [34] {details in Table 7). Variants with a

homopolymeric regions (Table 7). low probability of being erroneous (P<<0.05) were included in the
analysis.

Table 7. Poisson model for quantification of artifactual errors.

Homopolymeric (r=1) A c T G
A 1 234x10°° 204x10°° 349x10°°
c 498x10°° 1 356x10-*° 1.95x10°%
T 399x107° 291%107° 1 204x107°
G 150x107* 392x10°° 440x107° 1
Non-homopolymeric (r=2) A < T G
A 1 293x10°° 147107 753x10°°
c 483x10°° 1 101x10°% 3.20x10°°
g 121%10°¢ 7.39x10°° 1 1.77%10°°
G 423x107° 141%10°° 291x10°° i]

The nucleotide (nt) expected to be found at a given position is expressed as nf], "s" indicates sequence position (s=1 to 180) and “i" indicates nt of the master
sequence found in “s" position (1 =A, 2=C, 3=T, 4=G). An observed variant "s” is represented as ni}, where "j" indicates the nt substitution (1=A,2=C, 3=T,4=G); &]
represents the number of occurrences of an " to " substitution (nf] to nrf) in the N reads covering an "s". The distribution of mismatch errors was approximated using
Poisson distribution, extended to make the parameters depend on the type of mismatch error (12 possible substitutions [A:C, AT, A:G, CA, CT, CG, T:A, T:IC, TG, GiA,
GiC, GIT)) and the region type (homopolymeric/non-homopolymeric). Thus, assuming k] as a Poisson-distributed random variable, the Pvalue associated with this test
was calculated as:

T

-1
'
— e~}

[]

pe=1-
=

In which & is the expected number of emors nrj to ni} at “s" site: 4=, x N with r referring to the type of region (r=1 for homopolymeric and r=2 for non-
homopolymeric), with p;;, values from the array of mismatch freguencies shown in the table. For example, if a T to A change is found (i=3 and j=1) at a certain site in a
non-homopolymeric region, (r=2), then py . =121 107% and A=j5, x N=1.21 210" < N, In a type of filter strategy, after applying the Poisson formula, variants
with a low probability of being emoneous (P<0.05) were included in the analysis.

doi:10.1371/journal pone 0037874.1007

4E). PLoS ONE | www.plosone.org 13 May 2012 | Volume 7 | Issue 5 | 37874



Longitudinal variability of the HBV quasispecies in the
sequentially analyzed MDR patient was assessed by a “blind”
algorithm-driven method, which consists of ranking each aa
substitution according to the standard deviation (SD) of its
frequencies in the validated reads from each of the 5 samples
from patient 4, assuming that the substitution with the highest SD
value through the 5 consecutive samples would be the most
variable.

Validation of UDPS data

The Poisson-based statistical filter was validated using an
independent HBV RT clone, processed as the patient samples.
The empirical distribution of mismatch errors in the clone yielded
an average of 0.007%, but in 4 positions, errors were higher than
0.02% and lower than 0.03%. Therefore, the sensitivity of UDPS
to detect mutations was limited by a mismatch error rate of 0.03%.
a value similar to the rate reported using a restriction target
sequence as internal control [34]. Nonetheless, to focus the
analysis on the most significant changes, the quantifications and
biological conclusions reported here are based on mutations
comprising =0.1% of the viral population.

Statistical analysis

The frequencies of aa substitutions known to be associated with
resistance to NA treatment were compared to the remaining aa
changes in the baseline viral populations using the Mann-Whitney
[ test with significance set at a P-value of <0,05. The analysis was
performed with SPSS, version 15.0 (SPSS Inc., Chicago, USA).
Acceptance of a nucleotide substitution was decided by Poisson
distribution modeling (details in Table 7).

Supporting Information

Figure S1 Three-dimensional representation of the
homology model of the HBV polymerase. The representa-
tion of HBV polymerase (yellow) is based on the crystal structure
of the catalytic center of the HIV polymerase (black wire) [1], with
tenofovir {orange) blocking the active site (YMDD) in blue; in dark
grey, the DNA-RNA growing duplex. The most important
positions associated with antiviral resistance are identified
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prophylaxis with or without hepatitis B immune globulin.
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Abstract: Aims. To investigate an optimal long-term prophylactic
strategy for prevention of hepatitis B virus (HBV) recurrence after
liver transplantation, we conducted a randomized study of 29
transplant recipients receiving a short course of hepatitis B immune
globulin (HBIg) + lamivudine (LAM), followed by randomization to
long-term prophylaxis with LAM with or without HBIg.

Methods. The efficacy and safety, and impact on survival and HBV
recurrence of these 2 prophylactic regimens were compared over a
mean period of 10 years. In patients with viral recurrence, the HBV
quasispecies in the surface/polymerase region were studied by
ultra-deep pyrosequencing (UDPS).

Results. 'The 10-year survival rate was 76% and was not affected by
the type of prophylaxis. Four patients had hepatitis B surface
antigen (HBsAg) recurrence within the first 48 months after
orthotopic liver transplantation (OLT). HBsAg-positive and -negative
patients showed similar mean survival times, with no differences
between the 2 regimens. Low HBV DNA levels were transiently
detected in 32% of HBsAg-negative patients. UDPS showed major
changes after OLT in the HBV quasispecies of patients with viral
recurrence, which may be explained by a “bottleneck” effect of OLT
together with prophylactic therapy.

Conclusion. Long-term survival after OLT in end-stage chronic
hepatitis B patients was good with both prophylactic strategies.
However, low, transient HBV DNA levels were detected even in the
absence of HBsAg, showing the importance of continuing HBV
prophylaxis.
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Background: HBV variants rtA181V/T, rtN236T and
rt1233V, which confer resistance to adefovir dipivoxil
(ADV), are not detected in many non-responding patients.
Virological characteristics useful for predicting response
have not been clearly elucidated. We determined pre-
treatment virological markers to predict non-response
and possible emergence of new variants during therapy.
Methods: This longitudinal study included 41 patients
with chronic hepatitis B virus (HBV) infection receiving
ADV monotherapy or ADV plus lamivudine (3TC). A frag-
ment of HBV polymerase including catalytic domains was
analysed for ADV-resistant variants.

Results: Complete virological response (CVR; HBV
DNA<2.5 log,, copies/ml) was observed in 15 (36.6%)
patients and partial virological response (PVR; HBV
DNA<4 log, copies/ml) in 23 (56.1%) patients. On mul-
tivariate analyses, hepatitis B e antigen (HBeAg) status
was independently associated with CVR (hazard ratio

[HR]=0.27, P=0.002) and PVR (HR=0.21, P<0.001) and
viral genotype with CVR (HR=0.13, P=0.01). Predictive
values for HBeAg were 88% for PVR in HBeAg-negative
and 79% for non-CVR in HBeAg-positive patients. Pre-
dictive values for viral genotype were 93% for non-CVR
and 72% for non-PVR for genotype A. On sequencing,
variant rt217R (associated with subgenotype A2) was
predictive of non-CVR (100%) and non-PVR (72.7%); the
rtS219A variant emerged during therapy in three non-
PVR patients. Both positions are located in a region likely
to be related to the substrate union site, as predicted by
our structural model of the HBV polymerase.
Conclusions: Virological pretreatment characteristics
(HBeAg, viral genotype and rtL217R polymorphism) are
potentially associated with ADV response. HBV poly-
merase structural modelling has provided a hypothesis
to explain the malecular mechanism for ADV resistance
associated with rtR217.
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Use of the Novel INNO-LiPA Line Probe Assay 1or petection or Hepatitis
B Virus Variants That Confer Resistance to Entecavir Therapy’
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A line probe assay (INNO-LiPA DR, version 3) for the detection of hepatitis B virus mutations that confer
resistance to entecavir therapy was evaluated. The INNO-LiPA DR assay is a highly sensitive assay that is
easily applicable for the detection and monitoring of entecavir resistance-conferring mutations and is more
sensitive than sequencing for the detection of mixed sequences.
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SUMMARY

Background

Some patients continue to have detectable HBV-DNA levels with liver dis-
ease progression after hepatitis B e antigen (HBeAg) loss. It is important to
identify these patients, candidates for long-term treatment.

Aims

To evaluate hepatitis B virus (HBV) genotype and the main mutations in
the basic core promoter (BCP, A1762T/G1764A) and precore (G1896A)
sequences as markers of persistent HBV-DNA after HBeAg loss.

Methods

We analysed 60 serum samples from 20 Caucasian, HBeAg-positive,
chronic hepatitis B patients, who lost HBeAg and were followed-up longitu-
dinally. HBV genotype and precore and BCP mutations were determined
before, at the time of, and after HBeAg loss.

Results

After HBeAg loss, eight (40%) patients continued to have undetectable
HBV-DNA and 12 (60%) had persistent HBV-DNA (median level 4.7 log,,
copies/mL). The presence of BCP mutations prior to therapy was the only
variable associated with persistently detectable viraemia (P = 0.017). Four
patients with genotype A and no mutations in the BCP region experienced
hepatitis B surface antigen (HBsAg) loss after a mean period of 35 months
from baseline.

Conclusions

Main BCP mutations in HBeAg-positive patients are useful markers to
identify patients who will not have sustained virological suppression after
HBeAg loss and therapy discontinuation and could benefit from long-term
treatment.

Aliment Pharmacol Ther 2010; 32: 97-104
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HBV core region variability: effect of antiviral
treatments on main epitopic regions
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Background: Amino acid (AA) changes in specific hepatitis
B core antigen (HBcAg) regions were assessed in patients
infected with chronic hepatitis B (CHB) after a 12-month
untreated period and after receiving antiviral therapy
(interferon, lamivudine or adefovir dipivoxil), and in inac-
tive hepatitis B surface antigen-positive carriers.
Methods: Samples corresponding to different time points
in 76 CHB cases (64 on-treatment) and 4 inactive carri-
ers were included. The main precore mutation, T-helper
immunodominant epitope at AA 50-69 (Th50-69), minor
T-helper epitope (Th28-47), B-cell immunodominant
epitope (B74-84) and a conserved region of HBcAg at AA
1-11 (AA1-11) were directly sequenced. For comparisons,
the average number of AA changes in each region was
standardized to 12 months (Av12).

Results: AA changes clustered mainly in immunodomi-
nant regions (69%). The highest percentage of cases (%n)
with changes and highest Av12 changes were detected

after interferon treatment (%n=73%, Av12=3.1 in
Th50-69 and %n=86%, Av12=2.7 in B74-84). At base-
line, immunodominant regions had higher Av12 changes
in hepatitis B e antigen-negative patients and those with
main precore mutations. Changes in the Th28-47 region
were more frequent after nucleoside/nucleotide analogue
treatment (40%) than before treatment (9%). Codons
74 and 77 were the most polymorphic, and the double
change E64D-N67T was significantly observed. Codon
84 substitutions were mainly associated with interferon
treatment (P=0.05).

Conclusions: Natural and treatment-induced substi-
tutions in HBV core protein, occurring especially with
interferon treatment, were characterized. Some immune-
stimulating activity related to the minor Th28-47 epitope
might be associated with nucleoside/nucleotide ana-
logues; this activity was also seen in inactive carriers.
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ABSTRACT

Hepatitis B virus (HBV) pregenomic RNA contains
a hairpin structure (¢) located in the preCore region,
essential for viral replication. ¢ stability is enhanced
by the presence of preCore variants and = is
recognized by the HBV polymerase (Pol). Mutations
in the retrotranscriptase domain (YMDD) of Pol are
associated with treatment resistance. The aim of this
study was to analyze the preCore region and YMDD
motif by ultra-deep pyrosequencing (UDPS). To
evaluate the UDPS error rate, an internal contirol
sequence was inserted in the amplicon. A newly de-
veloped technique enabled simultaneous analysis of
the preCore region and Pol in the same viral genome,
as well as the conserved sequence of the internal
control. Nucleotide errors in Hindlll yielded a UDPS
error rate <0.05%. UDPS study confirmed the possi-
bility of simultaneous detection of preCore and
YMDD mutations, and demonstrated the complexity
of the HBV quasispecies and cooperation between
viruses. Thermodynamic stability of the ¢ signal was
found to be the main constraint for selecting main
preCore mutations. Analysis of &-signal variability
suggested the essential nature of the ¢ structural
motif and that certain nucleotides may be involved
in & signal functions.

INTRODUCTION

Hepatitis B virus (HBV) is a double-stranded DNA virus,
whose genome (3.2kb) contains four Open Reading
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Frames (OPFs) encoding seven proteins: surface antigens
(preS1, preS2 and HBsAg), polymerase (Pol), core protein
(HBcAg), X protein (HBx) and the soluble ‘¢’ antigen
(HBeAg). During the viral cycle, HBV-DNA conform-
ation shows different phases: relaxed-circular, partially
double-stranded DNA in circulating viruses and cova-
lently closed circular DNA (cccDNA) within the hepato-
cyte nucleus. cccDNA acts as a mini-chromosome within
hepatocytes and transcribes five messenger RNA: preSl,
preS2, X, preCore and pregenomic RNA (pgRNA).
pgRNA is a greater than full-length HBV genome
(3.5kb) that codes for the Pol and HBcAg proteins. Pol
has two catalytic activities, reverse transcriptase (RT) and
RNaseH, and contains a spacer sequence and a terminal
protein (1).

In both the 5'- and 3’-ends of pgRNA, there is a redun-
dant sequence of 60 nt that adopts a stem loop structure
(Figure la and b) and acts as encapsidation signal (€). The
§" sequence is crucial for Pol protein recognition and
binding to the 3" € structure (2). Pol triggers pgRNA en-
capsidation by core proteins, and initiates reverse tran-
scription (3). Pol employs an N terminal tyrosine residue
of the terminal protein domain as a primer to generate the
first 4nt (4 nt primer) of the DNA negative strand. This
4 nt primer is covalently attached to Pol and uses the bulge
of the € signal as template (Figure 1a) (4). The 4nt primer
and Pol protein complex switches from the 5'- to 3’-end of
pegRNA and anneals to a 4-nt acceptor site within the
3’ copy of direct repeat region 1 (Figure 1b) (5).

pzRNA and preCore mRNA share the same preCore
region, but code for different antigens: HBcAg (starting at
Position 1901 of the HBV genome) and HBeAg (starting
at Position 1814), respectively. Several preCore region mu-
tations abolish HBeAg expression. The most common is G
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Quasispecies dynamics in main core epitopes of hepatitis B
virus by ultra-deep-pyrosequencing
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Research Center, Hepatic and Digestive Diseases (CIBERehd),
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one patient (patient 4, genotype D) were selected for
analysis: one sample corresponded to a 36-mo treat-
ment-free period from baseline and the cther to the
time of viral breakthrough after 18 mo of lamivudine
treatment. The HBV region analyzed covered amino
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Abstract

Aim: To evaluate HBV quasispecies (QA) complexity in the preCore/Core regions in relation to HBeAg status, and explore QA
changes under natural evolution and nucleoside analogue (NUC) treatment.

Methods: Ultra-deep pyrosequencing of HBV preCore/Core regions in 30 sequential samples (baseline [diagnosis],
treatment-free, and treatment-nonresponse) from 10 retrospectively selected patients grouped according to HBeAg status
over time: HBeAg+ (N =4), HBeAg- (N=2), and fluctuating HBeAg (transient seroreversion/seroconversion pattern) (N=4).
QA complexity was defined by Shannon entropy, mutation frequency, nucleotide diversity, and mutation frequency of
amino acids (MfAA) in preCore and Core.

Results: The QA was less complex in HBeAg+ than in HBeAg- or fluctuating HBeAg. High complexity in preCore was
associated with decreased viral replication (preCore MfAA negatively correlated with HBV-DNA, p =0.005). QA complexity in
the treatment-free period negatively correlated with values seen during treatment. Specific variants were mainly selected in
the Core region in HBeAg- and fluctuating HBeAg patients, suggesting higher immune pressure than in HBeAg+.

Conclusions: The negative correlation between QA natural evolution and on-treatment evolution indicates the importance
of pre-treatment QA study to predict QA changes in NUC nonresponders. Study of QA complexity could be useful for
managing HBV infection.

Citation: Homs M, Caballero A, Gregori J, Tabernero D, Quer J, et al. (2014) Clinical Application of Estimating Hepatitis B Virus Quasispecies Complexity by
Massive Sequencing: Correlation between Natural Evolution and On-Treatment Evolution. PLoS ONE 9(11): @172306. doi:10.1371/journal.pone.0112306
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