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RESUMEN

El virus de la hepatitis delta (VHD) es un virus de ARN que requiere del antigeno de
superficie del virus de la hepatitis B (HBsAg) para completar su ciclo replicativo. Este
virus es el agente etiolégico de la hepatitis delta, la forma mas grave de hepatitis viral en
humanos, que se estima que afecta un total de 15 a 20 millones de personas en todo el
mundo. El genoma del VHD es una molécula de ARN de una sola hebra, circular, de
alrededor de 1700 nucledtidos y de polaridad negativa. Este genoma codifica tan solo
una proteina, el antigeno delta (HDAg), que tiene dos isoformas (la larga y la corta)
generadas gracias a una modificacién postranscripcional (desaminacion) durante la
replicacién viral, que cambia el codén 196 de stop (TAG) al aminoacido W (TGG). Este
proceso también se conoce como edicidn y esta catalizado por la adenosina desaminasa
gue actua sobre ARN 1 (ADAR-1). Ademas el genoma contiene un dominio con actividad
enzimatica capaz de procesar al propio genoma (autoescision), esencial para la
replicaciéon viral, la ribozima. El objetivo principal de esta tesis ha sido estudiar la
guasiespecies del VHD mediante secuenciacion masiva (NGS), analizando la
conservacion o variabilidad de las regiones funcionales del virus, correspondientes al

HDAg (cuantificando su edicién) y a la ribozima.

En el primer estudio se incluyé una muestra de plasma de 4 pacientes con hepatitis
cronica delta, para validar la cuantificacion de porcentajes de poblaciones de genomas
editados y no editados por NGS, comparandola con el método de secuenciacion Sanger
de los productos de clonacién. Ademas, se estudio la precision y sensibilidad de la NGS,
utilizando mezclas de diferentes proporciones de productos de clonacién editados y no
editados, y se observaron los patrones de cambios nucleotidicos para analizar si la
edicion es un fendmeno general que tiene lugar en toda la region codificante del HDAg
analizada. Por otro lado, en el segundo estudio se incluyeron 36 muestras de plasma de
12 pacientes con hepatitis crénica delta y se analizd6 el grado de conservacion o
variabilidad de la quasiespecies en las regiones analizadas del HDAg y de la ribozima.
Ademas se determin0 la existencia de patrones de mutaciones a nivel aminoacidico en el
HDAGg.

Mediante los resultados obtenidos se ha demostrado que la NGS es un método util para
detectar proporciones de genomas del VHD editados y no editados, mas sensible y
preciso que la secuenciacion Sanger de los productos de clonacion. También se ha

observado que el fendmeno de edicién en la region codificante del HDAg podria no ser

17



exclusivo de la posicion de edicion. Ademas, los resultados mostraron que la regién del
HDAg es variable y que los patrones de mutaciones aminoacidicas generalmente podrian
estar relacionados con el escape al sistema inmunitario, posiblemente sin afectar
significativamente la funcionalidad de las regiones del HDAg donde se encuentran. Por
ultimo, se ha observado que la region de la ribozima contiene un elevado nivel de
conservacion en su secuencia nucleotidica.
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ABSTRACT

Hepatitis delta virus (HDV) is an RNA virus that requires the hepatitis B virus surface
antigen (HBsAQ) to complete its replicative cycle. This virus is the etiological agent of delta
hepatitis, the most severe form of viral hepatitis in humans, which is estimated to affect a
total of 15 to 20 million people worldwide. The HDV genome is around 1700 nucleotides,
single-stranded, circular and negative polarity RNA molecule. This genome encodes just
one protein, the delta antigen (HDAg), which has two isoforms (the large one and the short
one) generated by post-transcriptional modification (deamination) during viral replication.
This modification changes the stop codon 196 (TAG) into the W amino acid (TGG). This
process is also known as editing and is catalyzed by adenosine deaminase that acts on
RNA 1 (ADAR-1). Furthermore, the genome contains a domain with enzymatic activity
capable of processing the genome itself (self-cleaving), essential for viral replication: the
ribozyme. The main objective of this thesis has been to study the HDV quasispecies by
next generation sequencing (NGS), analyzing the conservation or variability of the
functional regions of the virus, corresponding to HDAg (quantifying its edition) and the

ribozyme.

In the first study, a plasma sample from 4 patients with chronic hepatitis delta was
included to validate the quantification of percentages of edited and unedited genome
populations by NGS and it was compared with the Sanger sequencing method of cloning
products. In addition, the accuracy and sensitivity of NGS were studied, using mixtures of
different percentages of edited and unedited cloning products, and nucleotide change
patterns were also analyzed to confirm whether editing is a general phenomenon taking
place along the entire coding region of the analyzed HDAg. On the other hand, 36 plasma
samples from 12 patients with chronic hepatitis delta were included in the second study,
and the conservation or variability of quasispecies in the analyzed regions of HDAg and
ribozyme was analyzed. Furthermore, the existence of amino acid mutation patterns in

HDAg was determined.

The obtained results showed that NGS is a useful method to detect proportions of edited
and unedited HDV genomes, more sensitive and accurate than Sanger sequencing of
cloning products. It has also been observed that the editing phenomenon taking place
along the entire HDAg coding region analyzed may not be unique to the editing position.
Furthermore, the results showed that the HDAg region is variable and that amino acid

mutation patterns could generally be related to escape from immune system, possibly
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without significantly affecting the functionality of the HDAg regions where they are found.
Finally, it has been observed that the ribozyme region contains a high level of

conservation in its nucleotide sequence.
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1. INTRODUCCION

1.1 Virus de la hepatitis delta

El virus de la hepatitis delta (VHD) es un virus de ARN defectivo, ya que requiere del
antigeno de superficie del virus de la hepatitis B (HBsAg) para completar su ciclo
replicativo. Pertenece a la familia Deltaviridae y al género Deltavirus. Este virus es el
agente etiolégico de la hepatitis delta, la forma méas grave de hepatitis viral en

humanos.!?

1.1.1 Descubrimiento del VHD

El VHD fue descrito por primera vez en 1977 por un grupo italiano liderado por el Dr.
Rizzetto. Se descubrié un nuevo sistema antigeno-anticuerpo al que llamaron antigeno
delta y anticuerpo anti-delta. Estaba presente en el higado y en la sangre de pacientes
con enfermedad hepdtica crénica por el virus de la hepatitis B (VHB) con HBsAg positivo,
gue padecian una hepatitis muy severa. En un principio se hipotetiz6 que dicha hepatitis
era causada por una variante del VHB que expresaba un nuevo antigeno.?
Posteriormente, en 1980, estudios de experimentacion animal con chimpancés
demostraron que ese antigeno era en realidad un nuevo virus de hepatitis dependiente
del VHB y fue nombrado virus de la hepatitis delta o VHD. Este virus era el agente
infeccioso responsable de la exacerbacion de la enfermedad hepatica en dichos
pacientes.* Afios més tarde, varios laboratorios clonaron y secuenciaron el genoma del
VHD, y determinaron que estaba formado por un ARN circular de cadena sencilla de
alrededor de 1700 nucleétidos.>®

1.1.2 Transmisién

El VHD se transmite por via parenteral a través de la exposicion a sangre infectada o
fluidos corporales infectados, igual que el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) o el
virus de la hepatitis C (VHC), con los que suele coinfectar. El riesgo de infeccién es alto
en usuarios de drogas inyectables, pacientes con multiples parejas sexuales, hombres
gue tienen sexo con hombres y personas de areas endémicas. En poblaciones altamente
endémicas, la transmision se produce principalmente a través de la propagacion
intrafamiliar e iatrogénica en asociacion con malas condiciones de higiene. En cambio, la

transmision perinatal es poco comun. Debido al cribado en los productos sanguineos, las
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nuevas infecciones en hemofilicos, receptores de transfusiones de sangre y pacientes

que reciben hemodidlisis, ya son residuales en los paises desarrollados.®**

1.1.3 Prevalencia del VHD

Al menos el 5% de las personas con infeccién cronica por el VHB estan coinfectadas con
el VHD, lo que da como resultado un total de 15 a 20 millones de personas infectadas en
todo el mundo,*® aunque hay estudios que estiman que la prevalencia global podria ser
superior.”®*® Las &reas de alta prevalencia incluyen Africa (Africa central y occidental),
Asia (Asia central), Islas del Pacifico (Kiribati y Nauru), Oriente Medio, Europa Oriental
(regiones del Mediterraneo Oriental y Turquia) y América del Sur (cuenca amazonica)
(Figura 1).*

A nivel mundial, el nimero total de infecciones ha disminuido desde 1980. Esta tendencia
se debe principalmente a la disminucién en el nimero de portadores del HBsAg, debido a
mejores estandares de salud publica, programas de vacunacién contra el VHB, utilizacion
de jeringas desechables y medidas para controlar la propagacion del VIH.*? Sin embargo,
sigue habiendo regiones endémicas como las que se han citado anteriormente y en
algunas areas no se ha observado disminucion, probablemente debido a la migracion
desde éstas regiones (por ejemplo, en Europa Central y Norte América).'**’ Como se
puede observar en la Figura 1, la estimacion global y la informaciéon geogréfica estan
incompletas porque muchos paises no informan de la prevalencia de este virus. Ademas,
otro factor importante para subestimar la prevalencia de la infeccion por VHD es la falta
de pruebas rutinarias de anticuerpos especificos del HDAg en individuos con el HBsAg

positivo.*?

1.1.4 Genotipos del VHD

Hasta la fecha, se han descrito 8 genotipos en base a la divergencia genética de distintos
genomas virales (como se explicard en el apartado 1.6 Variabilidad genética del VHD)
gue dan lugar a grupos filogenéticamente diferentes, numerados del 1 al 8. Estos
genotipos estan distribuidos por todo el mundo, presentando una clara prevalencia en
regiones geogréaficas muy especificas, a excepcion del genotipo 1 que es frecuente en
todo el mundo. El genotipo 2 se encuentra en Japon, China, Taiwan, sudeste asiatico y
Rusia, el genotipo 3 en la region del Amazonas, el genotipo 4 en Taiwan y Japdn, los
genotipos 5, 6 y 7 en Africa y el genotipo 8 en Africa y en Europa, en personas de origen

18-20

africano (Figura 1). Los diferentes genotipos pueden dar lugar a diferentes

manifestaciones clinicas. En comparacion con el genotipo 1, los genotipos 2 y 4 parecen
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causar una enfermedad hepética mas leve. El genotipo 2 en particular, se ha asociado
con una menor incidencia de cirrosis, hepatocarcinoma y una disminucién de la
mortalidad en comparacién con el genotipo 1. El genotipo 3, por otro lado, se asocia con
un curso mas grave de infecciones agudas y un mayor riesgo de insuficiencia hepética

aguda.?#

Russia

Taiwan

1,2, 4
1 e h
Southern Asia )
1,2 B Pacific
Islands
p j
B High B Intermediate Low Very low No data

Figura 1. Prevalencia y distribucion geografica de los diferentes genotipos del VHD alrededor del mundo.?®

1.2 Composicion del VHD

El viribn delta es una pequefia particula esférica de aproximadamente 36 nm de
diametro, el mas pequefio entre los virus de mamiferos.® Se compone de una envuelta

viral y un complejo ribonucleoproteico (RNP) (Figura 2).
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Figura 2. Representacion esquematica del virion delta. Figura modificada.?

1.2.1 Envuelta viral

La envuelta viral contiene una membrana lipidica externa, proveniente del reticulo
endoplasmético (RE) de la célula huésped, en la que estan ancladas las tres proteinas
del HBsAg (pequefia (S-HBsAg), mediana (M-HBsAg) y grande (L-HBsAg)).* Un solo
marco de lectura abierto en el genoma del VHB codifica estas tres proteinas, pero la
traduccién se inicia a partir de tres codones AUG distintos. Por este motivo, estas tres
proteinas son idénticas en su region carboxilo terminal (C-terminal), de 226 aminoécidos,
gue corresponde a la secuencia de la S-HBsAg. Respecto a esta secuencia comun, la M-
HBsAg presenta 55 aminoacidos en el extremo amino terminal (N-terminal) que
corresponden al dominio PreS-2 y la L-HBsAg presenta, ademas de los 55 aminoacidos
del dominio PreS-2, 108 o 119 aminoacidos adicionales (segun el genotipo del VHB) en
el extremo N-terminal que corresponden al dominio PreS-1. La S-HBsAg es mas
abundante que las otras dos proteinas y es necesaria tanto para la entrada del VHD en el
hepatocito como para la liberacion de las particulas.?>**%* La regién PreS-1 presente en
la L-HBsAg es el sitio de union de alta afinidad al receptor de membrana polipéptido
cotransportador de taurocolato de sodio (NTCP) presente en los hepatocitos. El extremo
N-terminal de la regién PreS-1 estd miristoilado y esta modificacion juega un papel
esencial en la entrada del VHD al hepatocito y en su infectividad.””*® En cambio, la M-
HBsAg no parece ser necesaria para la infectividad.?**° Curiosamente, el VHD puede

ensamblarse solo con la S-HBsAg, pero sin la L-HBsAg, la particula no es infecciosa.*
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1.2.2 Complejo ribonucleoproteico

El complejo RNP esté constituido por una copia del genoma del VHD y alrededor de 200
moléculas de las dos diferentes isoformas del HDAg, la larga (L-HDAQ) y la corta (S-
HDAg). El genoma del VHD es una molécula de ARN de una sola hebra, circular, de
entre 1.672-1.697 nucle6tidos (dependiendo del genotipo) y de polaridad negativa. Este
genoma presenta un alto contenido en G/C (Guanosina/Citosina) y su secuencia es
autocomplementaria en un 70%. Por este motivo, el genoma puede plegarse sobre si
mismo por apareamiento de bases intramolecular, resultando en una estructura
secundaria no ramificada de gran estabilidad, practicamente constituyendo un genoma de
ARN de doble cadena cerrado por los extremos.®>* Estas caracteristicas del genoma del
VHD hacen que se parezca mas a un viroide, un patégeno de plantas, que a cualquier
virus que infecta a animales. No obstante, su genoma es mas largo que el de cualquier
viroide (que habitualmente tienen una longitud entre 200 y 450 nucleétidos), ademas
codifica el L-HDAg y S-HDAg, mientras que los viroides no codifican ninguna proteina.
Finalmente los viroides no necesitan la colaboracién de ningln virus para completar su

ciclo replicativo.®®

1.3 Infeccién y replicacion viral

1.3.1 Entrada del VHD al hepatocito

La entrada del VHD empieza con la unién de la particula viral a la superficie del
hepatocito. Los proteoglicanos heparan sulfatos (HSPGs) presentes en la superficie del
hepatocito se unen a la asa antigénica presente en el dominio S.3%3*3* En particular, el
glipicano-5, un grupo de seis HPSGs altamente expresados en el higado, ha sido
identificado recientemente como el principal factor de entrada del VHD, siendo
responsable de la unién inicial del virus a la superficie del hepatocito.*® A esta union le
sigue la interaccién de la regién N-terminal miristoilada del dominio PreS-1 de la proteina
L-HBsAg con el receptor de membrana NTCP, el cual se distribuye en la membrana
basolateral de los hepatocitos y participa en la circulacion enterohepatica de sales
biliares. Los pasos posteriores de entrada del virus estan menos caracterizados, se cree
gue la interaccion con el receptor de membrana NTCP permite la fusion de la membrana
viral con la membrana celular del hepatocito o se cree que se somete a un proceso de

fusion mediado por la endocitosis para liberar el complejo RNP al citoplasma celular.>"*
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1.3.2 Transporte y entrada en el nucleo

Una vez en el citoplasma del hepatocito, las secuencias de localizacién nuclear (NLS)
presentes en los HDAg, permiten que el complejo RNP sea dirigido al nucleo y las
importinas celulares, que reconocen secuencias de aminoacidos especificas para
promover el transporte a través de los poros nucleares, hacen que la RNP entre al interior

del ntcleo del hepatocito para iniciar el proceso de replicacion viral.3%4°

1.3.3 Replicacion en circulo rodante

La replicacion del genoma del VHD ocurre en el nicleo del hepatocito y es
completamente independiente del VHB. Como ninguna de las dos formas del HDAg, que
son las Unicas proteinas que codifica el VHD, tiene actividad ARN polimerasa, el virus
secuestra a las ARN polimerasas del huésped [ARN polimerasa | (ARN pol 1), ARN
polimerasa Il (ARN pol Il) y ARN polimerasa Ill (ARN pol I11)].* Este proceso se basa en

tres partes: Replicacion en circulo rodante, auto-escision y ligacion (Figura 3).
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Figura 3. Ciclo replicativo del VHD. El VHD interactda con los HSPGs, se une al NTCP y se fusiona con la
membrana plasméatica o se somete a un proceso de fusidn mediado por endocitosis para liberar el complejo
RNP al citosol. EI complejo RNP se transporta al nacleo para iniciar la replicacion del ARN. EI ARN genémico
con polaridad negativa sirve como plantilla para el primer paso de la replicaciéon en circulo rodante (RCA). El
ARN antigenémico resultante, se escinde por la actividad de la ribozima, se liga originando el ARN
antigendémico circular y este se somete a una segunda RCA. El ARN gen6émico resultante, se escinde por la
actividad de la ribozima, se liga originando el ARN gendmico circular y este se usa como plantilla para la
transcripcion del (ARN mensajero) ARNm de manera dependiente a la ARN pol Il. Los ARNm se traducen en
S-HDAg y L-HDAg y se transportan al nacleo para regular la replicacion del virus o unirse al genoma circular
del virus para formar RNP, que se exportan al citosol. L-HDAg es responsable de las interacciones de la RNP
con las proteinas del HBsAg. El VHD se libera a través de la via secretora clasica y los virus de la progenie
infectan a los hepatocitos vecinos. SVP, particula subviral.*

1.3.3.1 Replicacion en circulo rodante

La replicacion del genoma del VHD tiene lugar mediante un mecanismo denominado
replicacion en circulo rodante (RCA), de manera similar a los viroides. Este mecanismo
consiste en un proceso de replicacion unidireccional del ARN gendémico que permite la
sintesis de transcripciones lineales multiméricas complementarias al genoma, que

corresponden al ARN antigendmico. A partir del ARN antigenoma, siguiendo el mismo
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proceso, se generan nuevas moléculas de ARN gendémico y asi se van generando
sucesivamente nuevos ARN multiméricos de polaridad gendmica o antigendmica. Este
proceso tiene lugar mediante la ARN pol Il, aunque hay estudios que han demostrado
que la ARN pol | y Il también interactdan con el ARN-VHD.*® Debido a la estructura
plegada del genoma, por apareamiento de bases intramolecular, como se ha comentado
anteriormente, las ARN polimerasas de la célula tratan el genoma viral de ARN como un
ADN de doble hebra e inician su replicacion.****** El antigenoma tiene polaridad positiva
y por lo tanto contiene la secuencia codificante del HDAg. Sin embargo, su localizacion
es exclusivamente nuclear y le falta el elemento interno del sitio de entrada al ribosoma,
por lo que no puede traducirse directamente a S-HDAg y L-HDAg. Por tanto, se produce
una tercera forma de ARN viral en el huésped durante la replicacion. Ademéas del ARN
gendmico circular y el ARN antigenémico circular complementario, se produce un ARN
antigendémico 5’-capped y 3’-poliadenilado lineal de 800 nucleétidos y de la misma
polaridad que el antigendmico (por lo tanto producido a partir del ARN gendmico), que es
el ARN mensajero (ARNm) a partir del cual se producird la traducciéon del HDAg (Figura
4).244547 ndemas, la evidencia sugiere que la sintesis de las diferentes especies de ARN
se produce en diferentes ubicaciones subcelulares, mediada por distintas polimerasas
celulares: la sintesis del ARN antigenémico se produce en el nucléolo mediada por la
ARN pol I, mientras que la sintesis del ARN gendmico se produce de manera mas difusa

en el nucleoplasma por la ARN pol 11.%8
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Figura 4. Estructura de las tres formas de ARN-VHD: ARN genémico circular, ARN antigendémico circular
complementario y ARNm. Aungue el ARN antigendémico contiene el marco de lectura abierta (ORF) para el
HDAGg en la posicién 1598, el antigeno se traduce del ARNm. R: Ribozima.*®
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1.3.3.2 Auto-escisidn

Tras la replicacion del genoma viral ocurre el proceso de autoescision del ARN-VHD
lineal, en el cual los ARN gendmicos y antigenémicos multiméricos generados daran
lugar a unidades monomeéricas. Este proceso lo lleva a cabo una secuencia de 85
nucledtidos llamada ribozima, en mas detalle en el apartado 1.5 La ribozima, presente
tanto en el ARN gendmico (sitio de escision entre los nucle6tidos 689/688) como en el

ARN antigenémico (sitio de escision entre los nucleétidos 901/900) (Figura 4).%%%*

1.3.3.3 Ligacién

Tras el proceso de autoescision los monémeros del VHD se ligan para formar estructuras
de ARN circular.>* EI mecanismo molecular involucrado en este proceso sigue sin estar
claramente definido. Algunos estudios involucran a una ARN ligasa del huésped,®
mientras que otros estudios creen que la propia ribozima posee propiedades de
autoligado.>

1.3.4 Formacion de nuevas particulas virales

Las diferentes formas del ARN-VHD producidas durante su replicacion se encuentran en
diferentes proporciones. En primer lugar, el ARN gendmico circular es el mas abundante,
pudiendo detectarse hasta 300.000 copias por célula durante el proceso de infeccién,
entre el citoplasma y el nucleo. EI ARN gendémico es el Unico que se encapsida en los
viriones. En segundo lugar, el ARN antigenbmico complementario circular se encuentra
entre 5-22 veces en menor abundancia que el ARN gendmico. Y, en tercer lugar, el
ARNmM que es el menos abundante con aproximadamente 600 copias por célula.>>>’

Para comenzar la transcripcion del ARNm a partir del ARN circular, se requiere del S-

HDAg pero solo en cantidades bajas.>®

El ARNm se exporta al citoplasma y se traduce en el RE para formar nuevas moléculas
de las isoformas del HDAg. El S-HDAg entra en el nlicleo donde promueve la replicacion
del VHD. Por otro lado, el L-HDAg se somete a una prenilacion en el citoplasma antes de
entrar en el nicleo, donde inhibe la replicacion viral. Ambas formas del HDAg se asocian
con nuevas transcripciones de ARN gendmico para formar nuevas RNP. Las RNP se
exportan al citoplasma y se dirigen a las membranas del RE por una sefial en el extremo
C-terminal del LHDAg. Una vez alli, el ensamblaje del VHD depende de la interaccion
especifica entre el grupo farnesilo unido a la L-HDAg y la regién S del HBsAg, por lo

tanto, solo puede tener lugar en células coinfectadas con el VHB. Es probable que el
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grupo farnesilo unido a la L-HDAg ancle la RNP a la membrana del RE donde se
sintetizan las proteinas del HBsAg®® y que la unién de la RNP a las proteinas del HBsAg
involucra a una secuencia rica en prolinas ubicada cerca del sitio de farnesilacion.®*®
Ademas, la interaccion del extremo C-terminal del L-HDAg con la cadena pesada de
clatrina en la red trans-Golgi es esencial para el ensamblaje viral. Por ultimo, las
particulas se liberan del hepatocito usando la via de secrecion de Golgi para a infectar

nuevas células.®?%

El VHD puede entrar en los hepatocitos que no expresan el HBsAg, replicar
eficientemente su genoma y expresar el HDAg; sin embargo, no se produce secrecion de

particulas infecciosas.®

1.4 El antigeno delta

El HDAg tiene dos isoformas, el S-HDAg y el L-HDAg. El S-HDAg consta de 195
aminoacidos y tiene un peso molecular de 24 kDa, en cambio, el L-HDAg tiene la misma
secuencia N-terminal que el S-HDAg pero con 19 aminoacidos mas, por lo tanto con un
total de 214 aminoécidos y un peso molecular de 27 kDa.®® Estas dos formas del HDAg
se forman a partir de la regién codificante que contiene el ARN antigendmico. Esto ocurre
a partir de la Unica pauta de lectura, gracias a una modificacién postranscripcional
(desaminacion) en el ARN antigenémico durante la replicacion viral, que cambia el codén
196 de stop (ambar) al aminoacido triptéfano (W). Este proceso también se conoce como
edicién y est4 catalizado por la adenosina desaminasa que actia sobre ARN 1 (ADAR1),
gue actua sobre ARN de doble cadena dentro del nlcleo. La adenosina (A) en la posicion
nucleotidica 1012 se desamina a una inosina (), que al replicarse el ARN antigenémico
es reconocida como una guanosina (G), dando lugar a la adicion de una citosina (C) en el
ARN gendmico. Esto da lugar a una transicién en el ARNm y antigenémico resultantes,
gue transforma el coddén de parada original UAG en un codén de W UGG (Figura 5). En
este proceso se obtienen genomas no editados y editados. Los genomas no editados
contienen el codén de parada original UAG, en las posiciones nucleotidicas 1011-1013, y
codifican el S-HDAg. En cambio, los genomas editados contienen el codén de W UGG,

en las posiciones nucleotidicas 1011-1013, y codifican el L-HDAg.®""°
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Figura 5. Mecanismo de edicion del ARN-VHD. ADAR-1 cataliza la edicion del sitio &mbar/W (codén 196) en
el ARN antigenémico del VHD, convirtiendo la adenosina 1012 en inosina. Después de la replicacion y de la
transcripcion, el codon de parada original (AUG, que determina la sintesis del S-HDAgQ) se convierte en UGG
en el ARNm y el antigendémico. Este codon codifica un W y permite que la traduccion continte hasta el
siguiente codon stop, lo que da como resultado la adicion de 19 aminoacidos (L-HDAg).65

ADAR-1 tiene dos isoformas: pequefia (ADAR-1-S) y grande (ADAR-1-L), con un extremo
C-terminal comun. ADAR-1-S es la forma mas abundante, expresada constitutivamente, y
tiene una localizacion nuclear, mientras que ADAR-1-L se encuentra principalmente en el
citoplasma y su expresion es estimulada por el interferén tipo I. Como la plantilla
antigendmica se localiza exclusivamente en el nucleo, se cree que ADAR-1-S media la
mayoria de los eventos de edicién.”® Sin embargo, algunos informes también especulan

sobre el papel de ADAR-1-L en la edici6n.”™ "

El S-HDAg y el L-HDAg tienen diferentes funciones en el ciclo viral.”® El S-HDAg se
produce en las primeras etapas del ciclo viral y, como se ha dicho anteriormente,
promueve la replicacion del VHD: es necesario para la iniciacion de la replicacion del
genoma viral, para el reclutamiento de la maquinaria de transcripcion, para promover el
alargamiento del ARN al eliminar los factores inhibitorios del mismo y para la
acumulacion del ARN-VHD durante el ciclo.”*"® También se ha demostrado que el S-
HDAg interactGa con varias subunidades de la ARN pol | y II.”” En cambio, el L-HDAg se
sintetiza mas tarde durante la infeccién y sus 19 aminoacidos adicionales le confieren

propiedades funcionales Unicas. El L-HDAg se encarga del ensamblaje viral, siendo
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esencial para la produccion de nuevas particulas del VHD.”® Pero, tal como se ha dicho
anteriormente, el L-HDAg también inhibe la replicacién viral, mas concretamente, bajas
cantidades de L-HDAg inhiben la sintesis del ARN gendmico; en cambio, el L-HDAg en
exceso puede inhibir la sintesis del ARN antigenémico y del ARNm."

Por lo tanto, la ediciébn del ARN, mediada por ADAR-1, es fundamental para el ciclo de
replicaciéon del VHD porgque controla los niveles de cada isoforma del HDAg vy, en

consecuencia, el equilibrio entre la sintesis viral y el ensamblaje de particulas.?

1.4.1 Dominios funcionales del HDAg

El S-HDAg y el L-HDAg comparten varios dominios funcionales dentro de la secuencia de
aminoacidos comun (Figura 6). Ambas isoformas, entre los aminoacidos 2-27, contienen
un dominio criptico de unién al ARN (RBD criptico); entre los aminoacidos 12-60,
contienen un dominio de oligodimerizacién; entre los aminoacidos 31-52 tienen una
coiled-coil sequence (CCS) y entre los aminoacidos 66-75, contienen una sefal de
localizacion nuclear (NLS). Esta NLS es la responsable de transportar los HDAg vy el
complejo RNP, del citoplasma al nacleo. Ademas, entre los aminoacidos 97-146 hay un
segundo dominio de union a ARN (RBD), constituido por dos motivos ricos en argininas
(ARM), comprendidos entre los aminoacidos 97-107 y 136-146, y una region helix-loop-
helix (HLH) comprendida entre los motivos ricos en argininas. Y, ademas, la union de la
ribozima se produce entre los aminoacidos 24-50 y la unién de la ARN pol Il entre los
aminoéacidos 150-195.*%° La unién de la ARN pol 1l y el S-HDAg estimula la transcripcion
de ADN y ARN mejorando el paso de elongacion in vitro, afecta en la decisién de qué
nucledtido se incorpora, acelera la translocacion hacia adelante de la ARN pol Il y puede

facilitar la inusual sintesis de ARN dependiente de la ARN pol 1.3

El L-HDAg contiene dominios funcionales Unicos, como la secuencia de ensamblaje viral
(VAS) comprendida entre los aminoacidos 195-214 que comprende la sefial de
exportacion nuclear (NES) entre los aminoacidos 198-210 y la sefial de isoprenilacion
entre los aminoéacidos 211-214. Este dominio es de vital importancia para la interaccion

del complejo RNP con los HBsAg y para la formacion de las particulas virales.***
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Figura 6. Representacion de los dominios funcionales del HDAg. RBD: Dominio de unién al ARN; CCS:
Coiled-coil sequence; NLS: sefial de localizacién nuclear; ARM: motivos ricos en arginina; HLH: Helix-loop-
helix; VAS: secuencia de ensamblaje viral; NES: sefial de exportacién nuclear; Iso: sefial de isoprenilacion
para la adicion de faresilo. Figura modificada.®

1.4.2 Modificaciones postraduccionales del HDAg

Ambos antigenos delta sufren modificaciones postraduccionales catalizadas por las
enzimas del huésped, tales como fosforilacion, acetilacion, metilaciéon, sumoilacion e

isoprenilacién (Figura 7).52%

La fosforilacién en la serina (S) 177 y en la S-123 del S-HDAg aumenta la replicacién del
ARN antigenémico al interactuar con la ARN pol II. % También esta fosforilada la S-2
gue es necesaria para la actividad del S-HDAg en la replicaciéon del VHD. Ademas
también se ha demostrado la fosforilacién en la S-180, la T-182 y la S-210 pero no se
conoce del cierto su funcionalidad.?®® La acetilacion regula el ciclo del VHD, en concreto,
en la lisina (K) 72, que se encuentra dentro de la secuencia de localizacion nuclear, y se
cree que regula el trafico del ARN viral entre el ndcleo y el citoplasma. Ademas, la
acetilacion del S-HDAg se ha sugerido como esencial para la sintesis del ARN genémico
y del ARNm viral, pero prescindible para la sintesis del ARN antigenémico.”® La
metilacion de la arginina (R) 13, que se encuentra dentro de un dominio de unién a ARN
en el S-HDAg, es esencial para la translocacion del S-HDAg al nacleo y para la
replicacion del ARN antigendmico que formara ARN genémico.?* La sumoilacién se ha

observado en multiples residuos de K, pero sélo ha sido detectada en la isoforma S-
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HDAg y mejora la sintesis del ARN genémico y del ARNm.% La isoprenilacién en la
cisteina (C) 211 del L-HDAg es necesaria para que el virus interaccione con el HBsAg. A
este sitio de prenilacion, la farnesil transferasa celular le une covalentemente un farnesilo.
La farnesilacion del L-HDAg es importante para inhibir la replicacion viral y al mismo
tiempo, promover la encapsidacion del complejo RNP y la liberacion de las particulas

virales.%%°

Por lo tanto, las modificaciones postraduccionales regulan el ciclo viral y podrian ser

atractivos objetivos terapéuticos para el desarrollo de farmacos.

P e

HDAg-S 214

HDAg-L

Figura 7. Modificaciones postraduccionales del HDAg. P: Fosforilacion; Me: Metilacion; Ac: Acetilacion; Far:
Farnesilacion.

1.5 Laribozima

La ribozima es un dominio del genoma del VHD de 85 nucledtidos con actividad
enzimatica capaz de procesar al propio genoma (autoescision) tanto in vitro como in vivo
en ausencia de cualquier factor proteico.® La estructura cristalina de la ribozima del VHD
se obtuvo en 1998. Su secuencia esta presente en el ARN gendmico (nucledtidos 688-
771) y antigenémico (nucleétidos 900-984) pero no es exactamente igual aunque adopta
la misma estructura y estd muy conservada en todos los genotipos del VHD (Figura 8).
En el ARN gendmico el sitio de escision se encuentra entre los nucleétidos 689/688 y en
el ARN antigendémico el sitio de escision se encuentra entre los nucleétidos 901/900.*° La
estructura secundaria de la ribozima consta de regiones de doble cadena (P1, P1.1, P2,
P3 y P4), regiones monocatenarias (J1/2, J1.1/4 y J4/2) y regiones en forma de bucle (L3
y L4).%’
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La ribozima del VHD promueve la autoescisibn a través de una reaccion de
transesterificacion, promoviendo un ataque nucleofilico por un grupo hidroxilo 2' del
nucleotido anterior al primero de la ribozima en el fosfato adyacente. La reaccion produce
un fosfato ciclico 2'-3' en el nucledtido anterior al primero de la ribozima y un grupo
hidroxilo libre en 5' en el primer nucleétido de la ribozima.”® Ambas ribozimas requieren
de iones metalicos divalentes, como magnesio (Mg*"), manganeso (Mn**) o calcio (Ca*),

para una catdlisis eficiente y exhiben un actividad drasticamente menor con iones
51,98

monovalentes.
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Figura 8: Estructuras secundarias de la ribozima del VHD del ARN gendmico (izquierda) y del ARN
antigenémico (derecha). Regiones de doble cadena: en rojo P1, en azul oscuro P2, en azul claro P3, en gris
P1.1 y en naranja P4. Regiones monocatenaria: en rosa J4/2, sin colorear J1/2 y J1.1/4. Las flechas indican

. ., , , . . , ... 96
la direccion de las hebras y el 5' OH marca el extremo 5' de la ribozima después de la autoescision.

1.6 Variabilidad genética del VHD

Tal como se ha explicado en la seccién 1.3.3.1 Replicacion en circulo rodante la principal
enzima involucrada en la replicacion del VHD es la ARN pol Il. Dicha polimerasa es una
enzima con actividad de correccion de errores (proof reading), con una baja tasa de error
de transcripcion (~1,00E-06 sustituciones/nucle6tido).*® Sin embargo, el cambio de molde
de ADN a ARN puede estar asociado a pequefias deleciones o inserciones de

nucledtidos e incluso recombinacion intermolecular, que pueden desempefiar un papel
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importante en el aumento de la diversidad genética.'***** Ademas, la unién del S-HDAg a
la ARN pol Il, acelera la translocacién directa de esta polimerasa a coste de su fidelidad,
tanto en la adicion de nucledtidos entrantes como el reconocimiento del molde.®
Ademas, la posibilidad de que las proteinas de edicion genética del huésped también
puedan influir en la variabilidad genética del VHD no puede descartarse. Un ejemplo de
estas proteinas serian ciertos miembros de la familia de las enzimas cataliticas similares
a polipéptidos de edicibn de ARNm apolipoproteina B (APOBEC), cuya sintesis resulta
significativamente inducida en la coinfeccion VHB-VHD respecto a la monoinfeccion con

VHB en modelos in vivo.%?

La elevada diversidad genética resultante de todas estas fuentes de variabilidad ha
permitido clasificar el VHD en 8 genotipos, como se ha comentado en el apartado 1.1.4
Genotipos del VHD, debido a su alta diversidad genética. La secuencia del genoma del
ARN-VHD es muy variable, existe una divergencia de hasta un 16% dentro de un mismo
genotipo y de un 20-40% entre diferentes genotipos.'® Otra consecuencia de esta
elevada diversidad genética es la alta tasa de evolucion observada para el VHD por
secuenciacion masiva, de 9,5E-03 a 1,2E-03 sustituciones/sitio/afio.'® La replicacion
activa y la alta tasa evolutiva de los genomas virales son las dos caracteristicas
importantes del ciclo de vida de un virus ARN, por las cuales se genera una gran
heterogeneidad genética del VHD, que da lugar a espectros de diferentes mutantes en un
mismo individuo conocidos como quasiespecies virales. Las quasiespecies son conjuntos
de poblaciones de moléculas de ARN o ADN con secuencias de nucle6tidos
estrechamente relacionadas pero ligeramente diferentes (variantes genéticas) (Figura
9).1%1% gin embargo, la heterogeneidad no es uniforme para todo el genoma; la
secuencia de la ribozima y el dominio de union a ARN del HDAg estan altamente

conservados, mientras que la region C-terminal del L-HDAg es muy divergente.”’

La distribucion de las poblaciones de mutantes en la quasiespecies es dinamica y se ve
influenciada por el ambiente en el que se multiplican los virus en un organismo infectado
(por ejemplo, respuesta inmune, alteraciones metabdlicas...) y por las intervenciones
externas (por ejemplo, tratamientos antivirales e inmunoterapia), que hacen variar la
capacidad replicativa de los mutantes (aptitud biolégica o fitness). Por un lado, esta
dinamica es una consecuencia de los principios darwinianos de la seleccion de variantes
genéticas de un virus, es decir, la competicién y el dominio de las variantes mas
adaptadas a cada ambiente particular. Ademas de esta seleccidn positiva, existe la deriva
genética, la cual juega un papel importante, ya que, se acentla durante la transmisién del

virus, proceso que a menudo constituye un cuello de botella poblacional, cuya intensidad
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depende del modo de transmisién (Figura 10).2® A lo largo del tiempo, el proceso de los
sucesivos cuellos de botella poblacionales y los episodios tanto de seleccion positiva
como de seleccién negativa (eliminacién de las variantes con menor fitness), conducen a
las formas dominantes que se observan durante los cursos clinicos de la hepatitis delta
cronica y pueden desempenfar un papel importante en el escape viral del ataque inmune
del huésped y en la recaida clinica.’®'%. La diversidad genética de una quasiespecies se
puede estudiar mediante la propiedad que cuantifica la diversidad y la frecuencia de
haplotipos (conjunto de genomas con la misma secuencia nucleotidica, que se pueden
considerar la misma variante genética), independientemente del tamafio de la poblacion
viral, que se define como complejidad de una quasiespecies.'®

Ademas, existe un fenomeno llamado transcomplementacion, que ocurre cuando el ciclo
infeccioso de un virus o de una variante genética del virus se ve reforzado o respaldado
por las proteinas expresadas por otro virus o por otra variante. Por lo tanto, el virus o
variante auxiliar puede mejorar o modificar las propiedades del virus o variante

dependiente.**

———— MUTANT

e s SPECTRUM
>

CONSENSUS 1 ——o——s
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A SPECTRUM
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Figura 9. Quasiespecies virales. Individuo infectado con multiples poblaciones virales replicantes, incluso
dentro del mismo érgano, que forman una quasiespecies. Se representan dos espectros mutantes con sus
secuencias consenso. Cada linea horizontal representa un genoma y cada simbolo en una linea representa
un tipo de mutacién. Una quasiespecies viral real puede contener miles de genomas continuamente mutando
gue conforman enormes nubes de mutantes. Figura modificada.*®
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Figura 10. Variacion del fitness. La evolucién de la quasiespecies esta guiada por el gradiente de fitness del
ambiente, es decir, los mutantes con mayor fitness pueden dominar la quasiespecies por replicacion
competitiva. Las flechas pequefias representan pasos repetidos del cuello de botella que resultan en una
disminucién del fitness. La flecha grande representa Easos a poblaciones méas grandes que generalmente
resultan en un aumento del fitness. Figura modificada.**®

1.7 Patogenia del VHD

El VHD replica solo en el higado. Su infeccion se asocia con una amplia gama de

manifestaciones clinicas, desde hepatitis asintomaticas hasta hepatitis fulminantes.***

1.7.1 Coinfeccién y superinfecciéon por VHD-VHB

Los pacientes infectados por el VHD y el VHB presentan la forma mas grave de hepatitis
viral con mayor dafio hepatico. El riesgo de desarrollar cirrosis y hepatocarcinoma es tres
veces mayor, el riesgo de presentar una descompensacion hepatica es dos veces mayor,
y aumenta también el riesgo de presentar fibrosis y/o hepatitis fulminante y, por ultimo, el

riesgo de mortalidad es doble en comparacién con la monoinfeccién por el VHB.*'#!3

Esta infeccidbn se puede dar de dos formas distintas: de manera simultdnea con la
infeccion del VHB (coinfeccién) o en individuos ya infectados anteriormente por el VHB
(sobreinfeccion). En la Figura 11 se muestra la evolucion tipica de los marcadores
seroldgicos y virologicos en pacientes coinfectados versus pacientes sobreinfectados. En
la coinfeccion se observa un patréon de hepatitis aguda, que varia de leve a severa, 0
incluso fulminante, y que se autolimita en mas del 90% de los adultos
inmunocompetentes. Esto significa que la tasa de progresion a la cronicidad, en adultos
inmunocompetentes, es baja. Los niveles de alanina aminotransferasa (ALT) y aspartato
aminotransferasa (AST) pueden seguir un curso bifasico tipico, a menudo se observan
dos picos, con varias semanas de diferencia, ya que la infeccion por el VHB debe primero

establecerse antes de que el VHD pueda comenzar a replicarse. En cambio, la
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sobreinfeccién se cronifica en la practica totalidad de los casos.™*® Una vez que se
establece la infeccién crénica por el VHD, la enfermedad hepética preexistente empeora
a pesar de que la replicacion del VHB se suprime en muchos casos. Los niveles de ALT y

AST se elevan persistentemente en la mayoria de los casos.™***°

A
[ HEsAg —— Anti-HBc lglz
CJHOWRMA —— Anti-HBc lgh
O ALT — Anti-HD IgG

Anti-HD Ight

Time after ex posure (weeks)

Figura 11. Evolucion tipica de los marcadores seroldgicos y virolégicos en la infeccion por el VHD. A)
Coinfeccion del VHB-VHD, lo que resulta en la eliminaciéon de ambos virus en casi todos los pacientes. B)
Sobreinfeccion por el VHD en un portador del VHB con resultado autolimitado. El aclaramiento espontaneo
del ARN-VHD puede tardar afios en ocurrir (indicado por la ruptura en el eje x) y, en algunos casos, puede
ocurrir la pérdida del HBsAg (no representado). C) Sobreinfeccién por el VHD en un portador del VHB con
replicacion viral persistente crénica, el resultado mas comudn después de la sobreinfeccion.?*

1.7.2 Hepatitis delta aguda y cronica

La infeccion delta aguda puede ocurrir a través de la coinfeccién o sobreinfeccion. El
curso clinico de una coinfeccion aguda VHB-VHD es similar al de la infeccion aguda por
el VHB. Sin embargo, la sobreinfeccion aguda por VHD tiene un curso clinico mas grave
en comparacion con la coinfecciéon aguda.'**'*® Puede complicarse en pacientes con
hepatitis B crénica, con necrosis masiva de hepatocitos que conduce a la muerte en la

gran mayoria de los pacientes a menos que se realice un trasplante de higado. Durante
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la hepatitis delta aguda, los marcadores del VHD no permiten una distincién confiable
entre coinfeccion y superinfeccién. La diferencia entre coinfeccién y superinfeccién se
establece en funcion de la presencia de anticuerpos IgM anti-HBc que seran positivos en
el contexto de una infeccion aguda por VHB-VHD (como es el caso de la coinfeccion) y
seguiran siendo negativos o muy bajos en pacientes sobreinfectados (con una hepatitis

cronica B de base).**'*

La hepatitis delta se considera crénica cuando se detecta el anticuerpo anti-VHD mas de
6 meses después de la infeccion, con el ARN-VHD detectable en suero o con el HDAg
detectable por inmunohistoquimica.’*”*'® Esta es la hepatitis viral crénica con una
progresion mas rapida hacia la cirrosis y fibrosis, y un mayor riesgo de descompensacion
y mortalidad.'? De hecho, del 10-15% de los pacientes con infeccion crénica pueden
desarrollar cirrosis dentro de los 2 afios posteriores a la infeccion y hasta el 70-80%
después de los 5-10 afios.™® Existe una amplia gama de manifestaciones clinicas, desde
casos asintomaticos hasta hepatitis rapidamente progresiva. Es clinicamente
indistinguible de la infeccion crénica por el VHB, aunque la replicaciéon persistente del

VHD agrava la progresion de la enfermedad hepatica.****

1.8 Efecto inhibitorio del VHD sobre el VHB

El VHD parece suprimir fuertemente la replicacion del VHB en muchos casos, aunque se
sabe poco sobre el mecanismo de esta interaccion.'”® Los estudios realizados en
modelos experimentales han demostrado que el VHD, que necesita el HBsAg para su
empaguetado y liberacién, puede reprimir la replicacion del VHB manteniendo la
produccion de HBsAg. Se ha observado un aumento de la proporcién de HBsAg/ADN-
VHB en las células coinfectadas con VHB-VHD, en comparacion con células
monoinfectadas con VHB. Se cree que este fendbmeno es independiente del sistema
inmune adaptativo ya que es reproducible in vitro."***** Esta observacion ha sido
confirmada en pacientes, aunque los patrones de dominancia viral parecen fluctuar a lo
largo del tiempo. Cabe decir, que la mayoria de estos pacientes muestran un patron de
dominancia del VHD, con una disminucion significativa en el ADN-VHB en comparacion

con la de los pacientes monoinfectados por el VHB.*?*1

La inhibicion de la replicacion del VHB puede deberse a una interaccion directa entre los
dos virus dentro de las células. El L-HDAg podria inhibir la transcripcion del ADN circular

cerrado covalentemente (ADNccc) al interactuar con la ARN pol I1.79812° Ademaés, la
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posibilidad de una regulacion epigenética de la actividad transcripcional del ADNccc por
parte del HDAg se ha sugerido tanto in vitro como en muestras de pacientes, lo que
aumenta la posibilidad de una transcripcion diferencial del ARNm de Pre-S/S frente a
ARNmM pregenémico (usado como molde para la transcripcion reversa durante la
replicacion del VHB).'? Por otro lado, se ha demostrado que ambas isoformas del HDAg
interactian y reprimen fuertemente ambas secuencias potenciadoras (enhancers) del
VHB (Enh1 y Enh2), con un impacto directo en su replicacion.'*” También, el HDAg, al
ser una proteina de unién a ARN, interactia con ARN celulares especificos y puede
unirse al ARNm del VHB vy afectar selectivamente su estabilidad.’®"*° Asimismo, en
pacientes infectados por el VHB, el ADN-VHB integrado es una fuente abundante de
HBsAg, incluso en ausencia de replicacion del VHB.**"'¥ Se ha demostrado que el
HBsAg derivado del ADN-VHB integrado puede promover el ensamblaje y la liberacién de
particulas infecciosas del VHD, aunque todavia no in vivo.™®** Por Gltimo, el VHD puede
dificultar la replicacion del VHB de manera indirecta, a través de la respuesta inmune
innata, estimulando la expresién de los genes estimulados por interferén (ISG) y la via del
factor de respuesta sérica (SRE)."*® Ademas, el L-HDAg puede activar el promotor MxA,
inducible por interferon alfa (IFN-a), y la replicacién del VHB puede ser inhibida por la

actividad antiviral de la proteina MxA.**’

1.9 Tratamiento antiviral

Actualmente no hay tratamientos antivirales especificos contra el VHD. Esto se debe
principalmente al hecho de que el virus no codifica actividades enzimaticas y depende
completamente de la maquinaria de la célula huésped para su replicacién. Por tanto, ain
se requiere una mejor comprensién de la biologia molecular y celular del VHD para

encontrar un tratamiento eficaz.

El objetivo del tratamiento contra el VHD es prevenir la progresion de la enfermedad
hepética y la muerte. Esto se conseguiria con la pérdida del HBsAg que llevaria a una
respuesta viroldgica sostenida del VHD (ARN-VHD negativo 6 meses después de
suspender el tratamiento), es decir, una cura funcional, que se asocia con un pronostico
excelente.”®® En la préactica, una disminuciéon del ARN-VHD de al menos 2 log con
normalizaciéon de las ALT al final del tratamiento se considera un punto final de eficacia
valioso. El mantenimiento de la respuesta viroldgica sostenida o alcanzar la
indetectabilidad del ARN-VHD en la semana 24 o 48 después del final del tratamiento son

puntos finales adicionales; sin embargo, pueden ocurrir recaidas tardias.™’
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1.9.1 Tratamiento actual

El IFN-a sigue siendo el Unico farmaco recomendado por las directrices internacionales
para el tratamiento de la hepatitis delta cronica, el cual se introdujo en la década de
1980.1% Ademas, en 2006 se introdujo el interferon pegilado (PEG-IFN-a). Por tanto,
actualmente el tratamiento para el VHD es PEG-IFN-a durante 48 semanas sin otras
opciones terapéuticas en pacientes que no responden a este tratamiento. Los analogos
de nucleds(t)idos (NA) utilizados para tratar la hepatitis B crénica, principalmente
Entecavir (ETV) y Tenofovir (TDF), no han sido aprobados para la infeccién por VHD.**®
Tanto el IFN-a como el PEG-IFN-a suprimen la viremia del VHD en algunos pacientes
pero no seroconvierten el HBsAg. Las tasas de respuesta viroldgica sostenida varian
entre el 14-50% para el IFN-a y entre el 17-44% para el PEG-IFN-a.2#**%!%° | os niveles
de ALT y AST se normalizan en solo el 40-70% de los pacientes tratados y la recaida
ocurre en el 60-97%.*

Un ensayo clinico multicéntrico en 91 pacientes (HIDIT-1) probé el PEG-IFN-a solo, el
PEG-IFN-a en combinacion con adefovir (ADF) o el ADF solo, durante 48 semanas. Se
observd el ARN-VHD indetectable en el 31%, 26% y 0% de los pacientes,
respectivamente, 24 semanas después del final del tratamiento.**? Sin embargo, el 56%
de estos pacientes con ARN-VHD indetectable inicialmente recayeron durante el
seguimiento a largo plazo, lo que indica que 24 semanas después del tratamiento es
demasiado temprano como punto final para la definicion de una respuesta virologica

sostenida.*

En otro estudio sucesivo (HIDIT-2), el tratamiento con PEG-IFN-a se prolongé a 96
semanas y se administré solo o en combinacion con TDF. Los resultados provisionales
en la semana 24 después del tratamiento mostraron indetectabilidad del ARN-VHD en el
23% de los pacientes tratados con PEG-IFN-a y en el 30% de los pacientes tratados con
PEG-IFN-a y TDF, lo que indica que la prolongacion del tratamiento no mejora el
resultado en comparacién con el HIDIT-1.*** Ademas, el tratamiento prolongado se
asocié con una alta frecuencia de eventos adversos graves incluyendo sintomatologia
gripal, eventos neuropsiquiatricos, anemia y trombocitopenia.********" Sin embargo, un
seguimiento de 5 afios del estudio HIDIT-1 revel6 que mas del 50% de los pacientes con
ARN-VHD indetectable a los 6 meses posteriores al tratamiento, desarrollaron ARN-VHD

detectable al menos una vez durante el seguimiento.**

La ineficacia del IFN-a podria estar asociada con la capacidad recientemente descrita del

L-HDAg para bloquear la sefalizacion del IFN-a mediante la inhibicion de la cascada
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Janus quinasa / Signal Transducer and Activator of Transcription (JAK/STAT). El L-HDAg
es capaz de inhibir la fosforilacion de los factores STAT-1 y STAT-2, asi como su
translocacion al nudcleo, necesaria para la activacion/expresion de los ISG, esenciales

para combatir la infeccion viral.*#*4°

Por altimo, debido a que el VHD usa el HBsAg del VHB para propagarse, los programas
de vacunacion contra el VHB también son considerados preventivos y efectivos para
combatir la infeccién por el VHD. A partir de 1990, tras iniciar la campafia de vacunacién
contra el VHB, la incidencia del VHB y del VHD declin6 a nivel mundial, sobre todo en los

paises desarrollados.*%**

1.9.2 Nuevos tratamientos

Las nuevas terapias antivirales en desarrollo se dirigen a factores virales o celulares,
tratando de inhibir la unién y entrada del virus, su replicacion o el ensamblaje y liberacion

de viriones (Figura 12).
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Figura 12. Ciclo replicativo del VHD y nuevos tratamientos. 1) El virion del VHD se adhiere al hepatocito.
Proceso inhibido por Bulevirtide y REP-2139. 2) La RNP se transloca al nucleo. 3) Replicacion en circulo
rodante del genoma del VHD. 4) El ARNm se transporta fuera del nucleo al RE. 5) EIl ARNm se traduce en el
RE a S-HDAg y L-HDAg. 6) El S-HDAg se transporta al nicleo. 7) El L-HDAg se somete a una prenilacion
antes del ensamblaje de las particulas virales. Proceso inhibido por Lonafarnib. 8) El S-HDAg promueve la
replicacion del VHD en el nucleo. 9) El L-HDAg inhibe la replicacion del VHD en el nicleo. 10) Los HDAg se
asocian con nuevas transcripciones de ARN gendmico para formar nuevas RNP que se exportan al
citoplasma. 11) Las RNP se asocian con el HBsAg y se ensamblan en viriones. Proceso inhibido por REP
2139.1%22) Los viriones VHD se liberan del hepatocito a través de la red trans-Golgi. Proceso inhibido por REP
2139.

1.9.2.1 Inhibidores de la entrada viral

Bulevirtide (BLV), anteriormente conocido como Myrcludex-B, es un lipopéptido lineal
sintético miristoilado de 47 aminoéacidos derivado del dominio Pre-S1 de la L-HBsAg, que
compite con éste para unirse al NTCP, lo que inhibe la entrada viral, evitando asi la
reinfeccion de los hepatocitos y, con el tiempo, conduciendo a la eliminacion del virus.™*
Esta molécula mostré eficiencia in vitro™ y los estudios preclinicos mostraron que
obstaculiza eficazmente el establecimiento de la infeccibn en ratones quiméricos

humanizados pretratados.'?***°

Estudios en pacientes con hepatitis delta crénica tratados con BLV han demostrado que

BLV es capaz de bloguear el NTCP como receptor del VHD sin que este pierda su
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capacidad transportadora de acidos biliares. De hecho, aunque en algunos pacientes se
ha observado un ligero aumento de las sales biliares, es un tratamiento bien tolerado y
con pocos efectos adversos. Su administracion, limitada en el tiempo, con o sin
combinacion con PEG-IFN-a o TDF es eficaz para reducir significativamente el ARN-VHD
al final del tratamiento. La mayoria de pacientes mejora la actividad necroinflamatoria del
higado al normalizar las ALT cuando reciben BLV en la dosis adecuada. Sin embargo,
muchos pacientes no mantienen una respuesta viroldégica sostenida al finalizar el

tratamiento.*¢1%°

Datos recientes sugieren que los hepatocitos positivos para el HDAg podrian replicarse
permitiendo la persistencia del VHD incluso en presencia del inhibidor de entrada. El
recambio celular en un contexto inflamatorio y la persistencia del ADN-VHB integrado
como la principal fuente de HBsAg podrian explicar la pérdida limitada del ARN-VHD y
posiblemente el rebote viral después del tratamiento.***

Dados estos primeros resultados, BLV recibi6 la designacibn de Orphan Drug
Designation para el tratamiento de la infeccion por VHD de la Agencia Europea de
Medicamentos (EMA) y de la Administracion Estadounidense de Alimentos y
Medicamentos (FDA). Ademas de la PRIME Eligibility por la EMA. En octubre de 2018,
fue nombrado Breakthrough Therapy Designation por la FDA. Y por ultimo, destacar que
en Francia, 2 mg de BLV al dia estan disponibles para pacientes con hepatitis delta

crénica (Autorisation temporaire d’utilisation (ATU)) desde septiembre de 2019.'31

1.9.2.2 Inhibidores de la isoprenilacion

El Lonafarnib (LNF), utilizado previamente como un tratamiento contra el céncer, se
encuentra actualmente en estudio en pacientes con hepatitis delta cronica. Es un
inhibidor de la farnesil transferasa, una enzima clave en la prenilacion que promueve la
farnesilacion del residuo C-211 del L-HDAg y, en consecuencia, el ensamblaje y la
liberacion de particulas virales. Por lo tanto, la reduccion de los niveles de ARN-VHD en
suero esta directamente relacionada con el ensamblaje de las particulas virales del VHD
(similar al efecto de los NA para la liberacion del VHB que evitan la transcripcion inversa
y bloguean la produccién del virus).'®*!** El bloqueo del ensamblaje de las particulas
virales da como resultado la acumulacion intrahepatocelular de intermediarios replicativos
del VHD pero no conduce principalmente a una reduccion de los hepatocitos infectados
en el higado. Sin embargo, podria causar la renovacion acelerada de los hepatocitos
infectados a través de los efectos citotdxicos directos de los intermediarios replicativos

acumulados o la destruccién de células mediada por el sistema inmunitario.*®®
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Estudios en pacientes con hepatitis delta crénica tratados con LNF han demostrado que
se consigue reducir significativamente los niveles de ARN-VHD de una manera dosis-
dependiente pero se observan rebotes virologicos al suspender el tratamiento. LNF
presenta efectos secundarios gastrointestinales, que se reducen cuando se administra
juntamente con ritonavir (RTV), ya que inhibe la metabolizacion de LNF lo que permite
administraciones a dosis mas bajas. LNF se ha administrado en combinacién con PEG-
IFN-a o PEG-IFN-A y TDF o ETV para la supresion del VHB, pero continua teniendo los

mismos efectos secundarios. 163166168

LNF ha sido concedido como Orphan Drug Designation por la FDA y la EMA, Fast Track
Designation and Breakthrough Therapy Designation por la FDA y PRIME Eligibility

Designation por la EMA. 6162

1.9.2.3 Polimeros de acido nucleico

Los polimeros de acido nucleico (NAP) son oligonuclettidos fosforotioados que tienen
efectos antivirales a través de varios mecanismos.'® Pueden bloquear la entrada viral
gracias a la fosforotioacion o anfipaticidad de los NAP que les permite interactuar con las
superficies hidrofébicas de las glicoproteinas, gracias a su estructura similar a los
HSPGs.*"*'"* También pueden intervenir en la inhibicion de la liberacion del HBsAg,'"#*"
en la reduccién del HBsAg intracelular a través de la inhibicion del ensamblaje de
particulas subvirales,'” y posiblemente, en la interaccién con el S-HDAg y el L-HDAg que

conduce a la inhibicion del ciclo de replicacién del VHD.'™

Entre ellos, REP-2139 es un compuesto que inhibe la unién del virus a los HSPGs,
bloquea el ensamblaje de particulas subvirales, evita la liberacion del HBsAg y permite su
eliminacion y la restauracion del control funcional de la infeccién cuando se combina con

diversas inmunoterapias.*’’*"

Estudios en pacientes con hepatitis delta crénica tratados con REP-2139-Ca en
combinacion con PEG-IFN-a demuestran una reduccion significativa de los niveles de
ARN-VHD. Ademas, REP-2139-Ca parece ser la Unica terapia en investigacion para
reducir el HBsAg rapidamente. Los efectos secundarios incluyeron pirexia, escalofrios,

trombocitopenia y leucopenia.'®*8

1.9.2.4 Interferon lambda

Interferon lambda (IFN-A) es un IFN tipo Ill con caracteristicas estructurales,

caracteristicas del receptor y actividades biologicas distintas del IFN-a. IFN-A induce la
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expresion de ISG para inducir una respuesta inmune antiviral de amplio espectro. La
unién de IFN-A a los receptores de IFN tipo Ill da como resultado la dimerizacién del
receptor, lo que conduce a la activacion de las vias de transduccién de sefiales mediadas
por JAK y STAT, similar a las vias estimuladas por IFN-a.'®%'% |La sefializacion de IFN-A
se localiza en el higado y puede tener un papel protector.'®*®® Se ha demostrado que
IFN-A tiene un efecto antiviral contra el VHD, reduciendo los marcadores de infeccion
intrahepatica del VHD, comparable con IFN-a, en ratones con higados humanizados
infectados con VHB-VHD.'*’

Estudios en pacientes con hepatitis delta crénica tratados con IFN-A y TDF o ETV, para la
supresion del VHB, demostraron que este tratamiento fue bien tolerado y los pacientes
gue recibieron tratamiento previo con IFN-a informaron menos efectos secundarios con
IFN-A. Ademas, la respuesta viroldgica sostenida y la normalizaciéon de las ALT se logré

en algunos pacientes pero era dosis-dependiente.'®

1.9.2.5 Otros tratamientos

También se ha planteado el uso de la ribozima viral como diana para el desarrollo de
antivirales especificos, ya que, es el Unico elemento viral con actividad catalitica y de vital
importancia para la replicacion y procesamiento del genoma viral. La inhibicion especifica
de la actividad de la ribozima se ha logrado in vitro con pequefios ARN de interferencia
(ARNSsi), evitando la escision del ARN multimérico y la produccion funcional del ARN
gendémico y antigénomico. Sin embargo esta opcion presenta limitaciones debido a la
propia biologia del sistema y la rapida replicacion del material genético del VHD.*#**%
Algunos antibidticos y sus complejos de cobre (Cu) (Il) podrian interferir con la

ribozima.%%1%3

También se han propuesto oligonucle6tidos antisentido complementarios a los sitios de
autoescision de la ribozima genémica como un posible enfoque terapéutico.®*'* La
ventaja de estos oligonucledtidos antisentido en comparaciéon con los ARNSsi es que son
capaces de entrar en el nucleo e inhibir la ribozima. En cambio, los ARNsi solo pueden
interactuar y promover la degradacion de los ARNm, lo que impediria la expresion de los

HDAg.
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2. HIPOTESIS

El estudio de las quasiespecies virales se ha basado tradicionalmente en la clonacion y la
secuenciacion directa, y mas recientemente en una tecnologia méas sensible y

reproducible conocida como secuenciacion masiva (NGS).9¢%°

Esta tesis se ha centrado en el estudio de la quasiespecies del VHD, sobre la cual
existen pocos estudios y por tanto, todavia no se dispone de datos muy concluyentes

sobre sus implicaciones.

La quasiespecies del VHD circulante muestra dos poblaciones virales, como resultado de
la edicién por la enzima ADAR-1: una poblaciéon con genomas no editados (que codifican
el S-HDAg, el cual se requiere para la replicacién viral) y otra poblacion con genomas
editados (que codifican el L-HDAg, que inhibe la replicacion viral).®*’® Esto sugiere que
podria ser importante analizar el porcentaje de ambos genomas al monitorizar pacientes
con hepatitis delta crénica. En un estudio preliminar reciente de nuestro grupo,’® se
utilizé la NGS para cuantificar porcentajes de genomas del VHD no editados y editados
en las quasiespecies circulantes de 3 pacientes. No obstante, se necesitan més estudios
para consolidar este tipo de aproximaciones metodoldgicas, para cuantificar de manera

fiable genomas no editados y editados.

Ademas de la region del genoma del VHD que codifica el antigeno de la hepatitis delta
(HDAQ), el cual puede ser editado por ADAR-1, este genoma tiene una segunda region
fundamental para la replicacion viral, la region de la ribozima. La ribozima del VHD es el
anico ejemplo de un ARN catalitico asociado con un virus animal, el cual cataliza la
autoescision de las copias de su genoma. La secuencia de la ribozima no es codificante y
es activa in vitro en ausencia de proteinas.?” El anélisis de la conservacion o variabilidad
de esta regiéon de forma profunda, como permite la NGS, no se ha estudiado hasta la

actualidad.

En este sentido, es importante estudiar la conservacion o variabilidad de las dos regiones
mencionadas. Por tanto, este estudio puede ser de utilidad a nivel clinico, tanto para
monitorizar pacientes con hepatitis delta cronica como para encontrar nuevas estrategias

terapéuticas.
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Debido a ello, se plantean las siguientes hipotesis:

La metodologia de NGS es mas precisa que la clonacion y la secuenciacion
Sanger para cuantificar porcentajes de poblaciones de genomas editados y no
editados en el VHD.

Puesto que los genomas no editados codifican para el S-HDAg, que activa la
replicacién viral, la proporcién de estos genomas en la quasiespecies circulante

del VHD es superior a la de genomas editados.

El fenébmeno de edicion podria no ser exclusivo en una sola posicion. Con lo cual,
los cambios de nucle6tidos de tipo transicion, en la misma region del genoma del

VHD, son mas frecuentes que las transversiones.

Dado que el HDAg es una proteina multifuncional con varios dominios que
experimentan modificaciones postraduccionales, la conservacion de su secuencia

codificante no es homogénea a lo largo de toda su longitud.

La region de la ribozima del VHD tiene una funcién esencial para la replicacion

viral, por lo cual, su secuencia deberia ser poco variable.
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3. OBJETIVOS

El objetivo principal de esta tesis ha sido estudiar la quasiespecies del VHD mediante
NGS, cuantificando la edicién de su genoma, que da lugar a los antigenos S-HDAg vy L-
HDAg, y la conservacibn o variabilidad de las regiones funcionales del virus,
correspondientes al HDAg y a la ribozima, que es el Unico dominio de este virus con

actividad enzimatica propia y esencial para la replicacién viral.
Para ello se plantean como objetivos secundarios:

- Validar el método de NGS para cuantificar porcentajes de poblaciones de
genomas editados y no editados en el VHD, comparandolo con el método de

clonacion molecular y secuenciacion Sanger.

- Confirmar si la edicion es un fenébmeno general que tiene lugar en toda la region

codificante del HDAg analizada.

- Analizar el grado de conservacién o variabilidad de la quasiespecies del VHD en
las regiones analizadas del HDAg y de la ribozima, compatible con su papel

esencial en la replicacion viral.

- Analizar si existen patrones de mutaciones a nivel aminoacidico en la region del

HDAg analizada.
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4. MATERIAL Y METODOS

4.1 Cuantificacion del ADN del VHB

El ADN del VHB se cuantificd por PCR cuantitativa (QPCR) en el sistema COBAS 6800,
mediante el ensayo cobas® HBV Test (Roche Diagnostics, Mannheim, Alemania). El
sistema utiliza un proceso universal de preparacion de muestras y reactivos para aislar,
purificar y extraer los acidos nucleicos totales a partir de 650 uL de plasma extraido en
tubo de EDTA. La gPCR se utiliza para amplificar y simultdneamente cuantificar de forma
absoluta el producto de la amplificacion. Esta técnica tiene un intervalo de linealidad
desde 10 hasta 1,00E+09 Ul/mL y un limite de deteccién de 2,7 Ul/mL. En esta

cuantificacién no afecta que la muestra esté lipémica, ictérica o hemolizada.?®

4.2 Determinacion de los marcadores serologicos (HBsAg, HBeAg, anti-
VHD)

El HBsAg y el HBeAg se determinaron a partir de 150 yL de plasma extraido en tubo de
EDTA o suero, usando inmunoensayos electroquimioluminiscentes comerciales
(Elecsys® HBsAg Il kit y el Elecsys® HBe Ag kit, respectivamente), en el sistema COBAS
8000 (Roche Diagnostics, Rotkreuz, Suiza). En estas determinaciones no afecta que la
muestra esté lipémica, ictérica o hemolizada. A partir de sustratos estables, se generan
productos capaces de emitir fotones, cuyo origen es electroquimico. El anticuerpo
utilizado recubre unas microparticulas imantadas, que tras la formacion del complejo
antigeno-anticuerpo, se fijjan a un electrodo por magnetismo. Dicho anticuerpo esta
conjugado con un marcador capaz de emitir fotones cuando se aplica una pequefa
diferencia de potencial sobre el electrodo. La energia luminica se detecta en un
fotomultiplicador.?*+**? En estas determinaciones no afecta que la muestra esté lipémica,

ictérica o hemolizada.

Los anticuerpos anti-VHD se determinaron cualitativamente a partir de 170 pyL de plasma
extraido en tubo de EDTA o suero, con el HDV Ab kit (DIA. PRO. Diagnostics Bioprobes
Slr, Sesto San Giovanni, Italia) utilizando el sistema LIAISON® XL MUREX (DiaSorin,
Saluggia, Italia) mediante la tecnologia de inmunoensayo de quimioluminiscencia
indirecta (CLIA). El antigeno recombinante especifico para el VHD se usa para recubrir

las particulas magnéticas (fase soélida). Durante la primera incubacion, los anticuerpos
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anti-VHD presentes se unen a la fase solida a través del antigeno VHD recombinante.
Durante la segunda incubacion, los anticuerpos monoclonales de ratén para la
inmunoglobulina G (IgG) e inmunoglobulina M (IgM) humanas, ambos unidos a un
derivado de isoluminol (conjugado de isoluminol-anticuerpo), reaccionan con los
anticuerpos anti-VHD ya unidos a la fase sélida. Después de cada incubacién, el material
no unido se elimina con un ciclo de lavado. Posteriormente, se afiaden unos reactivos y
se induce asi una reaccion de quimioluminiscencia instantanea. La sefial luminosa, y por
lo tanto, la cantidad de conjugado isoluminol-anticuerpo, se mide mediante un
fotomultiplicador y es indicativa de la presencia de anticuerpos anti-VHD. En esta técnica

no afecta que la muestra esté lipémica, ictérica o hemolizada.?*®

4.3 Extraccion del ARN del VHD

En el primer estudio, la extraccién del ARN del VHD se realizd con el Total Nucleic Acid
Isolation Kit (TNAI) (Roche Diagnostics, Mannheim, Alemania) utilizando el sistema
automatizado COBAS AmpliPrep (Roche Diagnostics, Rotkreuz, Suiza). En cambio, en el
segundo estudio, se realiz6 con el MagNA Pure LC Total Nucleic Acid Isolation Kit
(Roche Diagnostics, Mannheim, Alemania) utilizando el sistema automatizado MagNA
Pure LC (Roche Applied Science, Indianapolis, Estados Unidos).

Ambos kits se basan en el mismo principio para la extraccién de acidos nucleicos (Figura
13). A partir de 250 uL de plasma extraido en tubo de EDTA, se lleva a cabo la lisis de
las particulas viricas mediante incubacion a alta temperatura con una proteinasa K y un
tampdn caotropico de union/lisis. Esto libera los &cidos nucleicos y protege al ARN
liberado de las ribonucleasas (RNasa) presentes en el plasma. Después, se afiaden las
particulas de vidrio magnéticas (MGP), y los &cidos nucleicos presentes en la muestra se
unen a su superficie. Las sustancias no unidas, tales como sales, proteinas y otras
impurezas, se eliminan al lavar las MGP. Por ultimo, se eluyen los &cidos nucleicos

adsorbidos a temperatura elevada con un tamp6n bajo en sal.”®*
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Figura 13. Extraccion de acidos nucleicos. 1) Lisis de la muestra, inactivacion de nucleasas y liberacion de
acidos nucleicos. 2) Adicion de particulas de vidrio magnéticas (MGP) y union de los acidos nucleicos a las
MGP. 3) Separacion magnética de los complejos MGP/4cido nucleico de la muestra lisada. 4) Mdltiples pasos
de lavado. 5) Elucién de los 4cidos nucleicos purificados.”®®

4.4 Cuantificacion del ARN del VHD

En el primer estudio, el ARN del VHD se cuantificd por un método in-house utilizando un
estandar genémico completo del ARN del VHD, que tiene un intervalo de linealidad
desde 1,00E+02 hasta 1,00E+08 copias/uL.?*® En cambio, en el segundo estudio, el ARN
del VHD se cuantificé utilizando el estdndar internacional del ARN del VHD de la
Organizacién Mundial de la Salud (1st World Health Organization International Standard
for Hepatitis D Virus RNA for Nucleic Acid Amplification Techniques-based assays; PEI
code number: 7657/12). Este estandar internacional tiene un intervalo de linealidad desde
5,75E+02 hasta 5,75E+05 Ul/mL y un limite de deteccién de 5,75E+01 Ul/mL.?*’

En ambos estudios, debido a la alta tasa de emparejamiento de bases internas (un 70%)
del genoma del VHD,>* es esencial maximizar la ruptura de los puentes de hidrégeno
para facilitar el cebado en el paso de transcripcion inversa (RT). Por esta razon, se
considero la aplicaciéon de un fuerte choque térmico al ARN del VHD, obtenido de plasma
con EDTA tal como se explica en el apartado anterior. Este choque térmico consistié en
una desnaturalizacion con 10 pL de ARN del VHD a 95°C durante 10 minutos, seguido
inmediatamente de un enfriamiento a -80°C durante 5 minutos, para minimizar la posible
recuperacion del emparejamiento de bases internas naturales (renaturalizacion).?®
Seguidamente, se realiz6 la cuantificacién del ARN del VHD desnaturalizado utilizando la
tecnologia de Florescence Resonance Energy Transfer (FRET) con los cebadores y las
sondas reportados por Schaper et al. (2010)'* (Tabla 1), mediante RT-qPCR en un solo
paso utilizando el kit LightCycler RNA Master HybProbe (Roche Diagnostics, Mannheim,
Alemania) en el sistema LightCycler 2.0 (Roche Diagnostics, Mannheim, Alemania). Los
componentes utilizados en la RT-gPCR y el protocolo seguido se resumen en la Tabla 2

y Tabla 3, respectivamente.
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Cebadores y sondas Posiciones Secuencia (5’- 3°)
Cebador DP15 815 -836 CGTCCTTCTTTCCTCTTCGGGT
Cebador DP2 900-919 AGTGGCTCTCCCTTAGCCAT
Sonda fluorescente HDV-FL 848-870 TCCTCCTTCGGATGCCCAGGTCG - fluoresceina
Sonda fluorescente HDV-LC 873-895 LC640 - CCGCGAGGAGGTGGAGATGCCAT - fosfato

Tabla 1. Cebadores y sondas utilizados en la cuantificacion del ARN del VHD.

125

Componentes Concentracién | Volumen (uL)
Agua estéril - 0,6
Acetato de manganeso [Mn(OACc),] 50 mM 1,3
Cebador DP15 100 uM 0,1
Cebador DP2 100 uM 0,1
Sonda fluorescente HDV-FL 20 uM 0,2
Sonda fluorescente HDV-LC 20 uM 0,2
LightCycler® RNA Master Hbef(obe (ADN polimerasa Tth, 27 x 7.5
tampon de reaccion y dNTPSs) '

Tabla 2. Componentes, concentracion y volumen utilizados en la cuantificacién del ARN del VHD. dNTPs,

desoxinucleotidos trifosfato.
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Temperatura Tiempo

98°C 5 minutos
Choque térmico
-80°C 5 minutos
LightCycler 2.0
. Modo de adquisicién Modo de
Programa Temperatura Tiempo - C1e
de fluorescencia andlisis
RT 61°C 20 minutos Ninguno Ninguno
Desnaturalizacion 95°C 10 minutos Ninguno Cuantificacion
95°C 2 segundos Ninguno
Amp||f|_caC|on 55°C 15 segundos Unico Cuantificacion
(45 ciclos)
72°C 15 segundos Ninguno
Enfriamiento 40°C 30 segundos Ninguno Ninguno

Tabla 3. Tiempos y temperaturas del protocolo de cuantificacién del ARN del VHD. RT, transcripcion inversa.

4.5 Amplificacion del ARN del VHD para obtener librerias de amplicones

para analizar por secuenciacion masiva (NGS)

En el primer estudio, la regién seleccionada para el andlisis cubrié un fragmento de 360
pares de bases (pb) del genoma del VHD, desde las posiciones nucleotidicas 910 a
1270. Este fragmento incluia la region codificante del antigeno de la hepatitis delta
(HDAQ) que contiene el sitio de edicion (nucleétido 1012 dentro del codén 196). En el
segundo estudio, las regiones seleccionadas fueron la misma que en el primer estudio y
la region de la ribozima, que consta de un fragmento de 198 pb, desde las posiciones
nucleotidicas 684 a 881.

En ambas regiones, en primer lugar, el ARN del VHD extraido se desnaturaliza a 98°C
durante 5 minutos y se transfirié inmediatamente a -80°C, por las razones explicadas en
el apartado anterior.?*® Después se realizé la reaccion de RT utilizando la transcriptasa
inversa Accuscript HiFi (Agilent Technologies, Santa Clara, Estados Unidos) de acuerdo
con las instrucciones del fabricante. EI ADN complementario (ADNc) resultante se

amplifica en una primera reaccion de PCR usando un cebador directo (forward (fw)) y un
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cebador inverso (reverse (rv)). La PCR anidada (PCR M13) se realiz6 con los cebadores
M13-fw y M13-rv, que incluian cada uno una secuencia adaptadora universal M13
diferente en el extremo 5'. Para el primer estudio, en el que la NGS se llevo a cabo en la
plataforma Roche 454 GS Junior (Roche Diagnostics, Branford, Estados Unidos), en la
ultima PCR (PCR MID) se utiliz6 un par especifico de cebadores para cada muestra que
contenia la secuencia adaptadora de NGS en 5, seguido de una secuencia no
palindrémica “llave” (Key sequence), seguido de un identificador tnico para cada muestra
(secuencias de identificador multiplex [MID]) y las mismas secuencias universales M13
gque en los cebadores utilizados en la PCR anterior. Hay dos clases de adaptadores, Ay
B, que se diferencian en la secuencia de nucleétidos. La secuencia MID es un
identificador Unico establecido por el fabricante, que se utiliza durante el analisis
bioinformatico para identificar la muestra a la que pertenece cada lectura de secuencia
(read) obtenida.'® Para el segundo estudio, en el que la NGS se llevé a cabo en la
plataforma MiSeq (lllumina, San Diego, Estados Unidos), la PCR MID utiliz6 un par de
cebadores para cada muestra que contenian la secuencia MID y las secuencias M13.
Todos los pasos de PCR se realizaron utilizando la ADN polimerasa Pfu Ultra Il de alta
fidelidad (Agilent Technologies, Santa Clara, Estados Unidos). El limite de sensibilidad
para la amplificacion del HDAg, es de muestras con ARN-VHD superior a 1,00E+03; en
cambio, para la ribozima es de muestras con ARN-VHD superior a 1,00E+02. Los
cebadores utilizados para amplificar las secuencias del primer y segundo estudio se
muestran en la Tabla 4, los componentes utilizados se muestran en la Tabla 5 y los

protocolos que se han seguido se muestran en la Tabla 6.
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Primer estudio — Amplificacién de laregion del HDAg
PCR | Cebadores | Posiciones Secuencia b - 3’
RT RT rv 728-747 CGGTCCCCTCGGAATGTTG
Primer 1a fw 865-884 AGGTCGGACCGCGAGGAGGT
aPCR larv 306-328 GCTGAAGGGGTCCTCTGGAGGTG
PCR M13-fw 886-909 | CTTGTAAAACGACCECCAGTGAGATGCCATGCCGACCCGAAGAG
M13 M13-rv | 1272-1295 | CACAGEAAACAGCTATEACCCGACGAAGGAAGGCCCTCGAGAAC
PCR
Segundo estudio — Amplificacion de laregién del HDAg
PCR | Cebadores | Posiciones Secuencia b’ - 3’
- -GTTGTAAAACGACGGCCAGT
PCR MID fw MID
MID 1 MiD v i MID-CACAGGAAACAGCTATGACC
Segundo estudio — Amplificacion de laregion de la Ribozima
PCR | Cebadores | Posiciones Secuencia 5’ - 3
RT RT rv 1435-1454 TGGCTGGGAAACATCAAAGG
Primer 1a fw 1435-1454 TGGCTGGGAAACATCAAAGG
aPCR larv 308-326 CCTCCAGAGGACCCCTTCA
M13-fw 883-900 CACAGCAAACAGCTATGACETCGGCATGGCATCTCCAC
PCR
M13
M13-rv 663-683 GTTGTAAAACGACEECCAGTCGCGTTCCATCCTTTCTTACC
: GTTGTAAAACGACGGCCAGT
PCR MID fw MID
MID 1 MiD v . MID-CACAGGAAACAGCTATGACC

Tabla 4. Cebadores utilizados en la transcripcion inversa (RT) y en las PCRs para amplificar la region del
HDAg y la regién de la ribozima. En la region del HDAg, del primer al segundo estudio, solo varian los

cebadores de la PCR MID. Los nucleétidos coloreados en

corresponden a la cola M13, los coloreados

en - a la secuencia adaptadora de NGS A o B y los coloreados en amarillo a la Key sequence utilizada
en la plataforma Roche 454 Roche 454 GS Junior.
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Componentes

Concentracion

Volumen (uL)

Desnaturalizacion RT IV 10uM 2
y choque térmico ARN-VHD extraido - 10
Agua estéril - 1
Ditiotreitol (DTT) - 2
Tampén de reaccion 10 x 2
RT
dNTPs 10 mM 2
Transcriptasa inversa Accuscript HiFi - 1
ARN-VHD extraido + RT rv - 12
Agua estéril - 28,75
Tampon de reaccién 10 x 5
dNTPs 10 mM 1,25
Primera PCR la fw 10 uM 2
larv 10 pM 2
ADN polimerasa Pfu Ultra Il - 1
Producto de la RT - 10
Agua estéril - 16,875
Tampon de reaccion 10 x 2,5
dNTPs 10 mM 0,625
PCR M13 M13-fw 10 uM 1
M13-rv 10 uM 1
ADN polimerasa Pfu Ultra Il - 0,5
Producto de la 1a PCR - 2,5
Agua estéril - 38,75
Tampon de reaccion 10 x 5
dNTPs 10 mM 1,25
PCR MID M13-fw 20 uM 1
M13-rv 20 uM 1
ADN polimerasa Pfu Ultra Il - 1
Producto de la PCR M13 - 2

Tabla 5. Componentes, concentracion y volumen utilizados en la amplificacién del HDAg y de la ribozima.
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Temperatura Tiempo
Transcripcion inversa 42°C 60 minutos
RT
Inactivacion 70°C 10 minutos
Enfriamiento 20°C 0
Desnaturalizacion 95°C 1 minuto
94°C 20 segundos
A(n;gllllicc?oc;())n 54°C 20 segundos
Primera PCR
72°C 45 segundos
Extension 72°C 3 minutos
Enfriamiento 4°C 00
Desnaturalizacion 95°C 2 minutos
94°C 20 segundos
Amplificacion 63°C (para el HDAQ)
) Lo 20 segundos
35 ciclos 60°C (para la ribozima
PCR M13 ( ) (b )
72°C 30 segundos
Extension 72°C 3 minutos
Enfriamiento 4°C 00
Desnaturalizacion 95°C 2 minutos
94°C 20 segundos
60°C 20 segundos
Amplificacion 20 4
25 ciclos segunaos
PCR MID ( ) (Roche 454 GS
72°C Junior) /
45 segundos
(MiSeq)
Extension 72°C 3 minutos
Enfriamiento 4°C 00

Tabla 6. Tiempos y temperaturas del protocolo de la transcripcién inversa (RT) y de los diversos pasos de
PCR para amplificar la region del HDAg y la regién de la ribozima. Todos los tiempos y temperaturas son los
mismos en los diferentes programas de PCR para las dos regiones excepto en la PCR M13, en el segundo
paso de amplificacion y en la PCR MID en el tercer paso de amplificacién.
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4.6 Comprobacién de la amplificacion del ARN del VHD

Los productos obtenidos de las PCR de amplificacion se visualizaron como bandas
individuales en gel de electroforesis de agarosa al 1,5% diluida en el tampdén 1x Tris-
Borato-EDTA (TBE) (Thermo Fisher Scientific, Geel, Bélgica) para el primer estudio y el
tampdén 1x Tris-Acetato-EDTA (TAE) (Corning Mediatech Inc., Manassas, Estados
Unidos) para el segundo estudio. Esta diferencia en el tampén se debe al método de
NGS que se utilizard después. La electroforesis es un método de separacion de
biomoléculas de acuerdo a su tamafio que permite una observacion directa de cada
fragmento separado directamente en el gel. Cuando una corriente eléctrica se aplica
sobre el gel de agarosa, el ADN tiene una carga negativa y migra hacia el anodo (polo
positivo). Para visualizar las bandas de ADN se utilizd el reactivo SybrSafe DNA Gel
Stain (Thermo Fisher Scientific, Carlsbad, Estados Unidos), el cual tifie el ADN,
haciéndolo visible mediante la emision de luz ultravioleta.’® Ademads, esta técnica
permite comprobar la longitud de los fragmentos amplificados afiadiendo un marcador de
peso molecular. En la separacién electroforética, este marcador, da como resultado un
patrén regular de bandas donde se conoce el peso molecular de cada una de ellas.
Depende de la longitud esperada del fragmento se ha utilizado el marcador DNA
Molecular Weight Marker XIV (100-1500 pb) o el marcador DNA Molecular Weight
Marker Il (0.12-23.1 kpb) (Roche Diagnostics, Mannheim, Alemania). Para visualizar los
productos de PCR obtenidos se cargaron 10 uL en el gel de agarosa si solo se queria
detectar si habia o no producto de PCR amplificado. En cambio, si después se realiza el
corte de banda y su purificacién, se carga todo el producto de PCR.

4.7 Purificacién del producto de PCR

Una vez separadas las bandas correspondientes al producto de PCR en el gel de
agarosa, se cortaron y se purificaron usando el QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN®,
Hilden, Alemania) siguiendo las instrucciones del fabricante. Este kit de extraccion
permite la eliminacion de nucledtidos, enzimas, sales, agarosa y otras impurezas de las
muestras, asegurando una recuperacion del ADN de hasta el 80%. El ADN se purificd
utilizando un procedimiento simple de union, lavado y elucion. Las bandas de gel se
disuelven en un tampdén que contiene un indicador de pH, lo que permite una facil
determinacién del pH éptimo para la unién del ADN. La mezcla se aplica a la columna de

centrifugacion QIAquick y los &cidos nucleicos se adsorben a la membrana de silice, en
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las condiciones de alto contenido de sal proporcionadas por el tampoén. Las impurezas se
5 209

eliminan y el ADN puro se eluye en 50 pyL de tampdon 10 mM Tris-Cl, pH 8,

4.8 Comprobacion de la calidad del producto de PCR purificado

Una vez purificados los productos de PCR, la calidad del ADN, es decir la pureza en la
que se han obtenido los fragmentos de interés en las librerias de NGS, se analizd
utiizando el sistema automatizado Agilent 2200 TapeStation con el kit D1000
ScreenTape (Agilent Technologies, Waldbronn, Alemania). El sistema Agilent 2200
TapeStation es una plataforma automatizada que utiliza ScreenTapes con 16 carriles
independientes. A partir de 1 uL de muestra, se mezcla con un tinte intercalante que
recubre el ADN y se realiza una electroforesis automatizada. Los resultados se muestran
como una imagen de gel (gel de electroforesis virtual), un electroferograma y una tabla
con la estimacion de la concentracion de ADN (ng/uL) en cada pico del electroferograma.

El tiempo necesario es de 1 0 2 minutos/muestra.”*°

Este analisis de la calidad es mas sensible que la electroforesis en gel de agarosa e
indicara si existen fragmentos diferentes a nuestro fragmento de interés. Es importante
que no haya fragmentos cortos, ya que, pueden causar interferencias importantes en la
NGS (reducen significativamente las lecturas de la secuencia de interés) y en el clonaje

(los fragmentos cortos se insertan con mas eficiencia en el plasmido).

4.9 Cuantificacion del producto de PCR purificado

Para garantizar que cada amplicon se representa adecuadamente en el andlisis de NGS,
se cuantificd el ADN purificado de cada muestra de manera automatizada mediante el
robot Freedom EVO® (Tecan, Mannedorf, Suiza) acoplado al fluorimetro Infinite 200 Pro
(Tecan, Mannedorf, Suiza), utilizando el reactivo Quant—iTTM PicoGreen® dsDNA Assay
Kit (Thermo Fisher Scientific, Camarillo, Estados Unidos) segun las instrucciones del
fabricante. Este reactivo es una tincion de &cidos nucleicos fluorescente ultrasensible
para cuantificar especificamente el ADN bicatenario (ADNds) en solucion. Tiene un
intervalo de linealidad desde 50 pg/mL hasta 2 pyg/mL y un limite de deteccion de 25
pg/mL. Se utiliza un espectro fluorimétrico estandar y longitudes de onda de excitacion y

emision de fluoresceina.?!*
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Una vez se conoce la concentracion de cada amplicon, se realiza una normalizacion, es
decir, se ajustan todos los amplicones a la misma concentracion. Para las muestras que
se van a secuenciar por la plataforma Roche 454 GS Junior esta concentracion sera de
1,00E+09 moléculas/uL y para las muestras que se vayan a secuenciar en la plataforma
MiSeq esta concentracion serd de 1,00E+10 moléculas/uL. Este paso se realiza
diluyendo los amplicones con tampon 10 mM Tris-Cl, pH 8,5. Una vez tenemos todos los
amplicones a la misma concentracion, se mezclan todos y se crea un pool. De esta
manera cada amplicon estara representado en cantidades equimoleculares en la libreria

gque sera analizada por NGS.

Otro tipo de cuantificacion, utilizado para cuantificar la concentracion de los productos de
PCR antes de la clonacion y para cuantificar el producto purificado obtenido después de
la clonacién, es mediante el NanoDrop™ 1000 Spectrophotometer (Thermo Fisher
Scientific, Wilmington, Estados Unidos). Este espectrofotdbmetro cuantifica a partir de 1 pL
de muestra con alta precision y reproducibilidad. Tiene un intervalo de linealidad desde 2
hasta 3700 ng/uL. La muestra se pipetea en el extremo de un cable de fibra Gptica (la
fibra receptora). Luego se pone en contacto un segundo cable de fibra optica (la fibra
fuente) con la muestra liquida, haciendo que el liquido cierre el espacio entre los
extremos de la fibra éptica. Una lampara de flash de xendn pulsado proporciona la fuente
de luz y un espectrofotometro que utiliza un dispositivo de carga acoplada (CCD) lineal

se utiliza para analizar la luz después de pasar a través de la muestra.?*

4.10 NGS del producto de PCR purificado

En el primer estudio, el pool fue secuenciado por NGS en el sistema Roche 454 GS

213214 mientras que en el segundo estudio, el pool fue secuenciado por NGS en la

Junior,
plataforma MiSeq.”® Ambas plataformas usan sistemas de NGS diferentes que se

resumen a continuacion.
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4.10.1 NGS mediante la plataforma Roche 454 GS Junior:

1. Amplificacion clonal en la PCR en emulsion (emPCR).

Antes de la NGS se necesita la amplificacién clonal de cada una de las cadenas de los
amplicones incluidos en cada libreria mediante una emPCR (Figura 14). En este proceso,
los amplicones son desnaturalizados para obtener ADN de cadena simple (ADNSss).
Estas moléculas se mezclan en una emulsion de “agua en aceite” con unas esferas
microscopicas llamadas DNA Capture Beads.?*® Esta mezcla tiene lugar en condiciones
gue favorecen que en una gota de emulsion entre solamente una esfera y una sola
molécula de ADNss. Esta molécula se hibrida con las esferas recubiertas de una
secuencia complementaria al adaptador (A o B) mencionado en el apartado 4.5
Amplificacion del ARN del VHD para obtener librerias de amplicones para analizar por
secuenciacion masiva (NGS). Una vez que las moléculas de ADNss estan inmovilizadas
en las esferas, este complejo es emulsionado con los reactivos necesarios para la
amplificacion [desoxinucleodtidos trifosfato (ANTPs), cebadores y la ADN polimerasa]. De
esta manera se forman microreactores donde una Unica cadena de cada amplicon sera

amplificada millones de veces y las copias cubriran toda la esfera.

+ PCR Reagents
_—

+ Emulsion Oil

Micro-reactors

Adapter carrying Mix DNA Library Create

library DNA & capture beads “Water-in-oil”
(limited dilution) emulsion

Z f .
Y A =
\ = - % & e ) —_—
s 4
-~ Y .

Perform emulsion PCR

“Break micro-reactors”
Isolate DNA containing beads

Figura 14. Esquema de la amplificacion clonal en la emPCR. Figura modificada a partir de figuras
proporcionadas por el fabricante (Roche, Branford, Estados Unidos).216
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2. Enriquecimiento:

Después de la amplificacion por emPCR, se rompe la emulsién y se cuentan las esferas
recuperadas, siendo la recuperacion éptima entre el 65 y el 85%. Se obtienen dos tipos
de esferas, unas con ADN amplificado y otras sin producto amplificado. A continuacion,
se lleva a cabo el proceso de enriquecimiento, que consiste en capturar esas esferas con
ADN vy eliminar las que no tienen producto amplificado (Figura 15). Para ello, las esferas
recubiertas de ADN se separan de las que no tienen producto amplificado por unién a
unas esferas paramagnéticas llamadas enrichment beads. La unién de las enrichment
beads con las esferas recubiertas de ADN tiene lugar mediante un cebador conjugado
con biotina (enrichment primer). Los amplicones de ADN que recubren las esferas, se
desnaturalizan y se hibridan con el enrichment primer, que es complementario al
adaptador (A o B) del extremo 3’ del ADN inmovilizado en las esferas. Ademas, las
enrichment beads estan recubiertas de estreptavidina que se une a la biotina de los
enrichment primers. El complejo formado por esferas con ADN amplificado + enrichment
primer + enrichment beads se introduce en un iman donde es retenido, mientras que el
sobrenadante con esferas nulas se elimina. Una vez separadas las esferas recubiertas
de ADN, se desnaturaliza el ADN que recubre las esferas recuperadas para obtener una
libreria de ADNss al que se hibrida otro cebador que actuard en la reaccién de
pirosecuenciacion. A continuacién, se valora la calidad del procedimiento de
enriquecimiento por contaje de las esferas recuperadas al final de este proceso. El
enriquecimiento Optimo esta entre el 5y el 20% de los 10 millones de esferas originales
afiadidas a la emulsién (entre 500.000 y 2.000.000 de esferas). Un enriguecimiento por
debajo del 5% daria pocas lecturas de secuencia (reads) en la carrera de secuenciacion,
en cambio, por encima del 20% indicaria que hay gotas de emulsién con mas de una

molécula de ADNSss, lo que supondria una lectura de mala calidad.

| W ooar®
@ 6@@ 9 Q

purify beads With product

v 5-20% 6ptimo |
Unién de Primer Adicién de bolas Me|t\|/ —
dsDNA marcado con Biotina a magnéticas con % — iy O -
bolas de captura con estreptavidina ﬁ» N
ssDNA ; 5

Figura 15. Esquema del enriquecimiento. Figura modificada a partir de figuras proporcionadas por el
fabricante (Roche, Branford, Estados Unidos).
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3. Pirosecuenciacion:

Las esferas enriquecidas se depositan en una placa de fibra éptica PTP (PicoTiterPlate),
de manera que solo entre una esfera por pocillo.?*® Junto con estas esferas se afiaden
otras esferas: unas con las enzimas necesarias para la reaccidon de pirosecuenciacion
(enzyme beads) y otras para mantener el conjunto de todos los componentes del sistema
de pirosecuenciacion dentro de los pocillos (packing beads). El depoésito de las esferas
en los pocillos de la PTP se hace por capas a través de varios ciclos de carga y
centrifugacion (Figura 16). Ademas, el subsistema de fluidica de la plataforma va
liberando los reactivos necesarios para la pirosecuenciacién, como son los tampones y

los dNTPs, en flujos sobre la PTP.

D8P

5me

5 mr

DNA Beads r -
10 min _— /‘ ‘-‘J b L
Packing Beads T2 :l: :.-‘.-
= w14 |
Prelayer

Figura 16. Carga de las esferas en capas dentro de los pocillos de la PTP y disposicién de las capas dentro
de cada uno de los pocillos. Figura modificada a partir de figuras proporcionadas por el fabricante (Roche,
Branford, Estados Unidos).?*®

Una vez cargada, la PTP se deposita dentro de la celda de flujo o flowcell del
secuenciador Roche 454 GS Junior y empieza el proceso de NGS (Figura 17) que se

realiza en los siguientes pasos:**°

a) El ADNss, unido a las esferas recuperadas después del enriquecimiento e
hibridado con el cebador de secuenciacion, se incuba con las enzimas ADN polimerasa,
ATP sulfurilasa, luciferasa y apirasa, mas los sustratos adenosina-5’-fosfosulfato (APS) y

luciferina, en los pocillos de la placa PTP.

b) Adicion en ciclos, de uno en uno, los cuatro dNTPs, mientras la ADN
polimerasa cataliza la incorporacién del dNTP en la cadena molde unida a las esferas
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con ADN, si éste es complementario. Si hay incorporacién, se libera una cantidad de
pirofosfato inorganico (PPi) equivalente a la cantidad de dNTPs incorporados a la nueva

cadena.

c) Este PPi iniciard una reaccidon enzimatica acoplada que dara lugar a la
produccion de quimioluminiscencia: la ATP sulfurilasa convierte cuantitativamente el PPi
en adenosina trifosfato (ATP) en presencia de APS. El ATP generado, aporta la energia
necesaria que permite la oxidacion de la luciferina en oxiluciferina por accion de la
luciferasa. Este proceso genera luz visible en cantidades proporcionales a la cantidad de
ATP presente, por tanto proporcional al numero de nucle6tidos incorporados en cada

ciclo.

d) La luz emitida se transmite a una camara de alta resolucion que consiste en un
CCD, que la registra. En cada ciclo de un dNTP se coge una imagen de los pocillos, se
analiza el ruido de fondo y se filtra de acuerdo con los criterios de calidad internos del

sofware del instrumento.

e) La aspirasa degrada los dNTPs que no han sido incorporados y el ATP que no

se utiliza.

f) Se libera un nuevo dNTP que puede ser afiadido para iniciar un nuevo ciclo.

PP,

Sulfurylase

Luciferase - Luciferina

Light + oxyluciferin

Figura 17. Esquema del proceso de pirosecuenciacion. Figura modificada a partir de figuras proporcionadas
por el fabricante (Roche, Branford, Estados Unidos).

76



4. Analisis de laimagen

El primer paso es identificar las imagenes generadas en cada pocillo de la PTP. En este
punto, son de gran importancia los cuatro nucleétidos de los cebadores de la PCR MID
que forman la Key sequence (secuencia TCAG, en color amarillo, en la Tabla 4). Esta
secuencia permite reconocer cada pocillo de manera individual y detectar la presencia de
una esfera con ADN. Ademas, esta secuencia también permite calibrar la intensidad de la
sefial luminica de cada base, que indica directamente el nimero de nucleétidos
incorporados a cada pocillo a lo largo de cada ciclo. Los parametros de cada imagen,
como la intensidad de la sefial, el ruido de fondo, etc. se analizan por el sofware del
instrumento (Amplicon Variant Analyzer, AVA, Roche). Este sofware aplica una serie de
pasos de normalizacion, correccion y filtraje de la sefal obtenida y transforma estas
sefiales en un gréfico de flujos (flowgram) (Figura 18). Esto permite convertir estos datos
en reads, un proceso conocido como asignacién de bases o base calling.
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Figura 18. Ejemplo de un gréfico de flujos generado por el sofware de la plataforma. Figura modificada a
partir de figuras proporcionadas por el fabricante (Roche, Branford, Estados Unidos).
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4.10.2 NGS mediante la plataforma MiSeq:

1. Reparacion de extremos

En primer lugar, se deben transformar los extremos cohesivos de los amplicones,
mezclados en cantidades equimoleculares en los pools, en extremos romos. Este paso
se ha realizado con el Kapa Hyper Prep Kit (Roche Sequencing, Pleasanton, Estados
Unidos) utilizando el buffer End Repair & A-tailing y la End Repair & A-tailing Enzyme
Mix. El pool se mezcla con estos reactivos y se incuba a 20°C durante 30 minutos y a
65°C durante 30 minutos en un termociclador. Ademas, en este paso se fosforila el

extremo 5’ y se afiade un solo nucleétido de Adenina (A) a los extremos 3’ (Figura 19).
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Figura 19. Reparacion de extremos: se transforman los extremos cohesivos a extremos romos, se fosforila el
extremo 5’ y se afiade un nucleétido A al extremo 3'. Figura modificada a partir de figuras proporcionadas por
el fabricante (lllumina, San Diego, Estados Unidos).

2. Ligacion de los adaptadores

En este paso se procede a la ligacion de los adaptadores a los extremos de los
amplicones del pool (Figura 20). Esta ligacion se ha realizado con Nimblegen SeqCap
Adapter Kit (Roche Sequencing, Pleasanton, Estados Unidos) gracias al nucle6tido A
afadido en el paso anterior, que se unira a un nucleétido de Timina (T) presente en el
adaptador. P5 y P7 permitiran que los amplicones se unan a la celda de flujo, ya que, son
complementarios a los oligonucleétidos de su superficie. P5 se unira al extremo 5" y P7
se unira al extremo 3. Los indices permitiran etiquetar cada pool de amplicones, ya que,
en un mismo experimento se puede secuenciar mas de un pool a la vez (los amplicones

de cada muestra individual dentro de los pools se seguiran identificando por las mismas
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secuencias MID que con el sistema Roche 454 GS Junior). Rd1SP y Rd2SP son la diana
de los cebadores utilizados para iniciar la secuenciacion. En la reaccion de ligacion se
necesita el tampon de ligacién, la enzima ligasa y el agua, que se uniran a la mezcla
creada en el apartado anterior, ademas del adaptador elegido. Esta mezcla se incuba en
el termociclador a 20°C durante 15 minutos.
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Figura 20. Ligacion de los adaptadores. Figura modificada a partir de figuras proporcionadas por el fabricante
(Illumina, San Diego, Estados Unidos).

3. Lavado post-ligacidon

En este paso se utilizan las KAPA Pure Beads (Roche Sequencing, Pleasanton, Estados
Unidos) que consisten en una suspension de esferas paramagnéticas en un tampoén
optimizado. Este tampén incluye PEG/NaCl, un agente de precipitacion disefiado para
conducir las moléculas de ADN a las esferas para su union. La relacion volumétrica entre
las KAPA Pure Beads y la muestra es el factor critico para determinar la distribucion del
tamafio de los fragmentos de ADN retenidos por las esferas. En este caso se utilizd una
ratio de 0,8; 1 yL de DNA por 0,8 yL de KAPA Pure Beads. Este lavado se ha realizado
siguiendo las instrucciones del fabricante y permite eliminar adaptadores no ligados,
dimeros de adaptadores, cebadores, dimeros de cebadores, nucleétidos, sales y

enzimas.?"’
4. Amplificacion intermedia de las librerias de amplicones de los pools

Este paso intermedio no es obligatorio, pero si que es recomendable para pools con
librerias de amplicones presentes a concentraciones bajas, o si se analiza un virus en

gque su amplificacion tiene ciertas complicaciones como es el caso del VHD.
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Para esta amplificacion se utilizan 20 pyL del producto obtenido en el apartado anterior y
el KAPA HiFi HotStart ReadyMix PCR Kit (Roche Sequencing, Pleasanton, Estados
Unidos), que contiene la KAPA HiFi HotStart Ready Mix (2x) y la KAPA Library
Amplification Primer Mix (10x). La ADN polimerasa KAPA HiFi HotStart tiene la capacidad
de amplificar secuencias largas, secuencias ricas en GC y AT y actividad de correccién

de errores (1 error por cada 3,6E+06 nucledtidos incorporados).?*®

El protocolo que hay que seguir se resume en la Tabla 7. La baja tasa de errores de la
polimerasa KAPA HiFi HotStart junto con el bajo nimero de ciclos de la PCR intermedia
minimiza la introduccion de artefactos de amplificacion en las librerias de amplicones de

los pools.

Temperatura Tiempo Ciclos
Tapa del termociclador a 85°C
Desnaturalizacion inicial 98°C 45 segundos 1
Desnaturalizaciéon 98°C 15 segundos
Annealing 60°C 30 segundos 5
Extension 72°C 30 segundos
Extension final 72°C 1 minuto 1
Enfriamiento 4°C w 1

Tabla 7. Tiempos, temperatura y ciclos del protocolo de la PCR intermedia.

5. Lavado post-amplificacion
Se realiza lo mismo que en el apartado 4. Lavado post-ligacion.
6. Cuantificacion de los pools por gPCR

El siguiente paso es cuantificar los pools en el instrumento LightCycler 480 (Roche
Diagnostics, Indianapolis, Estados Unidos) mediante una qPCR a tiempo real utilizando
el KAPA Library Quantification Kit (Roche Sequencing, Pleasanton, Estados Unidos)
(Tabla 8). A cada pocillo de la placa de PCR se le afiade 6 pL de la KAPA SYBR FAST
gPCR Master Mix (2x), que incluye el Primer Premix (10x) (que se dirigen a los
adaptadores P5 y P7 nhombrados anteriormente) y la ADN polimerasa KAPA SYBR FAST,
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2 UL de agua estéril y 2 pL de cada muestra a cuantificar.”*® En la gPCR se cuantifican
tres réplicas de los estdndares de ADN prediluidos (también incluidos en el KAPA Library
Quantification Kit), tres réplicas de los pools diluidos (1:100 y 1:10.000) con tampén 10
mM Tris-Cl, pH 8,5, tres réplicas de un control negativo (agua estéril) y tres réplicas de un
control interno (PhiX). El PhiX, se deriva del genoma pequefio y bien caracterizado del
bacteriofago PhiX. Es una libreria comercial de Illumina concentrada (10 nM en 10 uL) de
fragmentos de ADN que tienen un tamafio promedio de 500 pb y contienen una
composicién de bases equilibrada, aproximadamente el 45% de GC y el 55% de AT.?*

Las réplicas se utilizan para corroborar la veracidad de la cuantificacién.

En la gPCR se obtienen valores de cuantificacién del ciclo (Cq) que es el nimero del
ciclo de PCR en el que la curva de fluorescencia de la muestra se cruza con la linea de
umbral. Este valor indica cuantos ciclos tardé en detectar una sefial real en las muestras.
Los valores de Cq son inversos a la cantidad de ADN presente en la muestra. Para poder
cuantificar la concentracion de cada muestra incluida en la gPCR, el valor promedio de
Cq para cada estandar de ADN se representa graficamente frente a la concentracion en
logio en pM, para generar una curva estandar. El rango de concentracién de la curva
estandar es de 20 a 0,0002 pM. Las concentraciones de cada muestra se calculan contra

la curva estandar, utilizando la cuantificacion absoluta.

LightCycler 480
. Modo de adquisicién Modo de
Programa Temperatura Tiempo : P
de fluorescencia analisis
Desnaturalizacion 95°C 10 minutos Ninguno Ninguno
95°C 30 segundos Ninguno
Amplificacion Cuantificacion
(35 ciclos) .
60°C 45 segundos Unico
65°C 30 segundos Ninguna
Curva de Melting Curva; de
Melting
95°C Continuo
Enfriamiento 40°C 30 segundos Ninguna Ninguno

Tabla 8. Tiempos y temperaturas del protocolo de cuantificacion de los pools.
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7. Pool de pools

Una vez obtenida la concentracion a la que se encuentran las librerias de amplicones en
cada pool, éstos se diluyen a una concentracion de 4 nM con tampén 10 mM Tris-Cl, pH
8,5. Este proceso se lleva a cabo con todos los pools que se quieran cargar a la vez en
un mismo experimento de secuenciacion. Con todas las librerias ya normalizadas a 4 nM
se forma un pool de pools. En principio se mezclan todos los pools representados de
igual manera en el pool de pools. Sin embargo, segun los resultados obtenidos en
experimentos anteriores se pueden variar los volumenes en los que se mezclan los

diferentes pools.
8. Cuantificacion del pool de pools por gPCR

En este paso se cuantifica la concentracién de este nuevo pool de pools de la misma
manera que se ha explicado en el apartado 6. Cuantificacién de los pools por gPCR. En
este caso, se diluira con tampén 10 mM Tris-Cl, pH 8,5 cada pool por separado mas el
pool de pools a 1:400 y 1:4.000. Y, se vuelve a cuantificar cada pool por separado para
asegurar gue la concentracion de las librerias de amplicones en el pool de pools son las

esperadas.
9. Preparacién del pool de pools para cargar en la plataforma MiSeq

Una vez cuantificado el pool de pools se ajusta su concentraciéon a 4nM (o a 2nM si por
problemas en el pipeteo o en la cuantificacion esta concentracion ha disminuido) con
tampén 10 mM Tris-Cl, pH 8,5, dependiendo de la concentracion que hayamos obtenido
después de la cuantificacion. En este caso se ha ajustado a 4 nM. Seguidamente, se
desnaturaliza mediante NaOH 0,2 N y se neutraliza el exceso de NaOH afiadiendo
solucion Tris-HCI 200 mM pH 7-8. También se desnaturaliza de la misma manera el PhiX.
A continuacioén, se mezcla el pool de pools desnaturalizado, el PhiX desnaturalizado y se

afade el tampon HT1 del MiSeq Reagent Kit v3 (lllumina, San Diego, Estados Unidos).

El PhiX se utiliza para aumentar artificialmente la diversidad de las secuencias en cada
experimento de secuenciacion. Esto es necesario para no saturar la sefial obtenida en
los diferentes ciclos de secuenciacion debido a la secuenciacién de librerias de baja

diversidad, es decir, con amplicones de secuencia muy parecida.”*

La mezcla del pool de pools con el PhiX se conocerd a partir de ahora como pool de
carga y para asegurar la desnaturalizacion se incuba durante 2 minutos a 95°C y se deja

en hielo hasta cargarlo en la plataforma MiSeq.
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10. Preparacién de la plataforma MiSeq

Una vez delante del instrumento, en la interfaz del sofware, se selecciona Sequence
(Secuenciar) para iniciar los pasos de configuracion del experimento. Seguidamente, la
celda de flujo se lava con agua Mili-Q, se seca bien y se carga en el instrumento.
Después, se carga la botella del tampdn de lavado (PR2) del MiSeq Reagent Kit v3
(lumina, San Diego, Estados Unidos) y se desechan los residuos de la botella de
residuos si los hay.”*

11. Carga del pool de carga a la plataforma MiSeq

El siguiente paso es cargar el pool de carga en la plataforma MiSeq. Hay que tener en
cuenta que el cartucho de reactivos debe dejarse descongelar antes de utilizarse. Se
afiaden los 600 uL del pool de carga al cartucho de reactivos en el lugar que se indica en
el propio cartucho. Por ultimo, se introduce el cartucho de reactivos en el instrumento y

se siguen los pasos gue éste indica hasta iniciar la secuenciacion.
12. Generacion de clusters y secuenciacion por sintesis

El funcionamiento de la tecnologia de secuenciacion por sintesis (SBS) de la plataforma
MiSeq se basa en la generacién de clusters a partir del pool de carga. Los clusters son

agrupaciones de secuencias idénticas, amplificadas clonalmente.

La generacion de clusters sigue los siguientes pasos (informacién proporcionada por el

fabricante (lllumina, San Diego, Estados Unidos)):?*

1. Hibridacién de los adaptadores ligados al extremo de los amplicones, en forma de
ADNSss del pool de carga, con oligonucleétidos complementarios presentes en la

celda de flujo, permitiendo su extension a través de una polimerasa (Figura 21, 1).
2. Obtencion de ADNds, que se desnaturaliza y después se elimina la hebra original.

3. Union covalente de la hebra recién sintetizada con la superficie de la celda de
flujo, esta hebra se voltea y forma un puente al hibridarse con un oligonucledtido

adyacente, complementario a su extremo libre.

4. Extension del cebador hibridado gracias a las polimerasas, obteniendo puentes

bicatenarios (Figura 21, 2).
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Desnaturalizacion de los puentes obteniendo dos hebras monocatenarias
complementarias, unidas covalentemente a los dos respectivos oligonucleétidos
(Figura 21, 3).

Las hebras vuelven a doblarse e hibridan con cebadores adyacentes, repitiendo
este ciclo de amplificacion, formando multiples puentes que amplifican
clonalmente la secuencia de la hebra original (Figura 21, 4).

Desnaturalizacién de los puentes y escision de las cadenas rv, guedando
solamente cadenas fw, a las que se les bloquea el extremo 3’ libre para evitar el
cebado indeseado del ADN.

Hibridaciébn del cebador de secuenciacion con la secuencia adaptadora vy
secuenciacién de las cadenas fw (Figura 21, 5 y 6) mediante secuenciacién por

sintesis, tal como se explicara mas adelante.

Las cadenas nuevas producidas durante la secuenciacion por sintesis se eliminan
y los extremos 3’ de las cadenas fw y de los oligonucleétidos adyacentes se
desbloguean. Entonces se procederd a la secuenciacion de sus respectivas
cadenas complementarias, las cadenas rv, volviendo a empezar las etapas de
secuenciacion desde el punto 3. Este proceso se conoce como Paired-end

sequencing.
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Figura 21. Esquema de la generacién de clusters. Figura modificada a partir de figuras proporcionadas por el
fabricante (lllumina, San Diego, Estados Unidos).???

La secuenciacion de los clusters se lleva a cabo gracias a un proceso de secuenciacion
por sintesis (Figura 22). En la reaccion, los 4 nucle6tidos estan unidos a fluorocromos de
colores distintos para su identificacion. Cuando un nucledtido se incorpora, se detecta el
fluorocromo a partir de la longitud de onda de la fluorescencia que emite al ser excitado

después de su adicion. Esto se repite por cada posicién nucleotidica. Los nucle6tidos que
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no se hayan unido seran lavados para continuar con el ciclo. A continuacién, se elimina el
fluorocromo de los nucleétidos (liberando su extremo 3’ para que se una el siguiente
nucleotido) y se comienza el ciclo desde el principio (Informacién proporcionada por el

fabricante (lllumina, San Diego, Estados Unidos)).?*

Figura 22. Esquema de la secuenciacion por sintesis. Figura modificada a partir de figuras proporcionadas
por el fabricante (lllumina, San Diego, Estados Unidos).*%?

4.11 Anadlisis de los datos de NGS

Todos los pasos de filtrado descritos a continuacion, tanto para la plataforma Roche 454
GS Junior como para la plataforma MiSeq, se realizaron con scripts desarrollados

internamente en R,197:199.223-225

4.11.1 Andlisis de los datos obtenidos mediante el sistema Roche 454 GS Junior

Brevemente, los pasos que se siguieron fueron los siguientes:

86



1. Obtencién del archivo fasta proporcionado por la plataforma Roche 454 GS

Junior.

2. Los reads del archivo fasta se dividieron en diferentes archivos de acuerdo con la
identificacion de las secuencias MID, el cebador M13 (fw o rv) y los cebadores
especificos de cada amplicon. Se toler6 1 desajuste (mismatch) en la
identificacion MID, 4 mismatches en las secuencias M13 fw y rv y 3 mismatches
en la identificacion especifica del cebador. Finalmente se eliminaron todas estas

secuencias incluidas en los cebadores.

3. Se excluyeron los reads que no cubrieron completamente el amplicon y aquellos
que mostraron mas de 2 indeterminaciones, mas de 3 gaps 0 mas de 99
diferencias con respecto a la secuencia de referencia. Las otras
indeterminaciones y gaps se repararon segun el haplotipo dominante en cada
muestra. Finalmente todos los reads se colapsaron en haplotipos, secuencias
Unicas que cubren todo el amplicén y agrupan secuencias iguales entre si en el

conjunto de secuencias.

4. SoOlo se aceptaron los haplotipos comunes en la cadena fw y rv presentes en
abundancias del 0,1% o superiores. La frecuencia final para cada haplotipo es la

suma de los reads colapsados observados en cada cadena.

5. Después del primer filtraje, se excluyeron los haplotipos con abundancias
inferiores al 0,25%. Este nivel de abundancia se consider6 el dintel a partir del
que no se podian distinguir con fiabilidad los haplotipos realmente presentes en la
quasiespecies de los generados por la artefactuaciéon del procedimiento de

creacion de librerias o secuenciaciéon masiva.'®’

6. Los haplotipos resultantes del paso anterior se tradujeron a secuencias de

amino&cidos. Los que tenian la misma secuencia se colapsaron.

4.11.2 Andlisis de los datos obtenidos mediante el sistema MiSeq

Brevemente, los pasos que se siguieron fueron los siguientes:
1. Se realiza un control de calidad de los archivos fastq obtenidos, analizando los
perfiles de calidad por cada posicion de las secuencias (eliminando reads con

indeterminaciones), la longitud de los reads y los parametros generales del

instrumento relacionados con la calidad.
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En la Paired-end sequencing se utiliza FLASh para solapar los reads obtenidos al
secuenciar las cadenas en ambos sentidos, R1 y R2, imponiendo un minimo de
20 pb solapadas con un méaximo del 10% de mismatches (rendimiento del 60 al

226

80% para amplicones de 450 a 500 pb).

Posteriormente se realiza un filtrado que elimina los reads con un 5% o mas de
bases con calidad inferior a Q30, Phred score de 30, lo que corresponde a una

precision estimada del 99,9% (rendimiento del 75 al 85%).%*"

La demultiplexacion se realiza mediante la identificacion de secuencias de
oligonucledtidos, en ambos extremos, dentro de las ventanas de las posiciones
esperadas en los reads (rendimiento del 70 al 85%). Primero, las secuencias MID
se usan para distinguir entre muestras diferentes. Solo se permite 1 mismatch. En
segundo lugar, se usan los cebadores especificos para distinguir entre diferentes
regiones del genoma y entre las dos cadenas. Se permiten hasta 3 mismatches.
Finalmente, los MID y los cebadores se recortan y se obtiene un archivo fasta
para cada combinacion de MID, cebador y cadena, donde los reads se colapsan

en haplotipos con las frecuencias correspondientes.

En cada archivo fasta, los haplotipos se alinean con la secuencia de referencia o
la secuencia master (haplotipo mas abundante en el archivo) y se aplica un filtro
de calidad (rendimiento >90%). Este filtro consiste en descartar haplotipos que no
cubren el amplicon completo y aquellos que tienen mas de 2 indeterminaciones, 3
gaps o mas de 99 diferencias con respecto a la secuencia de referencia.
Finalmente, las indeterminaciones y los gaps aceptados se reparan segun la

secuencia de referencia.

Se seleccionan los haplotipos con abundancia superior o igual al 0,1% y comunes
en ambas cadenas (rendimiento del 50 al 60%), mientras que los Unicos para una
cadena se descartan. La cobertura de los haplotipos que pasan el filtro se toma

como la suma de los reads en ambas cadenas.

Se descartan todos los haplotipos con abundancias inferiores al 0,25%. Los
haplotipos finales son la base para el andlisis posterior en este estudio
(rendimiento global final del 15 al 25%).
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4.12 Genotipaje

Los genotipos del VHD se determinaron mediante NGS y un analisis filogenético de la
region del HDAg amplificada [ver apartado 4.5 Amplificacion del ARN del VHD para
obtener librerias de amplicones para analizar por secuenciacion masiva (NGS)]. Los
haplotipos de nucleétidos alineados al 0,25% obtenidos por la NGS fueron genotipados
por andlisis discriminante basado en distancias (regla DB) que corrige la distancia entre
una secuencia problema y los distintos genotipos atendiendo a la variabilidad propia de
cada genotipo.”®®#*° Para este anélisis, se utilizaron secuencias de referencia de la region
del HDAg analizada, extraidas de genomas completos representativos de los genotipos 1
a 8 del VHD, obtenidos de GenBank. Este andlisis tiene en cuenta la variabilidad inter e
intraclase de cada genotipo. Las distancias genéticas se calcularon segin el modelo
Kimura-80.2° Para visualizar las distancias genéticas entre secuencias se usan
dendrogramas construidos mediante el método UPGMA (Unweighted Pair Group Method
with Arithmetic mean). Los dendrogramas son representaciones gréaficas en forma de
arbol que resumen el proceso de agrupacion en un andlisis de grupos o clusters. En este

caso, los clusters de secuencias se forman segun sus distancias genéticas (Figura 23).
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Figura 23. Andlisis filogenético de las secuencias de referencia para el genotipado del VHD entre los
nucleétidos 910 a 1270 del genoma viral, extraidas de secuencias de longitud completa obtenidas de
GenBank. Los nodos del arbol UPGMA muestran los valores de bootstrap (nUmeros azules). Los diferentes
colores representan los 8 genotipos del VHD. La escala muestra la distancia genética medida segun el
modelo de Kimura-80.
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4.13 Clonacién molecular

En el primer estudio se realiz6 una clonacion usando el Zero Blunt® TOPO® PCR
Cloning Kit for Sequencing (Thermo Fisher Scientific, Carlsbad, Estados Unidos) a partir
del producto de PCR después de la amplificacion de la region del HDAg, su
comprobacién de la amplificacion y su purificacién, tal como se describe en los apartados
4.5 Amplificaciéon del ARN del VHD para obtener librerias de amplicones para analizar por
secuenciacion masiva (NGS), 4.6 Comprobaciéon de la amplificacion del ARN del VHD y
4.7 Purificacion del producto de PCR. El Zero Blunt® TOPO® PCR Cloning Kit for
Sequencing proporciona una alta eficiencia en la insercion directa de productos de PCR
con extremos romos dentro de un plasmido. Cada kit incluye el vector pCR™ 4Blunt-
TOPO® (Figura 24), con el que se transforman quimicamente células competentes de E.
coli. Este vector permite seleccionar directamente recombinantes al alterar el gen letal de
E. coli, ccdB.?*?* Este gen esta fusionado con la secuencia codificante del extremo C-
terminal del fragmento LacZa. La ligacién del producto de PCR de extremos romos
interrumpe la expresion de la fusion del gen lacZa-ccdB permitiendo el crecimiento de
solo recombinantes positivos tras la transformacién en E. coli. Al incubar las bacterias
transformadas en medio Luria-Bertrani solido (LB) (Tabla 9) durante toda la noche a
37°C, las células que contienen un vector no recombinante no sobreviven y por lo tanto

no pueden formar colonias.?**
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Figura 24. Vector pCR™ 4Blunt-TOPO®.%*

Medio LB sélido (500 mL)
Agar 7,50r
Triptona 5¢r
Levadura 2,50r
NacCl 5¢r
Agua estéril 500 mL

Tabla 9. Componentes del medio LB sélido.

Los pasos que se han seguido para la clonacion molecular son los descritos por el
fabricante del kit el Zero Blunt® TOPO® PCR Cloning Kit for Sequencing,”* brevemente:

1. Mezclar el producto de PCR y el vector pCR™ 4Blunt-TOPO®. La concentracion

de vector debe ser tres veces superior a la concentracion del ADN amplificado
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para garantizar que un solo fragmento de ADN se incorpora a una molécula de
vector. Las concentraciones de los productos de PCR se cuantificaron mediante
NanoDrop™ 1000 Spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific, Wilmington,
Estados Unidos) como se explica en el apartado 4.9 Cuantificacién del producto
de PCR purificado.

A partir de las concentraciones del producto de PCR a clonar, se calcula el
volumen (uL) de los componentes de la reaccion de clonacion (producto de PCR,
sal, agua y vector). El uso de sal permite aumentar el nimero de transformantes
porque permite tiempos de incubacion mas largos. Esto se debe a que evita que
la topoisomerasa | vuelva a unirse al plasmido después de ligar el producto de
PCR, con lo que podria disociarlo de nuevo.

Incubar durante 5 minutos a temperatura ambiente.

Transformar la reaccién de clonacion en bacterias E. coli TOP10 competentes,
para que en el momento de replicarse, se obtengan clones del fragmento de ADN
de interés. Esta inoculacion se realiza mediante un choque térmico en la bacteria,
que produce poros en la célula que dejan pasar el plasmido al interior. Después

del choque térmico, la célula vuelve al estado original sin sufrir ningin dafio.

Sembrar las bacterias en medio de cultivo LB (Tabla 9) a 37 °C. A este medio se
le afiade ampicilina (100 mg/mL) diluida 1:100, para seleccionar las bacterias que
hayan incorporado el plasmido. Esto es posible gracias a que este plasmido
contiene un gen de resistencia a la ampicilina, lo que permite a estas células

crecer en este medio.

A las 24 horas, se seleccionan 20 colonias de cada muestra obteniendo asi 20

clones de cada paciente.

Cultivar estas colonias por separado en medio de cultivo LB liquido (se prepara
igual que el medio LB sélido (Tabla 9) pero no se afiade Agar), al que también se
afiade ampicilina (100 mg/mL) diluida 1:100, durante 24 horas a 37°C.

Una vez crecidas en este medio, centrifugar cada muestra para precipitar las

células y eliminar el sobrenadante.
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4.14 Purificacion del producto de clonacién

A partir del precipitado de células obtenido, se purifica el plasmido siguiendo el protocolo
del QIAprep® Spin Miniprep Kit (QIAGEN®, Hilden, Alemania). El procedimiento se basa
en la lisis alcalina de células bacterianas, seguido de la adsorcion del ADN sobre la
membrana de silice en presencia de alto contenido de sal. En dicha membrana el ADN
se someterd a distintos pasos de lavado y se eluye en tampén 10 mM Tris-Cl, pH 8,5.
Este kit esta disefiado para el aislamiento de hasta 20 ug de ADN plasmidico de alta
pureza para su uso en aplicaciones rutinarias de biologia molecular, incluida la

secuenciacion.?®*®

Para comprobar la recuperacion del ADN plasmidico y su tamafio, el producto purificado
obtenido se verifica mediante una electroforesis en gel de agarosa al 1,5% con Sybr
Safe® DNA Gel Stain como se explica en el apartado 4.6 Comprobacion de la
amplificacion del ARN del VHD. Ademas este producto se cuantifica mediante
NanoDrop™ 1000 Spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific, Wilmington, Estados
Unidos) como se explica en el apartado 4.9 Cuantificacion del producto de PCR
purificado.

4.15 Reaccién de secuenciacién Sanger

Los plasmidos purificados se secuenciaron mediante el método Sanger. En primer lugar
se realiza la reaccion de secuenciacién utilizando el BigDye® Terminator v3.1 Cycle
Sequencing Kit (Thermo Fisher Scientific, Foster City, Estados Unidos) que contiene la
BigDye™  Terminator v3.1 Ready Reaction Mix, que consta de dNTPs,
didesoxiribonucleétidos trifosfato (ddNTPs), una ADN polimerasa, y el 5x Sequencing
Buffer. EI método de Sanger consiste en la utilizacion de diferentes ddNTPs (ddATP,
ddTTP, ddCTP y ddGTP), cada uno marcado con un fluorocromo diferente, como
terminadores de cadena que se incorporan en el extremo 3' de la cadena en crecimiento
y el alargamiento de la cadena se termina selectivamente en A, C, G o T porque el
ddNTP carece de un grupo 3'-hidroxilo. Esto da lugar a una mezcla de fragmentos de
ADN de diferentes longitudes. En esta reaccion se utilizan los cebadores descritos en la

Tabla 10, los componentes descritos en la Tabla 11 y el protocolo descrito en la Tabla 12.
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Cebador Secuencia 5’ - 3’

T7 FW TAATACGACTCACTATAGGG

T3 RV ATTAACCCTCACTAAAGGGA

Tabla 10. Cebadores utilizados en la reaccién de secuenciacién. Cada cebador se utiliza en una reaccién de
secuenciacion diferente para diferenciar entre cadena fw y cadena rv en el posterior andlisis.

Componentes Concentracion Voéﬂlr_n)en
Agua estéril - 5,75
Tampodn de secuenciacion 5x 1,75
Cebador T7 FW / T3 RV 10 uM 1
BigDye™ Terminator v3.1 Ready Reaction Mix - 0,5
Producto plasmidico purificado - 1

Tabla 11. Componentes, concentracion y volumen utilizados en la reaccidon de secuenciacion por el método
de Sanger.

Temperatura Tiempo
Desnaturalizacion 96°C 1 minuto
96°C 10 segundos
Agg"gi?;si?n 50°C 5 segundos
60°C 4 minutos
Enfriamiento 20°C 0

Tablal2. Tiempos y temperaturas de la reaccién de secuenciacion por el método de Sanger.

En segundo lugar, se realiza la purificacion del producto de la reaccion de secuenciacion
mediante el BigDye® XTerminator™ Purification Kit (Thermo Fisher Scientific, Foster
City, Estados Unidos). Este método de purificacion requiere la adicion de soélo dos
reactivos que pueden agregarse secuencialmente o premezclados, la Solucién
XTerminator™ (que consiste en una resina sintética que captura los ddNTPs
fluorescentes no incorporados y las sales libres) y la Solucion SAM™ (que mejora el

rendimiento de la solucion XTerminator™ vy estabiliza las reacciones posteriores a la
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purificacién). Una vez capturados los ddNTPs y las sales, la resina XTerminator es
precipitada por centrifugacion.?*’

Por dltimo, los fragmentos de ADN de diferentes longitudes producidos durante la
reacciéon de secuenciacion son separados segin su longitud mediante electroforesis
capilar, utilizando el secuenciador automatico, ABI PRISM 3130XL (Thermo Fisher
Scientific, Foster City, Estados Unidos). La fluorescencia emitida por los fragmentos de la
misma longitud se registra por una camara CCD durante su migracion a través del

capilar.?®***° De

la integracion de estos datos de fluorescencia se obtienen
electroferogramas (Figura 25), a partir de los que se generan archivos fasta con la
secuencia obtenida, que se han revisado y editado utilizando el programa BioEdit

Sequence Alignment Editor.***

340 350 360 370 320
GGOGAAACCAGGG ATTCCCA@GAT ATACTCTTCCCAGCCGATCCTCCCTTC

ll'H N\W\j\ I """ﬂ[\[\/ “/|”,______. 1\.

350 360 370 380
GGGGnnnCC GGG S TTCCC~ ATATACTCTTCCCAGCCGATCCTCCCTT(

ol

Figura 25. Ejemplo de dos electroferogramas, el de arriba de un genoma no editado y el de abajo de un
genoma editado. Cada pico del electroferograma corresponde a una base y a cada una de las bases le
corresponde un color. Los codones de edicion estan marcados con un circulo.

Esta metodologia permite determinar la secuencia de fragmentos de ADN de entre 300 y
900 nucleétidos pero no permite determinar secuencias de moléculas de ADN
individuales como las técnicas de secuenciacion masiva, sino una Unica secuencia donde
los nucleétidos de cada posicion sean el promedio de los representados en una
proporcion 220% de las moléculas secuenciadas. Asi pues, al analizar una quasiespecies
directamente por esta metodologia no se obtendrd la secuencia de haplotipos
individuales, si no que la secuencia obtenida es la media de los haplotipos presentes en
la quasiespecies en una proporcion =20%.%*? Para secuenciar los haplotipos individuales

mediante el método de Sanger es necesario un paso previo de clonaje molecular,
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descrito en los dos apartados anteriores, que hace posible amplificar estos haplotipos en

los diferentes clones lo cual permite su secuenciacion.

4.16 Analisis del porcentaje de genomas no editados y editados

En el primer estudio se cuantificaron los porcentajes de genomas no editados y editados
en los archivos fasta obtenidos mediante la NGS en la plataforma Roche 454 GS Junior y
la secuenciacion Sanger de los productos de clonacién en muestras de pacientes
infectados por VHD. El porcentaje de haplotipos por muestra con codones CUA o CCA
en las posiciones nucleotidicas 1011 a 1013 del genoma del VHD (traducido a TAG o
TGG en el coddn 196, respectivamente) determind estos porcentajes de genomas no
editados (TAG, coddn stop, que codifica el S-HDAQ) y editados (TGG, codén triptéfano
[W], que codifica el L-HDAg). Dichos porcentajes se calcularon en los archivos fasta de
cada muestra, utilizando el programa BioEdit Sequence Alignment Editor.?** En los fasta
obtenidos por NGS se sumaron las frecuencias de los haplotipos con codones TAG y con
codones TGG. En los obtenidos por secuenciacion Sanger de los productos de clonacion,
se contd y sumo el nimero de haplotipos de cada tipo (Figura 26).

NI N N N N N N N N N N N I D
<240 250 — 260 270 280 290 300 310

Hpl.0.000111453143.75 AAACCAGGGATTCCCATAGGATATACTCTTCCCAGCCGATCCTCCCTTCTCTCCCCAGAGTTGTCGACCCCAGTGAA

Hpl.l1.0001|801124.12 1 e

Hpl.1l.0002|263]7.

Hpl.1.0003|105|3.

Hpl.1.0004]59]1.78

Hpl.1.0005| |1.08

Hpl.1.0006|22|0.6€

Hpl.1.0007]19]0,57

Hpl.1.0008|17|0.5

Hpl.1.0009|13|0,3¢

Hpl.1.0010(13|0.3

Hpl.1.0011|11|0.

Hpl.1.0012|11]0.3

Hpl.1.0013|11|0.3

Hpl.1.0014|2|0.2

Hpl.2.0001|130]3.91

Hpl.2.0002]|90]2.71

Hpl.2.0003|6l|1.84

Hpl.2.0004|33]0.99

Hpl.2.0005|21|0.63

Hpl.2.0006]|21|0.63

Hpl.2.0007(17|0.51

Hpl.2.0008|15]|0.45

Hpl.2.0009|11|0.33

Hpl.2.0010|10]0.3

Hpl.2.0011110(0.3

Hpl.3.0001147|1.42

Hpl.3.0002|12|0.36 i

196 215

Figura 26. Alineamiento de haplotifos obtenidos de una de las muestras incluidas utilizando el programa
BioEdit Sequence Alignment Editor. “1 El codén de edicion 196 (TAG para haplotipos no editados y TGG para
haplotipos editados) y el codén 215 (codon stop TGA para L-HDAg) estan enmarcados.
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Después de la cuantificacién de haplotipos de formas editadas y no editadas del genoma
viral por ambos métodos, se realizdé la comparacién entre la cuantificacion de estas
formas obtenida por NGS y por secuenciacion Sanger de los productos de clonacion.
Teniendo en cuenta que la edicién en el codén 196 es un evento binario (CUA o CCA),
que tiene lugar de forma independiente en los diferentes genomas del VHD
secuenciados, se ha considerado que la frecuencia de este evento sigue una distribucion
binomial. Por tanto, las frecuencias de los codones no editados y editados son
complementarias (la suma de sus proporciones es 1). Entonces, para simplificar la
comparacion de ambas metodologias, se han analizado graficamente los intervalos de
confianza al 95% de los porcentajes de codones no editados obtenidos por ambas

metodologias.

El andlisis de este apartado, del apartado 4.17 Cuantificacion por NGS de las mezclas de
clones con diferentes porcentajes de genomas no editados y editados y del apartado 4.18
Andlisis del tipo de cambios nucleotidicos se han realizado con scripts desarrollados

internamente en R.%*

4.17 Cuantificaciéon por NGS de las mezclas de clones con diferentes

porcentajes de genomas no editados y editados

En el primer estudio, para evaluar la fiabilidad de los porcentajes de haplotipos editados y
no editados reportados por NGS en cada muestra, se crearon una serie de mezclas
artificiales de clones. De las muestra de los pacientes incluidos en este primer estudio, se
escogi6é un clon de un genoma editado y otro sin editar. El ADN plasmidico purificado de
estas muestras se cuantificd por fluorescencia, tal como se ha explicado en el apartado
4.9 Cuantificaciéon del producto de PCR purificado. Se debe verificar que la cantidad de
ADN estad entre 5-30 pg, el rango 6ptimo de concentraciones a las que la ADN
polimerasa Pfu Ultra 1l (Agilent Technologies, Santa Clara, Estados Unidos) puede
amplificar un vector. El fragmento de ADN viral insertado en cada plasmido fue luego
amplificado por una PCR MID, utilizando los cebadores, los componentes y el protocolo
para la PCR MID del primer estudio, descritos en la Tabla 4, en la Tabla 5y en la Tabla 6,
respectivamente. Los clones de una misma mezcla (no editado y editado), pertenecian a
un mismo paciente y, por tanto, tenian el mismo MID. A continuacion, para verificar la
presencia del ADN que contiene el producto de la PCR MID, se realiza una electroforesis
en gel de agarosa al 1,5% como se ha explicado en el apartado 4.6 Comprobacion de la

amplificacion del ARN del VHD y posteriormente estos productos se purifican como se ha
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explicado en el apartado 4.7 Purificacion del producto de PCR. Para verificar la
purificacion del ADN se utiliza la plataforma de electroforesis capilar Agilent 2200
TapeStation como se ha explicado en el apartado 4.8 Comprobacion de la calidad del
producto de PCR purificado. Seguidamente, se cuantifica de nuevo el ADN purificado
mediante fluorimetria como se ha explicado en el apartado 4.9 Cuantificacién del
producto de PCR purificado. A través de diluciones con Tris-EDTA, pH 8, se llevan todas
las muestras a igual concentracion. A continuacion, se mezclan los ADN de secuencias
editadas y no editadas de cada paciente (ambas con el mismo MID) en las proporciones
deseadas (90 no editado:10 editado, 80:20, 70:30, 60:40, 30:70, 10:90 y 5:95). Por tanto,
se obtienen 7 mezclas de clones. Seguidamente, estas mezclas se vuelven a cuantificar

del mismo modo que antes, para verificar que la mezcla no ha variado la concentracion.

Una vez verificada la concentracion, se crea un pool que contiene todas las mezclas de
clones con el genoma editado y no editado a igual concentracién. Esto sirve para
asegurar que los amplicones de cada mezcla estén representados en cantidades
equimoleculares en el posterior analisis de los datos de NGS, tal como se describe en el

apartado 4.9 Cuantificacion del producto de PCR purificado.

Para realizar la NGS se utiliza el sistema Roche 454 GS Junior siguiendo su protocolo
descrito en el apartado 4.10.1 NGS mediante la plataforma Roche 454 GS Junior. De las
secuencias obtenidas, se cuantifica el porcentaje de haplotipos de genomas no editados
y editados (4.16 Andlisis del porcentaje de genomas no editados y editados) y se analiza
si cada mezcla contiene el porcentaje de genomas no editados y editados esperado,
correspondiente a sus proporciones en la mezcla artificial creada. Para ello se asume
una distribucion binomial de porcentajes de codones editados y no editados, tal como se
ha explicado en el apartado 4.16 Andlisis del porcentaje de genomas no editados y
editados. Por lo tanto, solo se utilizan los codones no editados para comparar las
proporciones esperadas con las observadas en cada mezcla, utilizando el analisis de la

regresion entre estas proporciones.

4.18 Analisis del tipo de cambios nucleotidicos

En el primer estudio, los cambios nucleotidicos que ocurren a lo largo de la region
amplificada del HDAg se evaluaron en todas las muestras, con el fin de confirmar si la
edicién del genoma viral es un fenébmeno general que tiene lugar en toda esta region o

solo en el coddn de edicién (196). Los tipos de cambios se determinaron agrupando y
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alineando todos los haplotipos obtenidos en un Gnico archivo fasta. Asi se registraron
todos los cambios de nucle6tidos observados, en comparaciéon con los nucle6tidos mas
frecuentes observados en cada posicion del alineamiento. Cada cambio de nucleétido se
conto sin tener en cuenta la frecuencia de los haplotipos en los que se encontraba en la
guasiespecies del VHD, para evitar un factor de confusién debido a la aptitud replicativa
(fitness) del haplotipo. Ademaés, para evitar sesgos al determinar las frecuencias de
transiciones y transversiones, se excluyo el sitio de edicion del HDAg (nucle6tido 1012
dentro del coddn 196), ya que esta posicién es un punto caliente para cambios de A a G

[A:G] en el ARN antigendémico.

4.19 Andlisis de la conservacién y variabilidad de la region del HDAg y de la

region de la ribozima

En el segundo estudio, se ha analizado la conservacion/variabilidad de la quasiespecies
del VHD en las regiones del HDAg y de la ribozima, definidas en el apartado 4.5
Amplificacion del ARN del VHD para obtener librerias de amplicones para analizar por
secuenciaciéon masiva (NGS) mediante el contenido de informacién (Cl). El Cl se define
como el nimero de decisiones binarias (nimero de preguntas cuya respuesta es si 0 no)
requerido para encontrar el elemento correcto en un conjunto de N elementos. Como la
probabilidad de encontrar un nucle6tido o aminoécido en una posicion determinada de un
alineamiento multiple es incierta, podemos definir el Cl basado en la entropia de

Shannon como se puede observar en la Figura 27. El Cl se mide en bits.**

.
Cl; = logy(N) — Zﬁufﬂgz (pij) *

t=1

Figura 27. Formula para calcular el Cl. j: posicion j en el alineamiento vy, pj: frecuencia del haplotipo j en la
guasiespecies viral, en la posicion j, N: el nimero de posibilidades (4 nucleétidos y 20 aminoacidos). El CI
varia desde 0, lo que significa maxima incertidumbre o variabilidad; hasta 2 bits en nucleétidos y 4,322 bits en
aminoécidos, lo que significa maxima informacién o conservacion.

El calculo del CI se puede realizar, por un lado, a partir de un alineamiento multiple de los
haplotipos presentes en la quasiespecies y sin tener en cuenta la frecuencia relativa de
cada uno de estos haplotipos (analisis por haplotipos). Es decir, desde este enfoque cada

secuencia tiene el mismo peso que las demas y los resultados de conservacion no se
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ven afectados por el fitness de cada haplotipo. De esta forma también se evita que las
variantes minoritarias, que podrian escapar a una posible terapia génica, queden
enmascaradas en el andlisis. Por otro lado, el andlisis por frecuencia de haplotipos,
donde el alineamiento mdltiple sobre el cual se calcula el Cl se hace también a partir de
los haplotipos presentes en la quasiespecies pero teniendo en cuenta la frecuencia
relativa de cada uno de estos haplotipos (andlisis por frecuencia de haplotipos).

Para el estudio de la conservacién/variabilidad se ha utilizado el anélisis mediante Sliding
window, en el cual se ha hecho el analisis por haplotipos y por frecuencia de haplotipos.
Esta herramienta sirve para analizar fragmentos de la secuencia de los haplotipos
(ventanas) de N nucle6tidos o aminoacidos, comenzando desde la primera posicion en el
alineamiento mdultiple y avanzando en pasos de 1 posicion. Es decir, cada punto del
sliding window nos indica la media del Cl de cada ventana de N nucleétidos o
aminoacidos, el siguiente punto representaria otra ventana de N nucleétidos o
aminoacidos en los que se incluirian todos los de la ventana anterior excluyendo el
primero y afiadiendo el siguiente del alineamiento y asi sucesivamente. El objetivo es
representar graficamente las medias obtenidas en cada ventana para localizar el
fragmento o fragmentos de N nucle6tidos o aminoacidos mas conservado o los mas
variables, dentro del alineamiento mudltiple. En el caso de nucleétidos hablaremos de

ventanas de 25y en el caso de aminoacidos de ventanas de 10.

Otra manera de obtener una representacion gréfica del Cl es mediante logos de
secuencias, que se han hecho mediante un andlisis por haplotipos. Estos logos muestran
la conservacion/variabilidad posicion a posicion de un fragmento de interés dentro de un
haplotipo, ya sea representando nucleétidos o aminoacidos. En el caso del HDAg se han
representado los logos mas conservados y el mas variable y en el caso de la ribozima,
aparte del logo mas conservado y del mas variable, también se ha realizado un logo de
toda su secuencia de nucleétidos, en el cual se han definido las diferentes regiones. En
estas representaciones aparecen apiladas en cada posicion las letras que representan
los nucledtidos o amino&cidos identificados en el alineamiento mdltiple. En cada pila, los
tamafios relativos de las letras indican sus frecuencias relativas en cada posicion dentro
del alineamiento multiple de los haplotipos. Ademas, la altura total de cada letra o pila de
letras representa el Cl de cada posicion, medido en bits desde la minima (0) hasta la
maxima conservacion (4.322 bits para la secuencia de aminoacidos y 2 bits para la

secuencia de nucledtidos).?*®

101



4.20 Estudio de los patrones de cambios de aminoacidos de laregién del
HDAg

En la region del HDAg analizada, también se realiz6 un estudio de posibles patrones de
cambios de aminoacidos (entre las posiciones 111 y 214 del L-HDAg). En primer lugar,
se determinaron las mutaciones aminoacidicas presentes en cada haplotipo obtenido en
cada muestra respecto a una secuencia de referencia del VHD de genotipo 1 (Figura
28)'246

KRKQL KNLSKEEEEELKRLTEEDERR

161

ERRV VGOGVNPLEGGSR V

171

MQCVPESPFTRTCEGLDVRGDQGER*DIL

D QSCRPQ*

Figura 8. Secuencia de referencia de aminoacidos del VHD de %enotipo 1 utilizada para el andlisis (GenBank
Data Library, numero de acceso: AF008309 — AI3008375).2 La numeracion indica la posicion de los
diferentes aminoé&cidos en la secuencia del HDAg.

Las frecuencias relativas de las mutaciones aminoacidicas identificadas se
correlacionaron entre si mediante una prueba de Spearman y se eligieron las mutaciones
cuyas frecuencias tenian un coeficiente de correlacion (rho) >0,8 (nivel de correlacién
elevado) y un p-valor <0,05 (dintel seleccionado para establecer la significacion
estadistica). Con estas mutaciones seleccionadas, se realizé un Cluster analysis que es
un método estadistico que tiene como objetivo clasificar varios objetos en grupos
(clusters) segun la distancia o similitud entre ellos (en este caso, entre las frecuencias
relativas de las mutaciones elegidas), de manera similar a la clasificacion de los
haplotipos de nucleétidos segun su distancia genética (como se explica en el apartado
4.12 Genotipaje). Este andlisis se llevo a cabo mediante el software de andlisis R (version

3.3.3)*? y se utiliz6 Pvclust®*’#*®

qgue es una implementacion del bootstrap analysis para
evaluar la incertidumbre en el hierarchical cluster analysis, una forma de agrupamiento
jerarquico en la que se representan los clusters en forma de dendrograma. Los objetos
similares se conectan mediante enlaces cuya posicion en el dendrograma esta
determinada por el nivel de similitud/disimilitud entre los objetos. El valor de la distancia
ser& cero cuando la variable esté perfectamente correlacionada. El método del promedio

se utilizo para definir el vinculo entre las mutaciones. Este método calcula el promedio de
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proximidad de una pareja de observaciones entre todas las observaciones que forman
los clusters. Para cada cluster se calculan dos tipos de parametros: el Bootstrap
Probability value (BP value) que indica la frecuencia con la que aparece un cluster en las
diferentes réplicas de bootstrap y el Approximately Unbiased P-value (AU p-value) que es
el p-valor en multiescala (100 - p-valor) de cada cluster, por lo tanto un AU p-value igual o

por encima del 95% da una fiabilidad muy alta a los clusters obtenidos.****°

Ademas, la evolucion a través del seguimiento longitudinal de la frecuencia relativa de los
patrones de mutaciones identificados se representé graficamente para estudiar su

variacion en cada una de las muestras que contenian el patrén de mutaciones.

Por dltimo, se hizo una busqueda bibliografica para determinar la funcionalidad de las

regiones del HDAg en las que se encontraban dichas mutaciones.
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5. RESULTADOS

5.1 Primer estudio: Caracterizacion cuantitativa de la edicién del genoma del

VHD por secuenciacion masiva (NGS)

En este primer estudio se valid6 el método de NGS para cuantificar porcentajes de
poblaciones de genomas editados y no editados en el VHD, comparandolo con el método
de secuenciacion Sanger de los productos de clonacion. Ademas, se pretendia confirmar
si la edicion es un fendmeno general que tiene lugar en toda la region codificante del

HDAg analizada.

La cuantificacion de genomas editados y no editados se realizé por secuenciaciéon
Sanger de los productos de la clonacion molecular y por NGS en las muestras de los
pacientes incluidos. Ademas, para evaluar la fiabilidad de los valores obtenidos por NGS,
se crearon mezclas artificiales con diferentes proporciones conocidas de clones editados
y no editados y se cuantificaron por NGS comparando las proporciones obtenidas con las
esperadas (es decir, las mismas proporciones en las que se habian creado las mezclas).
Por dltimo, se determinaron los cambios de nucleétidos que ocurren en la regién
amplificada después de excluir el codén de edicién (coddn 196), para evaluar la posible

edicién del genoma a lo largo de esta region.

Por estos motivos, el disefio de este estudio fue transversal retrospectivo, incluyendo una
muestra de plasma de 4 pacientes con hepatitis crénica delta atendidos en el Hospital
Universitario Vall d'Hebron (Barcelona, Espafa) (Figura 29). Las caracteristicas
demogréficas y clinicas mas relevantes de los pacientes se muestran en la Tabla 13. Las
muestras de estos pacientes se seleccionaron de acuerdo con los siguientes criterios de
inclusion: test anti-VHD positivo en los 6 meses anteriores (para confirmar infeccion
cronica), VHD genotipo 1, ausencia de otras coinfecciones por el VHC o el VIH, ausencia
de enfermedad hepatica autoinmune y ausencia de tratamiento antiviral en el momento

de recoleccién de la muestra.
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ESQUEMA DEL ESTUDIO 1

- 1 muestra por paciente
4 pacientes con | 4 muestras de

Hepatitis Delta Crénica | plasma

Figura 29. Esquema de los pacientes y las muestras incluidos en el estudio 1: Caracterizacién cuantitativa de
la edicion del genoma del VHD por NGS.

Paciente Sexo Edad (afios) | ALT (Ul/L) | HBeAg | ARN-VHD (logUI/mL)
1 Masculino 35 42 Negativo 7,02
2 Femenino 39 83,4 Negativo 5,56
3 Masculino 47 295,8 Negativo 6,88
4 Masculino 49 104,4 Negativo 6,54

Tabla 13. Caracteristicas demograficas y clinicas de los pacientes incluidos en el estudio.

5.1.1 Comparacion entre las proporciones de genomas no editados y editados
obtenidas por NGS y por secuenciacion Sanger de los productos de la clonacion
molecular

Mediante las secuencias obtenidas por NGS en la plataforma Roche 454 GS Junior y los
electroferogramas obtenidos en la secuenciacibn Sanger de cada clon, entre las
posiciones nucleotidicas 910 a 1270 del genoma viral, se calculan las proporciones de
poblaciones con genomas no editados y editados de cada paciente (Figura 30 y Tabla
14), tal y como se explica en el apartado 4.16 Andlisis del porcentaje de genomas no

editados y editados de Material y Métodos.

Por un lado, se secuenciaron un total de 70 clones (entre 15 y 19 por paciente, Tabla 14).
Y, por otro lado, se obtuvieron 11.208 reads en el andlisis por NGS de los 4 pacientes
(media= 2.802 reads/muestra, SD=612,71).
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PACIENTE 1 || PACIENTE2 || PACIENTE3 || PACIENTE 4
100-

75~

Clonacion molecular +
50 - . Secuenciacion Sanger
. Secuenciacion
masiva (NG S)
25- I ' I
0-

TAG TGG TAG TGG TAG TGG TAG TGG
Codon
Figura 30. Gréfico de las proporciones de genomas no editados (TAG) y editados (TGG) en el codén 196 del

HDAg de los 4 pacientes analizados, observadas mediante clonacion molecular mas secuenciacién Sanger
(en rosa) y secuenciacion masiva (NGS) (en azul).

Frecuencia (%)

Clonacién + Secuenciacién Sanger Secuenciacion masiva (NGS)
Codon TAG Codon TGG Codén TAG Codon TGG
((r:lll(t)c?tZT) % (?/(t)(?tif) % (Eﬁg:j:i) % (r?/???;) %
Paciente 1 10/17 58,8 7117 41,2 2%5251/ 65,5 %3%;;61/ 34,5
Paciente 2 9/19 47,4 10/19 52,6 1254%%/ 60,5 gfgé 39,5

Paciente 3| 14119 | 737 | s19 | 263 | Y | gs1 | 53 | 349

3303 3303
. 1374/ 711/
Paciente 4 9/15 60 6/15 40 2085 65,9 2085 34,1

Tabla 14. Proporciones de genomas no editados (TAG) y editados (TGG) en el codén 196 del HDAg de los 4
pacientes, observadas mediante clonacion mas secuenciacion Sanger y secuenciacion masiva (NGS).
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Los genomas no editados predominaron sobre los editados en las 4 muestras analizadas
por NGS y en 3 de las 4 muestras analizadas por secuenciacion Sanger de los clones
(Figura 30 y Tabla 14). Para simplificar la comparacion de las proporciones de edicion
obtenidas por NGS con las obtenidas de los clones secuenciados usando el método de
Sanger se utilizaron los genomas no editados, como se explica en el apartado 4.16
Andlisis del porcentaje de genomas no editados y editados de Material y Métodos. Las
diferencias entre las proporciones de edicion obtenidas a partir de estos dos métodos se
evaluaron mediante la comparacion de los intervalos de confianza del 95% (Figura 31).
Los intervalos de confianza para ambos métodos se superponen en todas las muestras,
lo que indica que las proporciones obtenidas por la secuenciacién Sanger de los clones y
por la NGS fueron comparables. Ademas, los intervalos de confianza de las frecuencias
obtenidas por la clonacion mas la secuenciacién Sanger fueron mas amplios que los

obtenidos por NGS, lo que indica que esta metodologia fue mas precisa que la clonacion.

(=
— == (Clones
- NGS -

o _ - -
o

+ ks s
©
=3 T t T
<
S
~ 1
8
o
2 -

| | | |

Pat1 Pat2 Pat3 Pat4

Figura 31. Intervalos de confianza del 95% para las proporciones de codones no editados obtenidos por
NGS y por secuenciacion Sanger de los productos de clonacion, en las muestras de los 4 pacientes
estudiados.

5.1.2 Cuantificacién por NGS de las mezclas de clones con diferentes proporciones

de genomas no editados y editados

Las mezclas de clones creadas artificialmente se cuantificaron mediante NGS, tal y como

se explica en el apartado 4.17 Cuantificacion por NGS de las mezclas de clones con
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diferentes porcentajes de genomas no editados y editados de Material y Métodos. En
total, se obtuvieron 83.276 reads (media= 13.879 reads/muestra; SD= 4.154,58),
después de pasar los filtros de calidad. En la Tabla 15, se muestran las proporciones de
genomas no editados y editados de las mezclas creadas y que por lo tanto se espera
obtener al cuantificar estos genomas, en comparacion con las proporciones obtenidas al
cuantificar estas mismas mezclas mediante NGS. Las proporciones de genomas no
editados y editados son muy similares tanto en las mezclas de clones creadas
artificialmente como en las mezclas de clones cuantificadas por NGS. En la Figura 32 se
muestran los reads obtenidos mediante NGS de alguna de las diferentes mezclas de

genomas no editados y editados cuantificadas.

Mezclas de clones creadas artificialmente Mezclas de clones cuantificadas por NGS
(Proporciones esperadas) (Proporciones obtenidas)
% TAG % TGG % TAG % TGG
Genoma no editado Genoma editado Genoma no editado Genoma editado
90 10 87,68 12,32
80 20 81,64 18,36
70 30 67,68 32,32
60 40 60,56 39,44
30 70 31,69 68,31
10 90 8 92
5 95 3,81 96,19

Tabla 15. Comparacion de las proporciones de genomas no editados y editados de las mezclas creadas
artificialmente y de las mezclas cuantificadas por NGS.
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Hpl.0.0001|7630]60.56) TCCCCCTTTACTCGE 1"..‘(.‘GGGGAGGGA'."1'GGr‘.';'A'l'iu’«GGGGAGid\CGGGG.-\'l"1‘~.‘f_";‘A‘I‘C TACTCTTCCC.
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oL 200 210 220 230 240 250 260 270

Mpl.0.0001)|68686]68.31 chcccr?TACTCGGTGCGGGGAGGGACTGGACATAAGGGGAGAAGGGGGATchc:EfEFATCTAchTTCCQ

[Hpl.3.0001]3194 |31, 69 JTCCCCCTTTACTCGGTCCGGGGAGGGACTGGACATAAGGGGAGAACGGGGATTCCC ATCTACTCTTCCC
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200 210 220 230 240 250 260 270
Hpl.0.0001|1657] 81.64JTCCCCCTTCACTCGGACCGGGGAGGGGCTGGACATAAGGGGAAACCAGGGATTCCCA ATATACTCTTCCC
Hpl.S5.0001]372718.36 JTCCCCCTTCACTCGGACCGEEGAGGEGCTGGACATAAGGGGAAGCCAGGGATTCCCA ATATACTCTTCCC.
.J'I""]"'.I""I.'.'l""l""l"""""""|."'I".'l""l"'.l""l"

=k 200 210 220 230 240 250 260 270
Hpl.0.0001|1378§ 92 JrCCCCCTTTGCTCGRACCEEGEAGGGACTGGACGTGAGGEGAAGCCAGGEATTCCCA ATATACTCTTCCC.
Hpl.6.0001]1199}8 TCCCCCTTTTCTCGGACCGGGEAGGGACTGGACATAAGGGGAAGCCAGGGATTCCCA ATATACTCTTCCC.
o '|""|."'|""l"""".l""l""l."'|"'.l".’l""l""|""l""l"

.1 200 210 220 230 240 250 260 270

Hpl.0.0001|148 96. 19 FCCCCCTTTACTCGETCCEGEGAGEGACTGGACATAAGGGGAGAAGGGGGATTCCCA SATCTACTCTTCCC
Hpl.3,0001|588§3.81 [CCCCCTTTACTCGETCCGGEGAGGGACTGGACATAAGGGGAGAACGGGGATTCCCA ATCTACTCTTCCC

Figura 32. Alineamiento de los haplotipos obtenidos de algunas de las mezclas de clones cuantificadas por
NGS utilizando el programa BioEdit Sequence Alignment Editor.”** El codén de edicién 196 (TAG para
haplotipos no editados y TGG para haplotipos editados) estd enmarcado en negro y la proporcién de cada
coddn estd enmarcada en naranja.

Para una comparacion mas exhaustiva de los datos, se calculd la regresion lineal entre
las proporciones de los genomas no editados obtenidas en cada mezcla de clones con
los porcentajes esperados en la cuantificacion por NGS en dicha mezcla. Dicha regresion
se superpuso casi al ajuste perfecto, indicando una buena correlacién entre estos
porcentajes (Figura 33). Por otro lado, la resta de las proporciones esperadas de las
observadas revel6 que NGS tendia a subestimar los porcentajes de codones no editados,
ya que la linea de regresion estaba ligeramente por debajo del ajuste perfecto (Figura
34).
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Figura 33. Diagrama de dispersion de las proporciones de genomas no editados observadas versus las
esperadas con las lineas de regresion e intervalo de confianza del 95%. La linea de puntos y guiones de
color azul representa el ajuste perfecto, la linea continua de color rosa es la linea de regresion y la linea
discontinua de color gris representa los limites del intervalo de confianza del 95% de la regresion.
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Figura 34. Proporciones de genomas no editados observadas menos esperadas, con linea de regresion,
intervalos de confianza binomial del 95% en cada punto e intervalo de confianza de regresion del 95%. La
linea de puntos y guiones de color azul representa el ajuste perfecto, la linea continua de color rosa es la
linea de regresion y la linea discontinua de color gris representa los limites del intervalo de confianza de
regresion del 95%.
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5.1.3 Tipos de cambios nucleotidicos en la region del HDAg analizada

Los diversos cambios de nucledtidos presentes en las muestras de los 4 pacientes se
contaron a medida que se registraron en los amplicones secuenciados (Figura 35) tal y
como se explica en el apartado 4.18 Andlisis del tipo de cambios nucleotidicos de
Material y Métodos. Después de excluir el sitio de edicion, las transiciones, sustitucion de
una base purica por otra base purica, o una base pirimidinica por otra base pirimidinica
(A:G, G:A, C:Ty T:C), representaron el 63,09% de los cambios en la regién analizada. En
cambio, las transversiones, sustituciéon de una base purica por una base pirimidinica o
viceversa (C:G, G:C, C:A, A:C, T:A, AT, T:G y G:T), representaron el 36,91% de los
cambios en la region analizada. Curiosamente, entre los 4 posibles cambios de tipo
transicion, G:Ay A:G (C:U y U:C en el ARN gendémico del VHD circulante, que tiene una
secuencia complementaria inversa en relacion con nuestros amplicones) representaron el
73,86%, mientras que C:T y T:C (G:A y A:G en el ARN gendmico del VHD circulante)

estaban presentes en sélo el 26,17%.

700 663

600 B Transiciones
Il Transversiones

500 460

400

300
225
216

200

157 145

113

Numero de cambios nucleotidicos

100 64
33

AC AG AT CA CG CT GA GC GT TA TC TG
Tipo de cambio nucleotidico

Figura 35. Cambios de nucleétidos de tipo transicién (en negro) y de tipo transversién (gris) detectados en
las muestras de los 4 pacientes, excluyendo el sitio de edicion del HDAg (nucleétido 1012 dentro del coddn
196).
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5.2 Segundo estudio: Estudio longitudinal en pacientes con hepatitis
cronica delta sobre la variabilidad y conservacion de las regiones del HDAg

y de laribozima

En este estudio se analizé el grado de conservacion o variabilidad de la quasiespecies
del VHD en las regiones analizadas del HDAg y de la ribozima descritas en el apartado
4.5 Amplificacion del ARN del VHD para obtener librerias de amplicones para analizar por
secuenciacibn masiva (NGS). Ademas se determind la existencia de patrones de

mutaciones a nivel aminoacidico en la region del HDAg.

Se trata de un estudio longitudinal retrospectivo de 12 pacientes con hepatitis cronica
delta atendidos en el Hospital Universitario Vall d'Hebron (Barcelona, Espafia), de los que
se incluyeron 36 muestras de plasma (3 muestras por paciente, separadas por 3 afios
entre ellas) (Figura 36). Las caracteristicas demograficas y clinicas mas relevantes de los
pacientes se muestran en la Tabla 16. Las muestras de estos pacientes se seleccionaron
de acuerdo con los siguientes criterios de inclusion: minimo de 6 afos de seguimiento del
paciente, ARN-VHD superior a 3 logUl/mL, VHD genotipo 1, ausencia de otras
coinfecciones por el VHC o el VIH, ausencia de enfermedad hepatica autoinmune y
ausencia de tratamiento antiviral con PEG-IFN en el momento de recoleccion de la
muestra y al menos cinco afios antes. Nueve de los pacientes incluidos recibieron
tratamiento contra el VHB basado en analogos de nucleds(t)idos a lo largo del

seguimiento analizado.

ESQUEMA DEL ESTUDIO 2

3 muestras por paciente

12 pacientes con
Hepatitis Delta Cronica

36 muestras de plasma

J aflos J afos
Muestra 1 > Muestra 2 » Muestra 3

En total, 6 afios de seguimiento

Figura 36. Esquema de los pacientes y las muestras incluidos en el estudio 2: Estudio longitudinal en
pacientes con hepatitis cronica delta sobre la variabilidad y conservacién de las regiones del HDAg y de la
ribozima.
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N Varones (%) 7 (58,33%)

Mediana de edad (afios, IQR) 45,50 (38,75 - 47,25)
Etnia
N caucasicos (%) 11 (91,66%)

Mediana de ALT (UI/L, IQR)

Muestra 1 84,45 (51,75 - 112,50)
Muestra 2 76,50 (55,50 - 107,75)
Muestra 3 84,50 (52,50 - 155,75)

Mediana de ADN-VHB, logUI/mL (IQR)*

Muestra 1 1,56 (1,30 - 2,12)
Muestra 2 1,39 (1,30 - 2,04)
Muestra 3 1,30 (1,30 - 1,45)

Mediana de ARN-VHD, logUI/mL (IQR)

Muestra 1 5,64 (4,26 - 6,20)
Muestra 2 4,91 (4,00 - 5,97)
Muestra 3 5,01 (4,53 - 5,31)

Tabla 16. Caracteristicas demograficas y clinicas de los pacientes incluidos en el estudio. IQR, rango
intercuartilico. *Todas las muestras del ADN-VHB inferiores a 1,30 log Ul/mL se han contabilizado como 1,30
logUI/mL y todas las muestras indetectables se han contabilizado como 0 logUI/mL.

5.2.1 Analisis de la conservacion y variabilidad de la regién del HDAg estudiada

Una vez aplicados los filtros bioinformaticos de calidad a las secuencias inicialmente
obtenidas mediante NGS por la plataforma MiSeq, se han obtenido un total de 402.818
reads (mediana (IQR)=9.091 (5.618,5 - 13.970) reads/muestra).

La conservacion y variabilidad de la region del HDAg se estudio entre las posiciones
nucleotidicas 910 y 1270 (que codifican los aminoacidos 111 a 214 del L-HDAQ) a travées
de los haplotipos obtenidos en cada muestra, a nivel de nucleétidos y aminoécidos,
aplicando un andlisis sliding window, tal y como se explica en el apartado 4.19 Analisis
de la conservacion y variabilidad de la regién del HDAg y de la regién de la ribozima de
Material y Métodos. En esta region analizada no se observaron ni inserciones ni

deleciones.
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Por un lado, en la Figura 37 se muestra el sliding window a nivel de nucleétidos de la
region del HDAg analizada. Mediante este andlisis se identificaron 2 regiones
conservadas que corresponden a los nucledtidos 1122-1091 (Figura 38), que codifican
los aminoéacidos 160-169, y a los nucledtidos 994-970 (Figura 39), que codifican los
amino&cidos 203-209. En estas regiones, la mayor parte de posiciones nucleotidicas
tienen valores de contenido de informacion (Cl) en torno a 2 bits (100% de conservacion
en secuencias de nucledtidos). Ademas, también se identificé la region mas variable que
corresponde a los nucledtidos de la posicibn 1048-1024 (Figura 40), que codifica los
aminoacidos 185-191. El primer grupo de nucleétidos mas conservado (1122-1091) vy el
grupo de nucledtidos mas variable (1048-1024) corresponden a la region de union a la
ARN polimerasa Il (ARN pol II) del HDAg (aminoacidos 150-195) y el segundo grupo de
nucleétidos mas conservado (994-970) pertenece a un dominio funcional del L-HDAg, la
seflal de ensamblaje viral (aminoacidos 195-214) que ademdas contiene la sefial de

exportacién nuclear (aminoacidos 198-210).4+

Sliding window analysis (size = 25nt, steps = 1nt)
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Figura 37. Analisis sliding window de nucleétidos entre las posiciones 910 y 1270 del genoma del VHD. La
orientacion de la secuencia se ha puesto en sentido antigendmico (la reversa complementaria de la
gendmica) porque es la secuencia codificante. Cada punto en el gréfico representa el contenido de
informacién (ClI) medio (en bits) de las ventanas de 25 nucle6tidos, con desplazamiento de 1 nucleétido hacia
adelante entre cada ventana. La linea azul muestra el andlisis por haplotipos (by haplotypes) y la linea en
rojo muestra el analisis por frecuencias de haplotipos (by hpl frequencies). La linea discontinua horizontal
corresponde al maximo CI.
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Figura 38. Representacion en forma de logos de secuencia de nucle6tidos que corresponde a una de las
regiones conservadas que comprende de los nucledtidos 1122-1091 (aminoacidos del 160-169). La
orientacion de la secuencia se ha puesto en sentido antigendmico (la reversa complementaria de la
gendmica) porque es la secuencia codificante.
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Figura 39. Representacion en forma de logo de secuencia de nucledtidos que corresponde a una de las
regiones mas conservadas que comprende de los nucleétidos 994-970 (aminoéacidos del 203-209). La
orientacion de la secuencia se ha puesto en sentido antigendmico (la reversa complementaria de la
gendmica) porque es la secuencia codificante.
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Figura 40. Representacion en forma de logo de secuencia de nucleétidos que corresponde a la region mas
variable que comprende de los nucleétidos 1048-1024 (aminoacidos del 185-191). La orientacion de la
secuencia se ha puesto en sentido antigendmico (la reversa complementaria de la genémica) porque es la
secuencia codificante.

Por otro lado, en la Figura 41 se muestra el sliding window a nivel de amino&cidos de la
region del HDAg analizada. Mediante este andlisis se identificaron 2 regiones
conservadas que corresponden a los amino&cidos 160-169 (Figura 42), codificada por los
nucledtidos 1121-1092, y a los aminoacidos 199-212 (Figura 43), codificada por los

nucleétidos 1004-963, en la que la mayor parte de posiciones aminoacidicas tienen
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valores de CIl en torno a 4,32 bits (100% de conservacion de las secuencias de
aminoacidos). Ambas regiones de aminoacidos, por lo tanto, coinciden con las
codificadas por las regiones mas conservadas a nivel de nucleétidos. Ademas, también
se identifico la regibn mas variable que corresponde a los aminoacidos 112-121 (Figura
44), codificados por los nucleétidos 1265-1236, que no coinciden con la regiébn mas
variable a nivel de nucle6tidos (1048-1024). Como se ha comentado antes, los
amino4cidos 160-169 pertenecen a la region de unién de la ARN polimerasa |l
(aminoacidos 150-195), mientras que los aminoacidos 199-212 pertenecen a la sefial de
ensamblaje viral del L-HDAg (aminoacidos 195-214) que ademas contiene la sefal de
exportacion nuclear (aminoacidos 198-210). Por ultimo, el grupo de aminoacidos mas
variable (112-121) pertenece a la regiéon helix-loop-helix del HDAg (aminoacidos 108-
137).41,80
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Figura 41. Andlisis sliding window de aminoécidos de la regién del HDAg analizada (posiciones 111 a 214).
Cada punto en el grafico representa el contenido de informacién (Cl) medio (en bits) de las ventanas de 10
aminoacidos, con desplazamiento de 1 aminoacido hacia adelante entre cada ventana. La linea azul muestra
el analisis por haplotipos (by haplotypes) y la linea en rojo muestra el analisis por frecuencias de haplotipos
(by hpl frequencies). La linea discontinua horizontal corresponde al maximo ClI.
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Figura 42. Representacion en forma de logos de secuencia de aminoacidos que corresponde a una de las
regiones conservadas que comprende de los aminoacidos 160-169 (nucleétidos de la posicién 1121-1092).
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Figura 43. Representacién en forma de logos de secuencia de aminoacidos que corresponde a una de las
regiones conservadas que comprende de los aminoacidos 199-212 (nucleétidos de la posicion 1004-963).
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Figura 44. Representacion en forma de logo de secuencia de aminoacidos que corresponde a la region mas
variable que comprende de los aminoacidos 112-121 (nucledtidos de la posicion 1265-1236).

5.2.2 Estudio de los patrones de mutaciones de la regién del HDAg analizada

Mediante el analisis descrito en el apartado 4.20 Estudio de los patrones de cambios de
aminoacidos de la regién del HDAg se identificaron 98 mutaciones aminoacidicas
diferentes en proporciones superiores al 0,25% de la quasiespecies, que afectan a 54
posiciones en la regién del HDAg analizada (entre las posiciones aminoacidicas 111 y
214) (Tabla 17).
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Posicién Mutaciones Posicién Mutaciones Posicién Mutaciones

T180V; T180A,

K111 K111R V144 V144l T180 NS
R112 R112K P148 P148PQIZZ:1348R; T182 T182H
Q114 QL14R G150 G150R E184 | E184D; E184G
AL17 | ALLTGALLIV | 5y G157C G190 G190R

A117S; A117R

D191G; D191A;
N121 N121S; N121I G158 G158A D191 D191T; D191N;
D191S; D191E

S159A; S159Q;

K124 K124R S159 10T Q192 Q192R
E125 | E125D:E125G | A162 A162T F194 F1941: F194L
E128 E128G F167 F167L D197 D197E
K131 | K131R;K131G | P169 P169S 1198 1198L: 1198M
R132 R132K S170 S170N F200 F200L
E135K: E135G:
E135 i M171 M171L A202 A202S
R139 | R139K:R139E; | Q172 Q172L: Q172H D203 D203N
G173R: G173D:;

R140 R140G G173 o173E F206 F206V
E141 | E141G:E141K | v174 V1741 V174A Q209 Q209R
R142 R142G S177 S177L $210 S210G
R143 R143G F179 F179L: F179Y P213 P213T; P213N;

P213A; P213I

Tabla 17. Posiciones afectadas por mutaciones en la regién amplificada del HDAg (amino&cidos 111-214) y
mutaciones detectadas en ellas en proporciones superiores al 0,25% de la quasiespecies en alguna de las
muestras analizadas. La posicién 196 (codén editing) solo mostré la variante wild-type (stop) y la editada
(aminoacido W).
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De estas 98 mutaciones se seleccionaron 19 segun la prueba de Spearman, ya que
tenian una rho >0,8 y un p-valor <0,05. Seguidamente, se identificaron diferentes
patrones de mutaciones aminoacidicas. En la Figura 45 se observa un dendograma con

los patrones con mas de 2 mutaciones aminoacidicas:

- Patron 1: E141K, R139E, V149P, S159Q, T182H, E184D, A202S. En algunos
casos se le puede sumar la mutacién E135G y después la mutacién S170N. Este
patron de mutaciones esta presente en 1 de los 12 (8,3%) pacientes incluidos en
el estudio.

- Patrén 2: P213T y S159A. En una elevada proporcion de casos se le suma la
mutacién G158A. Este patron de mutaciones esta presente en 7 de los 12 (58,3%)

pacientes incluidos en el estudio.

En la Figura 46 se observa un dendograma con los patrones de mutaciones que
comprenden parejas de mutaciones aminoacidicas. Se identificaron 3 patrones de

mutaciones:

- Patréon 3: A117G y Q192R, presente en 3 pacientes de los 12 (25%) incluidos en

el estudio.

- Patron 4: R139K y Q172L, presente en 2 paciente de los 12 (16,7%) incluidos en

el estudio.

- Patron 5: R132K y 1198L, presente en 2 pacientes de los 12 (16,7%) incluidos en

el estudio.
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Figura 45. Dendograma de los patrones de mutaciones con mas de 2 mutaciones aminoacidicas. El orden en
el que se han ido agrupando entre si las parejas de mutaciones en los distintos clusters se indica con los
nameros en color gris. El valor del Approximately Unbiased P-value (AU, 100 - p-valor del cluster) se muestra
con el nimero en color rojo y el valor de Bootstrap Probability value (BP, frecuencia de aparicion del cluster
en diferentes réplicas del bootstrap) se muestra con el niumero en color verde.
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Figura 46. Dendograma de los patrones de mutaciones que comprenden 2 mutaciones aminoacidicas. El
orden en el que se han ido agrupando entre si las parejas de mutaciones en los distintos clusters se indica
con los nimeros en color gris. El valor del Approximately Unbiased P-value (AU, 100 - p-valor del cluster) se
muestra con el namero en color rojo y el valor de Bootstrap Probability value (BP, frecuencia aparicion del
cluster en diferentes réplicas del bootstrap) se muestra con el nimero en color verde.
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En la Figura 47, se muestran los graficos de la evolucion de las frecuencias relativa de

cada patron a lo largo del seguimiento de los pacientes en los que se han detectado.
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Figura 47. Gréficos de cada patron de mutaciones. Cada paciente se representa con un color diferente. En el
eje x se representan las muestras de cada paciente que contiene el patron de mutaciones y en el eje y se
muestra la frecuencia relativa (%) en que esta presente el patron de mutaciones en cada muestra de cada
paciente.

En la mayoria de pacientes las frecuencias de los patrones de mutaciones se mantienen
estables a lo largo del periodo de seguimiento de 6 afios analizado. Sin embargo, en el
patron de mutaciones 1, presente solamente en el paciente 5, se observa que la
frecuencia relativa disminuye a lo largo del tiempo. Ademas, en el patrén de mutaciones
2, el paciente 12, la frecuencia relativa se mantiene elevada en la primera y segunda

muestra pero disminuye considerablemente de la segunda a la tercera muestra. En
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cambio, en este mismo patrén, en el paciente 3 la frecuencia relativa aumenta entre la
primera muestra y la segunda. Por ultimo, en el paciente 7, el cual muestra el patron de
mutaciones 3 y el 5, la frecuencia relativa fluctia a lo largo del tiempo: en la primera
muestra estos patrones muestran una frecuencia muy elevada, en la segunda muestra el
patron practicamente desaparece mientras que en la tercera muestra vuelve a
seleccionarse intensamente y sus proporciones aumentan considerablemente. A
destacar también los pacientes 1 y 12 que contienen los patrones de mutaciones 2 y 4.
En el paciente 12, en cuanto disminuye la frecuencia relativa del patrén 2, aumenta la
frecuencia relativa del patron 4. Y, en el paciente 1, a lo largo de todo el seguimiento, el
patrén 2 se muestra en frecuencias muy altas, en cambio, el patrébn 4 se muestra en
frecuencias muy bajas. Por ultimo, mencionar que la mayoria de pacientes contienen el
patrén 2, y en la mayoria de los pacientes esti presente en proporciones superiores al
75%.

Una vez identificados los patrones de mutaciones se analiza dénde se localizaba cada
mutacién de cada patron. En el patrén 1, la mutacion E135G pertenece a la regién helix-
loop-helix (108-137);*'2*® |as mutaciones R139E, E141K y V149P pertenecen a un
dominio de unién a ARN (97-146);*** las mutaciones S159Q, S170N, T182H y E184D

pertenecen a la regién de unién a la ARN pol 1l (150-195)%8

y la mutacion A202S
pertenece a la sefial de empaquetamiento viral (195-214).”' Ademas, algunas
mutaciones se encuentran dentro de epitopos: E135G, R139E, E141K, V149P, S159Q,
S170N, T182H y E184D se encuentran en un epitopo inmunogénico de células T CD8+%**
y S159Q, S170N, T182H y E184D se encuentran en un epitopo de células B.'® En el
patron 2, las mutaciones G158A y S159A pertenecen a la region de union a la ARN pol
1128y |la mutacion P213T a la sefial de empaquetamiento viral y a la sefial de
isoprenilacion (211-214).%' Ademas, las mutaciones G158A y S159A pertenecen a un
epitopo inmunogénico de células T CD8+ y de un epitopo de células B.'**%" En el patrén

3, la mutacién A117G pertenece a la region helix-loop-helix***?>

y la mutacion Q192R a
la regién de unién a la ARN pol 1.8 Ademas, la mutacion A117G esta dentro del
epitopo de células restringido al complejo mayor de la histocompatibilidad 1l y dentro de
un cytotoxic T ligand epitope'® y la mutacion Q192R esta dentro de un epitopo de células
B y dentro de un epitopo inmunogénico de células T CD8+.'%%%! En el patrén 4, la
mutacion R139K pertenecen a un dominio de unién a ARN** y la mutacion Q172L a la
region de union a la ARN pol 1158 Ademas, estas dos mutaciones estan dentro de un

251

epitopo inmunogénico de células T CD8+“" y la mutacion Q172L también esta dentro de

un epitopo de células B.'%%" En el patrén 5, la mutacion R132K pertenece a la region
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helix-loop-helix y la mutacién 1198L a la sefial de empaquetamiento viral y a la sefial

de exportacion nuclear (198-210). Ademas, la mutacién R132K pertenece a un epitopo

inmunogénico de células T CD8+.%**

5.2.3 Anédlisis de la conservacién y variabilidad de la region de la ribozima
estudiada

Una vez aplicados los filtros bioinforméticos de calidad a las secuencias inicialmente
obtenidas mediante NGS por la plataforma MiSeq se han obtenido un total de 450.186
reads (mediana (IQR)=10.818 (5.884 - 16.510,5) reads/muestra).

La conservacion de la region de la ribozima se estudié entre las posiciones nucleotidicas
688 y 771 a través de los haplotipos obtenidos en cada muestra solamente a nivel de
nucledtidos (ya que se trata de una regién no codificante), aplicando un andlisis sliding
window (Figura 48), tal y como se explica en el apartado 4.19 Analisis de la conservacion
y variabilidad de la region del HDAg y de la regién de la ribozima de Material y Métodos.
Mediante este analisis se observdé que esta regidbn es muy conservada, ya que, la
mayoria de las posiciones nucleotidicas estan en torno a 2 bits (100% de conservacion
en secuencias de nucleétidos), tal como muestra el logo de toda la secuencia de la
ribozima (Figura 49). En este logo, se puede observar que las partes mas variables, que
corresponden a las posiciones nucleotidicas 746-757 (Figura 50), pertenecen a un
nucleétido del bucle L4 y a una parte de la regidon de doble cadena P4. Por otro lado la
region mas conservada se identificé entre las posiciones nucleotidicas 715-745 (Figura
51), que pertenecen a algunos nucleétidos de las regiones de doble cadena P3, P1y

P1.1, a la region monocatenaria J1/4, a la region de doble cadena P4 y al bucle L4.%’
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Figura 48. Andlisis sliding window de la region de la ribozima (entre las posiciones 688 y 771). La orientacion
de la secuencia se ha puesto en sentido genémico. Cada punto en el gréfico representa el Cl medio (en bits)
de las ventanas de 25 nucledtidos, con desplazamiento de 1 nucleétido hacia adelante entre cada ventana.
La linea azul muestra el andlisis por haplotipos (by haplotypes) y la linea en rojo muestra el andlisis por
frecuencias de haplotipos (by hpl frequencies). La linea discontinua horizontal corresponde al méaximo Cl
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Figura 49. Representacion en forma de logo de la secuencia de nucleétidos que corresponde a toda la region
de la ribozima. En la parte inferior se indica a qué region de la ribozima pertenece cada grupo de nucleétidos.
La orientacion de la secuencia se ha puesto en sentido genémico.97
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variable que comprende de las posiciones nucleotidicas 746-757. La orientacion de la secuencia se ha
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Figura 51. Representacion en forma de logos de secuencia de nucledtidos que corresponde a la regién mas
conservada que comprende de las posiciones nucleotidicas 715-745. La orientacion de la secuencia se ha
puesto en sentido genémico, ya que es la secuencia circulante que se ha secuenciado.
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6. DISCUSION

El virus de la hepatitis delta (VHD) es un virus de ARN de una sola hebra, circular, de
alrededor de 1700 nucleétidos y de polaridad negativa. Contiene una regién con actividad
ribozima, esencial en su replicacién, y un Unico marco de lectura abierto que codifica el
antigeno delta (HDAQ). EI HDAg por la accion editora del enzima del huésped ADAR-1 da
lugar a dos formas del mismo, una isoforma de menor longitud (S-HDAg), con un codén
stop (TAG en los nucleétidos 1011-1013, que codifican el aminoacido 196), que es la no
editada, y una més larga (L-HDAgQ) que es el resultado de la ediciéon en el nucleétido
1012 (cambio de A:G) manteniéndose la traduccion hasta un codon stop altamente
conservado en la posicion 215. Este virus comparte caracteristicas con los viroides, en
este sentido la molécula de ARN gendmico viral puede plegarse sobre si misma dando
lugar a una estructura secundaria no ramificada altamente estable, practicamente

constituyendo un genoma de ARN de doble cadena cerrado por los extremos.>*

El genoma del VHD no codifica ninguna polimerasa propia, por lo que su estructura en
quasiespecies no se puede explicar por la acumulacién de errores en el proceso de
replicacién catalizado por este tipo de enzimas y por la falta de capacidad de correccién
de errores de las mismas. La replicacion del VHD sigue el mecanismo conocido como
replicacién en circulo rodante (analogo a los viroides) y se realiza mediante las ARN
polimerasas del huésped, principalmente la ARN polimerasa Il (ARN pol Il). La isoforma
corta del antigeno delta (S-HDAg) se une a esta polimerasa, propiciando su cambio de
molde de ADN a ARN a coste de su pérdida de fidelidad.®* Ademas, es posible que las
proteinas de edicion genética del huésped también puedan modificar el genoma del VHD,
mas alla de la edicion del nucleétido 1012 mediante ADAR-1.* Todo esto junto con una
elevada tasa replicativa, parece explicar el espectro de diferentes mutantes en un mismo

individuo conocidos como quasiespecies virales.”

La distribucion de las poblaciones de mutantes en la quasiespecies es dinamica y se ve
influenciada por el ambiente (respuesta inmune, alteraciones metabdlicas del huésped...)
o las intervenciones externas como los tratamientos antivirales. Ademas, la distribucion
poblacional también se ve influenciada por fendbmenos de deriva genética, sobre todo
durante la transmision del virus. Todos estos procesos conducen a las formas génicas
dominantes que se observan durante los cursos clinicos de la hepatitis delta crénica y
pueden desempefiar un papel importante en el escape al sistema inmune del huésped o

en la recaida clinica.’®'* Sin embargo, existen pocos estudios sobre la quasiespecies
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del VHD vy por lo tanto todavia no se dispone de datos muy concluyentes sobre sus
implicaciones. Por ello, el objetivo principal de esta tesis ha sido estudiar la
quasiespecies del VHD mediante secuenciacion masiva (NGS), cuantificando la edicion
de su genoma, que da lugar a los antigenos S-HDAg y L-HDAg, y la conservacion o
variabilidad de las regiones funcionales del virus, correspondientes al HDAg y a la
ribozima que es el Unico dominio de este virus con actividad enzimética propia y esencial

para la replicacion viral.

6.1 Métodos de estudio de la quasiespecies

Aunqgue la secuenciacion por el método de Sanger tiene la capacidad de determinar la
secuencia de fragmentos de ADN entre 300-900 nucleétidos,?® no permite determinar la
secuencia de nucledtidos de haplotipos individuales, es decir, secuencias Unicas que en
la quasiespecies se agrupan en secuencias iguales entre si en el conjunto de secuencias
obtenidas. En lugar de eso, la secuencia obtenida estd compuesta en cada posicién por
la media de los haplotipos presentes en la quasiespecies en una proporcion =15-20%.%*
Por lo tanto esta técnica da una informacion limitada sobre las quasiespecies virales.
Hasta hace pocos afios, el método tradicional utilizado para analizar secuencias
individuales, en un entorno de heterogeneidad poblacional genémica como es la
quasiespecies viral, era la clonacién molecular y su posterior secuenciacién Sanger.?*’
Este método se ha utilizado como método de referencia para estudiar poblaciones
virales, ya que si permite estudiar haplotipos individuales, pero tiene algunos
inconvenientes. Es una técnica costosa (tanto econdémicamente como en tiempo) y
laboriosa que requiere de mdltiples experimentos y complejos pasos, que acaban
proporcionando una resolucion limitada en lo que a espectro de mutaciones y frecuencias
se refiere. Para obtener una representacion significativa de una quasiespecies viral se
necesita una gran cantidad de clones (> 100) lo que significativamente dificulta su uso.?*®
También, puede haber errores introducidos por las polimerasas o durante la reaccion de
secuenciacion Sanger que pueden artefactuar los resultados.'®” En cambio, la NGS ha
supuesto una importante mejora en el estudio de las quasiespecies virales ya que tiene la
ventaja de tener la capacidad de analizar miles de haplotipos individuales en paralelo en
un solo experimento de secuenciacion. Eso le permite tener una considerable
sensibilidad para detectar poblaciones minoritarias, en menos tiempo y a un coste
econdmico inferior por secuencia obtenida que la clonacién y posterior secuenciacion

Sanger 198:199214.258-260 A hasar de esto, la precision y sensibilidad de la NGS para detectar
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poblaciones del VHD no ha sido analizada hasta el momento, por este motivo, es

necesario establecer unos controles (mezclas de clones).

6.1.1 Cuantificacion de la edicién del codén stop del HDAg en el genoma del VHD
mediante NGS

En el primer estudio, se ha comparado el método de secuenciacion Sanger de los
productos de la clonacién con el método de NGS. Para ello, se utilizan muestras de 4
pacientes que cumplen con los criterios de inclusién. En estos 4 pacientes se analiza el
coddn 196 y se considera que su edicion es un evento binario (CUA o CCA, traducido a
TAG o TGG, respectivamente), con frecuencias que exhiben una distribuciéon binomial y,
por lo tanto, son complementarias. La comparacion de los intervalos de confianza al 95%
de las frecuencias de codones no editados (CUA traducido a TAG, codbn stop, que
codifica el S-HDAgQ) demostr6 que los resultados obtenidos por ambos métodos son
comparables y evidencié que la NGS es més precisa en la cuantificacion de variantes
que la secuenciacion Sanger de los productos de la clonacién, como se esperaba debido
a su tamafio de muestra mucho mayor (se analizaron secuencias de decenas de clones
frente a un minimo de 2.085 reads por paciente). Por lo tanto, se puede concluir que la
NGS seria un método Util para detectar proporciones de genomas del VHD no editados y

editados al analizar muestras clinicas.

En los pacientes incluidos se observo un predominio de genomas no editados en las
quasiespecies del VHD circulantes (una media del 64% de genomas no editados
detectados mediante NGS y una media del 60% de genomas no editados detectados
mediante secuenciacion Sanger de los productos de la clonacién). En un estudio

.,'°* también se observaba este

longitudinal anterior de nuestro grupo, Homs et a
predominio de los genomas no editados (media del 67% de genomas no editados
detectados mediante NGS). Este es un hallazgo razonable, ya que los genomas no
editados codifican el S-HDAg, que se requiere para la replicacion del ARN-VHD, mientras
que los genomas editados codifican el L-HDAg, que inhibe la replicacion.>””® Sin
embargo, se observo un porcentaje significativo de genomas editados (media del 36% de
genomas editados detectados mediante NGS y media del 40% de genomas editados
detectados mediante secuenciacién Sanger de los productos de la clonacion), parecido al
observado en el estudio de Homs et al.'® (media del 34% de genomas editados
detectados mediante NGS). El considerable nimero de genomas editados plantea la
cuestion de su papel en las quasiespecies del VHD circulantes, especialmente porque
estos genomas no son capaces de replicarse.?®! Tanto el S-HDAg como el L-HDAg son

57,78
Ia

esenciales para el ciclo de replicacion vira por lo tanto, los genomas editados
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circulantes podrian servir para proporcionar el L-HDAg al ciclo viral antes de la
estimulacion de la expresion de la ADAR-1 del huésped, lo que haria posible el
empaquetamiento de nuevos viriones del VHD al comienzo de la infeccion celular (ambos
antigenos son necesarios para establecer la ribonucleoproteina) y mejoraria la
propagacion de la infeccion.” Por lo tanto, los genomas editados podrian tener un papel
en el establecimiento y mantenimiento de la infeccién crénica, una hipotesis que requiere
confirmacion en futuros estudios. Ademas, esto sugiere que podria ser importante ajustar
la carga viral de acuerdo con el porcentaje de genomas no editados (ya que son los que
se replican eficientemente) al monitorizar pacientes con hepatitis delta crénica. Disponer
de una técnica para cuantificar de manera fiable los genomas no editados y editados

abre la puerta a futuros estudios para probar esta hipétesis.

En la comparacion de la secuenciacion Sanger de clones con la NGS, se ha demostrado
que esta Ultima es mucho mas precisa para cuantificar las proporciones de haplotipos
editados y no editados en la quasiespecies. Sin embargo, la precision a la que la NGS es
capaz de cuantificar estos haplotipos cuando estan presentes en diferentes proporciones
aun no se ha definido. Por tanto, para determinar la precisién de la NGS a diferentes
proporciones de las poblaciones virales en las quasiespecies, se mezclaron productos de
PCR derivados de clones editados y clones no editados en proporciones del 5% al 95% y
se cuantificaron por NGS. Nuevamente, suponiendo una distribucion binomial de
frecuencias de codones editados y no editados, se compararon los porcentajes de las
poblaciones no editadas detectadas en cada mezcla artificial con las esperadas en cada
mezcla, y se observo una buena correlacién entre ellas. Sin embargo, el andlisis de las
distancias entre las proporciones observadas y esperadas en cada mezcla de clones
evidencia una tendencia de la NGS a subestimar ligeramente los porcentajes de codones
no editados, ya que la linea de regresion estaba ligeramente por debajo del ajuste
perfecto. Esta tendencia probablemente se deba a un sesgo de muy bajo nivel de la
metodologia de NGS. Asi pues, los resultados de este primer estudio han mostrado la
capacidad de la NGS para cuantificar con un buen nivel de precision mezclas con

proporciones entre el 5% y el 95%.

6.2 Andlisis del patrén de cambios de nucle6tidos

En el primer estudio, después de la validacion de la cuantificacion de las proporciones de
genomas editados y no editados, se utilizé la NGS para analizar el fragmento del genoma
del VHD amplificado (nucleétidos 910-1270), buscando evidencia de una tendencia a

favor o en contra de un cambio nucleotidico particular o un tipo determinado de cambio

136



nucleotidico (transicion o transversion). Los resultados obtenidos en los 4 pacientes
incluidos en este estudio confirmaron los obtenidos en un estudio anterior de Homs et
al.'® Las transiciones representaron el 63% de los cambios nucleotidicos, una vez
excluido el codon de edicién y, curiosamente, los cambios de A:G o0 G:A (U:C o C:U en el
ARN gendmico) representaron el 74% del total de los cambios de tipo transicion. Estas
transiciones estan asociadas con un patron de desaminacion: la desaminacion en A:G
(U:C) puede estar relacionada con la actividad de ADAR-1, similar al fenébmeno de
edicion especifico en el codén 196,”° mientras que la desaminacién en G:A (C:U) puede
estar asociada con ciertos miembros de la familia de las enzimas cataliticas similares a
polipéptidos de edicion de ARNm apolipoproteina B (APOBEC).?®? Por lo tanto, nuestros
resultados indican que la desaminacién mediada por las actividades enzimaticas del
huésped mediada por ADAR-1 y tal vez, ciertos miembros de la familia de APOBEC,
ademas de su papel esencial en la edicién del genoma en el codén 196, puede ser una
fuente importante de acumulacion de variabilidad en el genoma del VHD. Esta nocion

.12 en un modelo de infeccion

parece estar de acuerdo con los hallazgos de Giersch et a
del VHD en ratones humanizados, donde se observdé un aumento significativo en los
niveles de expresion de ciertos miembros de la familia APOBEC (por ejemplo,
hAPOBEC3B y hAPOBEC3G) en ratones coinfectados por VHB-VHD frente a ratones
monoinfectados por VHB. Sin embargo, aun no se ha demostrado la edicion del genoma
del VHD por estas enzimas mutagénicas. Se ha reportado que la edicién del genoma del
VHD por ADAR-1 en sitios diferentes al nucledtido 1012 no parece ser significativa, de
hecho se ha reportado que la probabilidad de la ediciéon en esta posicion es 600 veces
mas eficiente que en las otras 337 adenosinas del genoma.”® Por eso la posible edicién
del genoma viral por enzimas mutagénicas deberia ser confirmada en modelos de

infeccién in vivo.

6.3 Conservacion y variabilidad en la quasiespecies viral en la region

codificante del HDAg y la ribozima

En el segundo estudio, mediante la NGS se analizd6 el grado de conservacién o
variabilidad de la quasiespecies del VHD en las regiones analizadas del HDAg y de la
ribozima. Ademas se determind la existencia de patrones de mutaciones, a nivel

aminoacidico, en la region del HDAg.
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6.3.1 Analisis de la conservacion y variabilidad en los aminoacidos del HDAg y en
su region codificante

En primer lugar, el grado de conservacion o variabilidad de la region del HDAg
amplificada se determin6 a nivel de nucleétidos y de amino&cidos. En ninguna de las
muestra se observaron ni inserciones ni deleciones, de acuerdo con algunos estudios
previos.® En el HDAg las dos regiones mas conservadas a nivel de aminoacidos
estaban codificadas por regiones incluidas en las mas conservadas a nivel de nucleétidos
(la primera region corresponden a los nucleétidos 1122-1091 y la segunda a los
nucleotidos 994-970). Esto sugiere que la conservacion de estas regiones nucleotidicas
esta asociada al mantenimiento de los aminoacidos que codifican. Por un lado, la primera
region conservada consta de los aminoacidos del 160-169 que pertenecen a la regiéon de
union de la ARN pol Il (amino&cidos 150-195).2%% Este motivo de aminoéacidos (160-169)
también se ha encontrado conservado en otros estudios mediante secuenciacion
Sanger.?*?%2% por tanto, estos hallazgos por NGS confirman, con un nivel de
sensibilidad mucho mas elevado lo que ya se ha observado por otras técnicas. Ademas
se ha reportado que la regién entre los aminoacidos 161-166 es altamente conservada y
actlia como dominio inmunogénico,”®’ sin embargo, el alto grado de conservacion de una
region hace cuestionar su papel como dominio inmunogénico. Un estudio de Yamaguchi
et al.*! reporté que D187, 1188 y F194 eran los aminoAcidos criticos para la interaccion
del S-HDAg con la ARN Pol Il. Curiosamente, D187 e 1188 pertenecen a la regién del S-
HDAg codificada por la regibn mas variable a nivel de nucle6tidos, 1024-1048. Asi,
mientras que D187 esta conservado en todos los pacientes analizados, 1188 (que en la
secuencia de referencia utilizada seria V188, no estéd conservado, solo se encuentra 1188
en todos los haplotipos de 2 muestras de un paciente y de 3 muestras de 3 pacientes
diferentes. F194 sélo no esta conservado en las 3 muestras de un paciente pero con
frecuencias de cambi6 del 1,1%, 0,4% y 0,5% (datos no mostrados). Ademas en ese
mismo estudio se observé que S170, A180, T182 no son criticos para la interaccion del
S-HDAg con la ARN pol Il. Los resultados a nivel de conservacion en el presente estudio
parecen confirmar estos resultados previos, la secuencia de referencia utilizada muestra
el amino&cido T180 y las otras dos posiciones pertenecen al Patron de mutaciones 1
(S170N y T182H), que aunque solo esta presente en un paciente, en la primera muestra

incluida se encuentra representado en el 100% de la quasiespecies.

Por otro lado, la segunda region conservada consta de los aminoacidos 199-212 dénde
se incluyen los aminoacidos del 203-209 codificada por la region conservada a nivel de

nucleétidos (994-970) que pertenece a la sefial de ensamblaje viral (aminoacidos 195-
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214) que comprende la sefial de exportacion nuclear (aminoécidos 198-210) y la sefial de
isoprenilacién (aminoacidos 211-214). Hay otros estudios que también han encontrado
conservada la parte de esta region entre los aminoacidos 199-203.2%4%%° En esta region
hay dos posiciones importantes, la P205 y la C211, que en este estudio se encuentran
conservadas en todas las muestras de todos los pacientes, al igual que en otros
estudios.?*?°*%%® | a posicién de la P205 es critica para la relocalizacién del L-HDAg
desde el nucleo al citoplasma y esta involucrada en el ensamblaje del VHD. Ademas,
desempefia un papel esencial en el transporte de la RNP fuera del ndcleo.?®®®° La
posicion C211, es donde tiene lugar una modificacién post-traduccional, la isoprenilacién,
necesaria para que el virus interaccione con el HBsAg. Ademas, a esta posicién la
farnesil transferasa celular le une covalentemente un farnesilo, lo cual es importante para
inhibir la replicacién viral y al mismo tiempo promover la encapsidacién del complejo RNP
y la liberacién de las particulas virales.**® Se ha observado que una mutacién en esta

posicién elimina tanto la isoprenilaciéon como la formacion de particulas virales.%

En cambio, las dos regiones mas variables encontradas a nivel de aminoacidos y a nivel
de nucleétidos, no coinciden. Como se ha comentado anteriormente, la region mas
variable a nivel de nucleétidos (los nucleétidos 1024-1048) se localiza en la parte del
ORF delta que codifica el dominio de unién a la ARN pol Il (aminoacidos 150-195) del
HDAg. La region mas variable a nivel de aminoacidos del 112-121 pertenece a la regién
helix-loop-helix (aminoacidos 108-137) del S-HDAg. Esta regién estructural consiste en
dos a-hélices unidas por un bucle. Se cree que puede contribuir en la oligomerizacion del
HDAg y en la interaccion del HDAg con otras proteinas.**%*® Otro estudio también ha
observado variaciones en esta region en muestras de genotipo 1.2** Sin embargo, es de
destacar que la posicion L115, importante para la replicacion del VHD y necesaria para la
actividad de unién al ARN in vitro,** si que esta conservada en todas las muestras de
todos los pacientes analizados, como se ha observado en otro estudio mediante

secuenciacion Sanger.?*

En cuanto al andlisis de las mutaciones encontradas en la region del HDAg analizada
(posiciones aminoacidicas 111-214 del L-HDAg), se han encontrado un total de 98
mutaciones que afectan a 54 posiciones, mas de la mitad de las 105 analizadas, lo que
indica la gran variabilidad del fragmento del HDAg estudiado. Una vez encontradas las
mutaciones existentes en esta region, se seleccionaron las que sus frecuencias
mostraban una rho >0,8 y un p-valor <0,05 segun la prueba de Spearman, lo cual les da

una elevada probabilidad de transmitirse siempre juntas en un mismo haplotipo. En total
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se identificaron 19 mutaciones que podian agruparse en 5 patrones de mutaciones

aminoacidicas.

El patrén de mutaciones 1 es el mas complejo, comprende hasta 9 mutaciones
diferentes; E141K, R139E, V149P, S159Q, T182H, E184D, A202S a las que en algunos
casos se puede sumar la mutacion E135G y después la mutacion S170N. Este patrén
esta presente en 1 paciente de los 12 analizados (8,3%), en el que se observa que a lo
largo del seguimiento, la frecuencia de este patron de mutaciones disminuye. Las
mutaciones T182H y S170N aunque se encuentran en el dominio de interaccion con la
ARN pol Il (amino&cidos 150-195) no parecen ser criticas para que esta interaccion se
produzca. La fosforilacién de T182 ha sido observada in vitro, aunque no se conoce con
certeza su funcionalidad.®® Sin embargo, dada su falta de conservacion no parece que
T182 sea un sitio esencial de fosforilacion. Otros estudios previos han reportado las
mutaciones R139E y E141K,?*"% cambios a priori muy radicales teniendo en cuenta las
caracteristicas fisico quimicas de los aminoacidos implicados. Estas dos posiciones, junto
a la V149P, estan incluidas en uno de los dominios de unién a ARN (aminoacidos 97-
146).%** Las mutaciones dentro de este dominio puede indicar un papel menos importante
para la unién al ARN, en comparacion con los otros dominios de unién a ARN presentes
en el HDAg.”! Sin embargo, el cambio de una arginina (R, aminoacido con carga
positiva) por un acido glutdmico (E, aminoacido con carga negativa) en la posicién 139
junto al cambio de E por lisina (K, aminoacido con carga positiva) en la posicion 141
parece sugerir un mecanismo de compensacion de la carga eléctrica que podria permitir
mantener la funcionalidad de este dominio. No obstante, el cambio V149P parece sugerir
un cambio muy radical a nivel de la estructura, puesto que la aparicion de una Prolina (P)
sugeriria la fijaciébn de un loop en la estructura proteica. Se puede especular que este
cambio podria estar asociado al mantenimiento de la funcionalidad del dominio, pero
seria necesario un modelo estructural de la proteina para inferir las posibles
consecuencias de este cambio. Asimismo, las posiciones S159Q y E184D, esta segunda
“casi sinénima” por las caracteristica de los aminoacidos, pertenecen a la region de union
a la ARN pol Il (aminoacidos 150-195), y podrian afectar a posiciones no esenciales
funcionalmente. La mutacién A202S se encuentra en la sefial de empaquetamiento, en
una posicién en la que estudios previos también han descrito mutaciones,'0%2°1:264-266.270
entre ellas esta misma mutacion A202S.2° Por (ltimo, algunas mutaciones se encuentran
dentro de regiones epitopicas. Por ejemplo, los cambios E141K, R139E, V149P, S159Q,
T182H, E184D, E135G y S170N se encuentran en un epitopo inmunogénico de células T
CD8+*! y los cambios S159Q, T182H, E184D y S170N se encuentran en un epitopo de
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células B.'® Estas mutaciones en regiones epitopicas, como todas las que se
comentaran en los siguientes patrones, podrian permitir al virus a escapar de la
respuesta inmune del huésped, como se ha especulado también en otros
estudios.'®%?™" Asi pues, posiblemente las mutaciones que conforman el patrén 1
respondan a cambios conformacionales en regiones epitdpicas del HDAg, para escapar a
la respuesta inmune del huésped, manteniendo, al menos parcialmente, la funcionalidad
de los diferentes dominios funcionales de esta proteina. Por lo tanto, la dindmica de sus
proporciones a través del seguimiento del paciente en el que se ha identificado
probablemente dependa de cambios en esta respuesta inmune a lo largo de su

seguimiento.

El patron de mutaciones 2, comprende las mutaciones P213T y S159A que en una
elevada proporcion de casos se le suma la mutacibn G158A; es el patrén mas
abundante, esta presente en 7 pacientes de los 12 analizados (58%). En la mayoria de
los pacientes el patron tiene una frecuencia elevada en todas sus muestras, de mas del
85%. En cambio en un paciente es baja, de menos del 15% y en otro paciente se
mantiene elevada en la primera y segunda muestra pero disminuye considerablemente
de la segunda a la tercera muestra. La mutacién P213T afecta a la sefial de ensamblaje
de las particulas virales y mas concretamente a la sefal de isoprenilacién. El cambio de
P por un aminoacido con propiedades tan diferentes como Treonina (T) no parece afectar
a la replicacién viral. No obstante, como se ha comentado anteriormente, la posicion mas
importante de la sefial de isoprenilacion és C211, donde tiene lugar la isoprenilacion, y la
posicion mas importante de la sefial de ensamblaje es P205. Asi pues, P213 podria no
ser esencial ni para el ensamblaje de particulas virales ni para la isoprenilacién de L-
HDAg, a pesar del gran cambio estructural que podria representar el cambio de P por V.
Las mutaciones S159A y G158A estan situadas en posiciones no esenciales de la regién
de union de la ARN pol Il (aminoacidos 150-195) y pertenecen a un epitopo
inmunogénico de células T CD8+ y a un epitopo de células B.'®%! Eso sugiere la
posibilidad que las diferentes tendencias de las frecuencias de este patrén de mutaciones
entre los pacientes que lo presentan podria ser debida a las diferencias entre sus
respuesta inmunes frente al virus. La mutacion P213T aunque no esta dentro del epitopo

inmunogénico citado anteriormente podria colaborar en el escape al sistema inmune.

El patrén de mutaciones 3, comprende las mutaciones A117G y Q192R, esta presente en
3 de los 12 pacientes analizados (25%). Dos de ellos tienen el patron en frecuencias muy
elevadas, de mas del 95% en todas las muestras del seguimiento. En cambio, aunque el

otro paciente (paciente 7) muestra el patron en la misma frecuencia que los otros dos en
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la primera muestra, en la segunda muestra el patron practicamente desaparece mientras
que en la tercera vuelve a seleccionarse intensamente y sus proporciones aumentan
hasta cerca del 70% de la quasiespecies. La practica desaparicion del patrén en la
segunda muestra coincide con un aumento de linfocitos y monocitos (datos no
mostrados), por lo que podria suponerse una activacion de la inflamacion, por lo tanto, de
nuevo, un cambio en la respuesta inmune. La mutacién A117G, pertenece a la region
helix-loop-helix (amino&cidos 108-137) del S-HDAg y la Q192R a la regién de interaccion
con la ARN pol Il (amino4cidos 150-195); mutaciones en dichas regiones ya se han
comentado anteriormente. Ademdas, ambas mutaciones se encuentran en regiones
epitépicas: la A117G esta dentro del epitopo de células restringido por el complejo mayor
de la histocompatibilidad Il y dentro de un cytotoxic T ligand epitope (aminoacidos 106-
121)** y la Q192 dentro de un epitopo de células B y de un epitopo inmunogénico de
células T CD8+.199%! Asi pues, estas mutaciones pueden estar relacionadas con un
mayor fitness de las poblaciones virales en determinados momentos, ya que les pueden

permitir escapar a la presion del sistema inmunitario.

El patrén de mutaciones 4, comprende las mutaciones R139K y Q172L, y esta presente
en 2 de los 12 pacientes analizados (16,7%). En un paciente con frecuencias altas
(paciente 12), superiores al 85% de la quasiespecies a lo largo del seguimiento, y en el
otro con frecuencias bajas (paciente 1), por debajo del 5%. Curiosamente, ambos
pacientes también presentaron el patron 2, la evolucion del cual siguié tendencias
opuestas a las del patréon 4. El paciente 1 con frecuencias bajas del patron 4 mostré
frecuencias altas del patrén 2 y el paciente 12, con frecuencias altas del patrén 4, aunque
en la primera y segunda muestras también mostro frecuencias altas del patrén 2, de la
segunda a la tercera muestra se denota una elevacién de la frecuencia del patrén 4
coincidiendo con una gran disminucion de la frecuencia del patron 2. La mutacion R139K
se encuentra en un dominio de unién a ARN (aminoacidos 97-146) y también se ha
observado en otro estudio.?®* El cambio de R por K en un dominio de unién a ARN no
parece indicar un cambio significativo de la capacidad de este dominio para interaccionar
con los acidos nucleicos, dada la carga positiva de ambos aminoacidos. La mutacion
Q172L pertenece a la region de interaccién con la ARN pol Il (aminoacidos 150-195).
Ademas, estas dos mutaciones estan dentro de un epitopo inmunogénico de células T
CD8+**' y la Q172L ademas esta dentro de un epitopo de células B.'***' Esta (ltima
mutacion implica el cambio de un amino&cido polar como la Glutamina (Q) por uno de
apolar como la Leucina (L), parece sugerir un cambio muy radical a nivel de la estructura

que puede causar un cambio en la conformacién del epitopo de células B. Q172 no se ha
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descrito como un residuo esencial para que tenga lugar la interaccion entre el S-HDAg y
la ARN pol I, sin embargo, seria necesario un modelo estructural de la proteina para
predecir las posibles consecuencias funcionales de este cambio. Las tendencias
opuestas a lo largo del seguimiento que parecen seguir las frecuencias de este patrén
respecto al patron 2, podrian ser debidas a la seleccién alternativa de variantes con uno
u otro patron para escapar de la presion del sistema inmune en distintos momentos, en

los pacientes 1y 12.

El patrén de mutaciones 5, comprende las mutaciones R132K e 1198L y esta presente en
2 de los 12 pacientes analizados (16,7%). En el paciente 3 las frecuencias de este patrén
son muy bajas y en el 7 la frecuencia relativa fluctia a lo largo del tiempo, siguiendo una
tendencia casi idéntica a la del patrén 3 en este mismo paciente. Asi pues, en el paciente
7, en la primera muestra se observa una frecuencia muy elevada de este patrén, en la
segunda muestra esta frecuencia disminuye hasta alrededor de un 5% de la
gquasiespecies y en la tercera muestra sus proporciones aumentan hasta cerca del 90%
de la quasiespecies. Las fluctuaciones en la frecuencia de los patrones 3 y 6 observadas
en este paciente, coinciden con una elevacion de linfocitos y monocitos en la segunda
muestra (datos no mostrados), por lo que podria suponerse una activacion de la
inflamacién. La mutacion R132K pertenece a la region helix-loop-helix (aminoacidos 108-

251

137) del S-HDAg y a un epitopo inmunogénico de células T CD8+" y la mutacién 1198L
pertenece a la sefial de empaquetamiento viral (aminoacidos 195-214) y a la sefial de
exportacion nuclear (aminoacidos 198-210). También se han descrito mutaciones en la
posicién 198 en estudios previos.!?32%1:264266270 Baqa |a naturaleza de los aminoAcidos
gue cambian, R por K en la posiciébn 132 e Isolueucina (I) por L, no son esperables
cambios funcionales o conformacionales importantes debido a estos aminoacidos, por lo
tanto quedarian por aclarar los motivos de la acusada fluctuacién de las proporciones de

este patrén a lo largo del seguimiento del paciente 7.

Las mutaciones aminoacidicas en regiones funcionales del HDAg merecen una mayor
investigacion a gran escala respaldada por estudios clinicos exhaustivos, para determinar
su influencia en la supervivencia y/o la patogenicidad del virus. Ademas, la diversidad en
la secuencia de aminoacidos del HDAg en los epitopos inmunogénicos, puede estar
relacionada con el escape viral de las respuestas inmunes y podria servir como punto de

partida para mejorar las estrategias terapéuticas.
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6.3.2 Analisis de la conservacion y variabilidad en la region de laribozima

Por dltimo, el grado de conservacion o variabilidad de la region de la ribozima se
determiné Unicamente a nivel de nucleétidos, ya que se trata de una region no
codificante. Debido al mecanismo de replicaciéon en circulo rodante que utiliza el VHD,
que da lugar a “concatameros” con varias moléculas del ARN viral unidas, la actividad de
la ribozima es crucial para producir la escision de dichas moléculas de ARN de longitud
unitaria.*®*"? Por eso, en el presente estudio, se parte de la hipétesis de que la secuencia
de la ribozima deberia ser poco variable. Los resultados obtenidos parecen confirmar
esta hipotesis, ya que la mayoria de las posiciones de esta regién estan en torno al 100%
de conservacion (contenido de informacién alrededor de 2 bits). Las mutaciones que se
comentan a continuacién fueron mayoritariamente transiciones y algunas estan en tan
baja proporcién que casi ni se aprecian en el logo de toda la secuencia de la ribozima,
que se muestra en el apartado 5.2.3 Analisis de la conservacién y variabilidad de la
region de la ribozima estudiada. Cabe destacar que la ribozima, como regién
autocatalitica que es, actla siempre sobre la misma molécula de ARN que la contiene.
Esto no seria asi de ser una actividad enzimética debida a una proteina, como ocurre en
los demés virus. Por ejemplo, en el VHB se pueden encontrar variantes deficitarias
incluso de la polimerasa viral pero que pueden ser replicadas por la
transcomplementacion por polimerasas codificadas por otros componentes de la
quasiespecies. Por lo tanto, todas las variantes de la ribozima del VHD identificadas en
este estudio deben ser capaces de catalizar la escisién de moléculas de ARN de longitud
unitaria, con mayor o menor eficiencia, lo que podria dar lugar a las diferentes
proporciones en las que se han encontrado estas mutaciones. En este sentido se puede
especular que a menor frecuencia de una variante menor eficiencia replicativa de la
misma o sea menor eficiencia de la correspondiente ribozima, no obstante este hecho
debe confirmarse con pruebas fenotipicas que estan actualmente en proceso, mediante

la modelizacion por mutagénesis dirigida de las variantes detectadas en este estudio.

La estructura secundaria de la ribozima consta de regiones de doble cadena (P1, P1.1,
P2, P3y P4), regiones monocatenarias (J1/2, J1.1/4 y J4/2) y regiones en forma de bucle
(L3 y L4).°" En este estudio se ha observado que la region mas variable se encuentra en

la region P4, al igual que otros estudios previos,**

especialmente debido a las
mutaciones T60C, C61T, C62T y T69C, incluidas dentro del segmento mas variable de la
ribozima, entre las posiciones G59 y A70, que corresponden a las posiciones

nucleotidicas 746-757. Se ha sugerido en varios estudios que la regién P4 tiene una
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funcion de estabilizacion estructural sin participar directamente en la catalisis, ya que, su

eliminacion completa no inhibe la actividad de la ribozima.*"**"*

Por otro lado, la region L3, se ha sugerido como una region conservada, ya que es
esencial para la actividad de escisibn de la ribozima o contribuye a su actividad
6ptima.?”*%" Sin embargo, en este estudio la posicién T23 mostré un nivel de variabilidad
considerable. En esta posicion se ha detectado la mutacion T23C en esta region, la cual
ya habia sido descrita previamente.”®* Aunque pertenece a la region L3, se ha sugerido
que esta mutacibn sea menos relevante a nivel funcional que las mutaciones en

posiciones préximas de la ribozima como T20, C21 y G25,%!

gue supondrian una gran
pérdida de la actividad de la ribozima.?”**’" Las posiciones T20 y C21, que previamente
se habian asignado a la region L3, actualmente no se sitian ahi, T20 no pertenece a
ninguna region y C21 pertenece a la region P1.1.%° Ademas, en la region L3, en este

estudio también se observa la mutacién T27C.

En la regién P1, se requiere el apareamiento de bases estable para garantizar una
actividad eficiente en la autoescision.?”® Posiblemente por este motivo, parte de esta
region se haya incluido dentro del fragmento mas conservado de la ribozima (entre G28 'y
C58, que corresponden a las posiciones nucleotidicas 715-745) Ademas esta region
contiene el sitio de autoescision.?”® Estudios in vitro mostraron que los cambios en P1 o
J4/2 resultaron en la pérdida de la actividad de la ribozima severamente o
completamente reducida o una interacciéon entre los iones metélicos (Mg®") y el ARN
también reducida.?’#?">?7"%0281 En este estudio se han identificado las posiciones G6 y
T37 como las mas variables, con las mutaciones G6A y T37C (esta ultima en el
fragmento mas conservado de la ribozima). La mutacion en T37 se espera que reduzca
drasticamente la actividad de la ribozima.?”>?""?®* Sin embargo, en otro estudio®*
también se identificaron mutaciones en esta posicion. El seguimiento de los pacientes
con la mutacién T37 de ese estudio mostraron un cambio al fenotipo salvaje a lo largo del
tiempo, por tanto eso demuestra que la replicacion del VHD no fue abolida como se
podria anticipar segun los estudios in vitro nombrados anteriormente.”®* En cuanto a

mutaciones en la posicién G6, no se han encontrado datos.

En la region J4/2, en este estudio se observa la mutacion G76C, una de las pocas
transversiones observadas, en proporciones residuales. Pero la posicion importante de
esta region es la C75, que se encuentra conservada en todas las muestras. La C75 tiene
un papel importante para la actividad catalitica, ya que las mutaciones en esta posicion

suponen una pérdida total de la actividad de la ribozima. Ademas se cree que puede
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interactuar con los iones de Mg** durante la autoescision, actuando de catalizador acido-
base.?’4?7>277218282 ndemas otros estudios proponen que C75 actia como la base

general que activa el grupo 2’-hidroxilo del nucleétido -1 para el ataque nucleofilico.?”

En la regién J1/4 también destaca el nivel de variabilidad de la posicion G40. En este
estudio se ha identificado la mutacion G40A, aunque la posicién importante de esta
region es la G38, que si que se observa conservada en todas las muestras y esta
incluida en el fragmento mas conservado de la ribozima. Esta posicibn desempefia un
papel importante, ya que, las mutaciones en esa posicion reducen la actividad de
autoescision de la ribozima a niveles muy bajos. Ademas también se cree que puede

interactuar con los iones de Mg** durante la autoescision.?’>?""#%

El resto de mutaciones observadas en otras regiones de la ribozima se encuentran todas
en proporciones marginales. En la region P2 en este estudio se observa la mutacién
C84T. Esta region es importante para estabilizar la estructura de autoescision, aunque
esta estructura podria formarse en ausencia de P2, pero si la region P2 esta intacta
facilita la autoescision al estabilizar la estructura.?’® La regién P3 se considera esencial
para la actividad de autoescisién, mutaciones en esta region resultan en niveles muy
bajos de la actividad de la ribozima.?”*?"® En este estudio se observa la mutaciéon C19T.

1,2’ en este estudio se observan las mutaciones

La region L4 es mas bien estructura
C58G y G59C, que junto con la mutacién G76C son las Unicas transversiones que se han
identificado en la ribozima, todas ellas en proporciones muy bajas. La region J1/2 se cree

que no tiene una funcién importante,?®

aunque en este estudio esta totalmente
conservada, por lo que mereceria la pena volver a explorar la esencialidad de esta region

en futuros estudios in vitro.

6.4 Lecciones aprendidas sobre la quasiespecies del VHD

Los resultados del primer estudio demuestran que la NGS es altamente sensible y
precisa para el estudio cuantitativo de las quasiespecies del VHD circulantes en muestras
clinicas y es una buena alternativa a la secuenciacion Sanger de los productos obtenidos
por la clonacién molecular. Ademas, los resultados han proporcionado informacién
relevante sobre la quasiespecies del VHD: el porcentaje relativamente alto de genomas
editados circulantes y el sesgo hacia las transiciones A:G y G:A (U:C o C:U en el ARN
gendmico) aluden a mecanismos potencialmente importantes para explicar, al menos

parcialmente, la quasiespecies del VHD y por lo tanto su virologia. Por otro lado, los
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resultados del segundo estudio proporcionan una visién global de la conservacion y
variabilidad de dos de las regiones funcionales del genoma del VHD, como son la region
del HDAg y de la ribozima, evidenciando una mayor conservacion de la region de la
ribozima pero con la presencia de variantes a bajo nivel, que deben ser estudiadas en el
futuro. Estas dos regiones necesitan un mayor estudio con un mayor numero de
pacientes para que andlisis de este tipo sean utiles como punto de partida para mejorar
las estrategias terapéuticas o para profundizar en el conocimiento de la virologia del
VHD.
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7. CONCLUSIONES

1. La secuenciacion masiva es un método Util para detectar proporciones de
genomas del VHD no editados y editados al analizar muestras clinicas. Ademas
es un método mas sensible y preciso que la secuenciacion Sanger de productos
de clonacién para cuantificar poblaciones virales en la quasiespecies del VHD,
como por ejemplo las poblaciones de genomas editados y no editados. Mediante
esta metodologia se ha podido confirmar que los genomas no editados son
mayoritarios en la quasiespecies del VHD circulante.

2. El patron de cambios nucleotidicos en el genoma del VHD muestra una frecuencia
mas elevada de cambios de tipo transicion que de tipo transversion. Dicho patron
sugiere que el fendbmeno de edicion del genoma del VHD por enzimas
mutagénicas (no solamente por ADAR-1) podria no ser exclusivo de la posicion
de edicion en la region codificante del antigeno delta (HDAg) analizada.

3. En el estudio de la conservacion y variabilidad del HDAg se ha observado que las
dos regiones mas conservadas a nivel de aminoacidos estaban codificadas por
las dos regiones méas conservadas a nivel de nucleétidos. Estas regiones
pertenecen a dominios esenciales para la replicacion del VHD (union de la ARN
polimerasa Il y morfogénesis de las particulas virales). Esto sugiere que la
conservacion de la secuencia nucleotidica se asociaria a la preservacion de la
funcion esencial del HDAg en la replicacion viral. En contraste, la region mas
variable a nivel de aminoacidos no estaba codificada por la regién mas variable a
nivel de nucledtidos. Esta regién pertenece a un dominio con funcionalidad
estructural (dominio helix-loop-helix) lo que cuestiona que su papel sea esencial, 0
gue la conservacion de su secuencia aminoacidica sea imprescindible para

realizar este papel.

4. Los patrones de mutaciones de aminoécidos individuales observados se localizan
en general en regiones epitopicas. Dichas mutaciones podrian adn asi mantener
la funcionalidad de los dominios funcionales del HDAg a los que pertenecen. Las
diferentes tendencias de las frecuencias de estos patrones de mutaciones
observadas en los pacientes a lo largo del seguimiento longitudinal podrian estar

relacionadas con el escape del sistema inmunitario.
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5. La secuencia del genoma viral correspondiente a la ribozima, como se esperaba,
mostré un elevado nivel de conservacion en su secuencia nucleotidica. Sin
embargo, se observaron cambios de nucleétidos mayoritariamente de tipo
transicion, que no afectan a posiciones descritas como esenciales para la funcién
de esta region, que es la escision de los monémeros de ARN. Por las
caracteristicas de esta actividad enzimética, asociada a una secuencia
nucleotidica, este hecho parece indicar que cualquier variante detectada en
circulacion tendria una ribozima funcional que permitiria al genoma viral

replicarse, aunque por la baja frecuencia, quiza con una menor efectividad.
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8. LINEAS DE FUTURO

Los dos estudios incluidos en esta tesis estudian la quasiespecies del VHD en dos de las
regiones mas importantes de su genoma: el HDAg, la Unica proteina que codifica el VHD;
y la ribozima, el Gnico elemento viral con actividad catalitica y de vital importancia para la
replicacion y procesamiento del genoma viral. Los resultados obtenidos abren las puertas
a nuevas lineas de investigacion basicas y clinicas sobre la hepatitis delta crénica.

8.1 Lineas clinicas

En primer lugar, en relacién a las lineas de investigacion mas asociadas a la clinica o con
implicaciones en el tratamiento antiviral de los pacientes, se ha visto que la
secuenciacibn masiva es una metodologia Gtil para cuantificar poblaciones del VHD
circulantes no editadas y editadas en muestras clinicas, con alta sensibilidad y precisién.
A pesar de gque habitualmente circula una proporcion mayor de poblaciones no editadas
que de las editadas, estas Ultimas se han detectado en proporciones considerables
(alrededor del 37% de los genomas circulantes), lo cual parece significativo ya que estas
poblaciones son ineficientes replicandose.”® Teniendo en cuenta este dato seria
interesante buscar las implicaciones clinicas de estas diferentes proporciones ademas de
realizar el estudio en un nimero mayor de pacientes, con caracteristicas clinicas y
viroldgicas homogéneas que permitieran realizar estudios estadisticos significativos. Para
ello, se podrian buscar correlaciones entre las proporciones de genomas no editados y
editados con el baseline-event-anticipation score (BEA score). Este sistema de
puntuacion se desarrollé en base a variables asociadas con el desarrollo de
complicaciones clinicas relacionadas con el higado, tal como la edad, el sexo, la regién
de origen, los valores de bilirrubina, los valores de plaquetas y el indice internacional
normalizado (INR).?®* Ademas, los genomas editados que codifican para el L-HDAg son
esenciales en el establecimiento y mantenimiento de la infeccion cronica, sin embargo
estos genomas son practicamente ineficientes replicAndose (al no ser capaces de
codificar el S-HDAg, que es esencial para la replicacion como se ha comentado en el
apartado 6. Discusion). Por tanto, podria ser importante estudiar como ajustar la carga
viral de acuerdo con el porcentaje de genomas no editados al monitorizar pacientes con

hepatitis delta cronica.
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En cuanto al segundo estudio, los datos sobre conservacion y variabilidad obtenidos en
la regién codificante del HDAg y la secuencia de aminoacidos de este antigeno podrian
utilizarse para seleccionar posibles dianas para terapias génicas antivirales. Por ejemplo,
ya que la secuencia codificante del HDAg esta incluida en los 800 nucle6tidos del ARNm
sintetizado por el VHD,* una terapia de bloqueo basada en small interference RNA
(ARNSsI) dirigidos contra esas regiones hiper-conservadas podria resultar una valiosa
herramienta terapéutica. Para establecer el papel de estos patrones de mutaciones en el
escape al sistema inmune, un primer paso podria ser relacionar sus frecuencias a lo largo
del seguimiento de los pacientes con los niveles de transaminasas o de su carga viral, e
identificarse dichos patrones de mutaciones en diferentes grupos de pacientes para

analizar si se encuentran relacionados con la severidad de la enfermedad.

Por ultimo, la gran conservacion de la regién de la ribozima y el hecho de que sea
totalmente esencial para la replicacion del virus, hace plantear que sea una buena diana
terapéutica. Por ejemplo, podria ser Util para disefiar oligos antisentido, incluyendo la
reciente tecnologia gapmers, que a diferencia del small interference RNA (ARNSsI), serian
capaces de entrar en el ntcleo celular e inhibir la actividad de la ribozima.'®* Las regiones
de la ribozima altamente conservadas descritas en este proyecto podrian ser Utiles para
empezar a realizar pruebas fenotipicas y encontrar una estrategia de bloqueo de la

ribozima.

8.2 Lineas béasicas

Estas lineas estan mas asociadas a entender la virologia del VHD y su interaccién con el
sistema inmune. Para comprobar el efecto fenotipico de las diferentes proporciones de
genomas no editados y editados podrian realizarse estudios fenotipicos en un sistema de
co-transfeccion o co-infeccion de construcciones autorreplicantes de VHD y VHB (o que
al menos expresen el antigeno de superficie de este Ultimo) en lineas celulares capaces
de sustentar su replicacion. Dicho sistema se ha puesto a punto recientemente por
nuestro grupo y abrira las puertas para este estudio asi como otros que se comentaran a

continuacion.

En segundo lugar, se ha observado que la edicion puede que no tenga lugar solamente
en la posicion de edicién y que se han observado mas cambios de tipo transicion que de
tipo transversion en la region del HDAg analizada y entre estos cambios el 74% fueron de

A:G 0 G:A (U:C o C:U en el ARN gendmico). Esto sugiere la posible edicion del genoma
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viral por parte de las enzimas mutagénicas del sistema inmune innato (APOBEC, ADAR-

1...), que podria confirmarse en modelos de infeccién in vivo.

En cuanto al segundo estudio, los diferentes patrones de mutaciones encontrados en la
region del HDAg se podrian modelizar in vitro para asi analizar su importancia dentro de
las diferentes regiones funcionales en las que se encuentran. Los efectos funcionales de
las mutaciones de estos patrones se podrian estudiar mediante el sistema de co-
transfeccion o co-infeccion de construcciones autorreplicantes de VHD y VHB puesto a
punto por nuestro grupo, en lineas celulares capaces de sustentar su replicacion.
Asimismo, estos patrones también podrian modelizarse in vivo para estudiar su posible
papel en el escape a la respuesta inmune, utilizando modelos capaces de establecer una
respuesta inmune frente a la infeccién por VHD.

El mismo sistema de co-transfeccion o co-infeccién de construcciones autorreplicantes de
VHD y VHB también podria ser utilizado para realizar pruebas in vitro para analizar la
capacidad de autoescision de las diferentes variantes encontradas en la region de la
ribozima y asi analizar la eficiencia replicativa de cada una de ellas. Este analisis podria
complementarse con estudios estructurales sobre la estructura secundaria de la region
de la ribozima, analizando el plegamiento del ARN viral de las diferentes variantes
caracterizadas, para ver si las mutaciones nucleotidicas encontradas tendrian un efecto

en el cambio de su estructura secundaria, lo cual podria afectar a su funcionalidad
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