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Intraducción

1- ANTECEDENTES HISTORICOS

Antes de la identificación de los virus hepatotrópicos se diferenciaban dostipos

de hepatitis en función de la via de transmisión: hepatitis de tipo A, de transmisión

oral-fecal y hepatitis de tipo B, cuya via de transmisión era parenteral (Krugman y col.,

1967). Blumberg y col. (1963), mientras realizaban experimentos de inmunodifusión

enfrentando sueros de pacientes transfundidos con sueros de donantes para obtener

precipitinas contra lipoproteinas heterólogas, descubrieron un antígeno desconocido

hasta entonces, al que denominaron ‘antígeno Australia’ por haber sido aislado de un

aborigen australiano. En los años siguientes se comprobó que la presencia de este

antígeno se relacionaba con la hepatitis de tipo B (Gerlich, 1993). Este antígeno fue

posteriormente identificado como el antígeno de superficie del virus B de la hepatitis

(Ag H Bs).

Dane y col. (1970), utilizando una combinación de técnicas inmunológicas y de

microscopia electrónica, observaron unas partículas esféricas de 42 nm de diámetro,

que presentaban en su superficie el “antígeno Australia”. Almeida y col. (1971),

tratando la partícula de Dane con el detergente Tween 80, lograron exponer la

nucleocápside del virus. Tras diversos estudios, demostraron que existía otro sistema

antigénico, asociado a la nucíeocápside, al que denominaron antígeno del “core”

(AgHBc). En 1972, Magnius y Espmark detectaron un tercer sistema antigénico,

asociado también a la nucleocápside del virus, denominado antígeno “e” (AgHBe).

Kaplan y col. (1973) pusieron de manifiesto la existencia de una actividad ADN

polimerasa asociada con la partícula de Dane. Finalmente, se caracterizó el genoma

del virus 8 de la hepatitis (VBH) como una molécula de ADN de pequeño tamaño,
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Introducción

circular y parcialmente bicatenario (Robinson y Greenman, 1974; Robinson y col.,

1974).

En años posteriores, se identificaron diversos virus semejantes al VBH, que

infectaban animales. Así, se descubrieron virus causantes de hepatitis en marmotas

(Summers y col., 1978), perros de las praderas (Manan y col., 1980), patos de Pekin

(Masan y col., 1980) y garzas (Sprengel y col., 1988). Todos estos virus se clasifican

dentro de la famil¡a “Hepadnaviridae” (Hepatitis DNA viruses), nombre que hace

alusión a su carácter hepatotrópico (Gust y col., 1986). Puesto que uno de los pasos

cruciales en la replicación de estos virus es la transcripción inversa de un ARN

pregenómico a ADN genómico, también se les denomina Pararetrovirus, para

diferenciarlos de los Orthoretrovirus, cuyo genoma es una molécula de ARN.

Los Hepadnavirus son capaces de inducir el desarrollo de hepatitis aguda, que

en el caso del VBH puede llegar a cronificar en un 5-10% de los casos (Hyams y col.,

1995). Además, se ha demostrado que su presencia está relacionada con el

desarrollo de carcinoma hepatocelular (Beasley, 1982; Feitelson, 1992; Henkler y

Koshy, 1996).

2- PARTíCULAS ASOCIADAS AL VBH

En la sangre de los pacientes infectados por VBH se pueden detectar

diferentes partículas asociadas al virus (Figura 1). En primer lugar, la partícula de Dane

o virión completo del VBH, de forma esférica con un diámetro de 42 nm (Figura la).

La partícula vírica presenta una envuelta externa formada por AgHBs, dentro de la

cual se encuentra la nucleocápside o “core”, compuesto por AgHBc. En el interior de
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Introducción

la nucleocápside se localizan el genoma y la polimerasa del virus.

Junto con la partícula de Dane se detectan otras partículas esféricas de 17-25

nm de diámetro y unos filamentos de 20 nm de diámetro y longitud variable (Hess y

col., 1979), compuestos únicamente por AgHBs (Figura ib).
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Figura la

SH Es

LHBs .

MHBs

Figura lb

D
Filamento (20 nm>

Nucleocápside

VBH ADN (3,2 Kb>

Primasa

Esfera (17-25 nm>

Figura 1. Partículas detectadas en el suero de los pacientes infectados con el VBH. Figura la: Partícula

de Dane o virián completo del \IBH, de 42 nm de diámetro. consta de una envuelta formada por

AgHBs, que rodea la nucleocápside compuesta por AgHBc, dentro de la cual se encuentra el VBH ADN

y la ADN polimerasa viral. Figura ib: Filamentos de 20 nm y longitud variable y esferas de 17-25 nm de

diámetro, compuestos por AgHBs.

HEo - -.

4 Envuelta

Partícula de Dane (42 nm)

~¿44

Longitud variable

*
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3- GENOMA DEL VBH

En la figura 2 se representa un esquema del genoma del VBH. Está formado

por una molécula de ADN parcialmente bicatenaria, de aproximadamente 3,2 Kb de

longitud, con un peso molecular de 1,6 x io~ dalton (Robinson y col., 1974). Una de

las cadenas posee la longitud completa de 3,2 Kb, actúa como molde en la síntesis

de los ARN mensajeros (ARNm) víricos y se la designa por convención como cadena

negativa (-). En la otra cadena, de polaridad positiva, denominada cadena (+), el

extremo 5’ es fijo mientras que el extremo 3’ es variable, por lo que posee una

longitud menor de 3,2 Kb. Por tanto, la molécula de ADN parcialmente bicatenario,

presenta una región monocatenaria que oscila entre 20%-80% de la longitud de la

cadena (-) (Tiollais y col., 1981). Se ha demostrado que la región monocatenaria del

genoma se puede completar “in vitro’ por acción de la polimerasa viral en presencia

de deoxinucleótidos añadidos al medio (Landers y col., 1977; Miller y col., 1984). La

estructura circular abierta del genoma se mantiene gracias a que en los extremos 5’

de ambas cadenas existe una zona cohesiva de 224 nucleótidos (Sattler y Robinson,

1979>. Por otro lado, los extremos 5’ y 3’ de la cadena (-) tienen una repetición de 9

nucleótidos, por lo que existe una pequeña región donde el genoma es tricatenario

(Gerlich, 1993).

El extremo 5’ de la cadena (-) se encuentra unido por medio de un enlace

fosfodiester a un dominio de la polimerasa llamado prímasa, a través de un residuo

de tirosina (Gerlich y Robinson, 1980). En cambio, el extremos’ de la cadena (+) está

formado por un oligorribonucleátido de 18 bases de longitud, semejante al extremo

CAP de las ARNm eucarióticos (Gerlich, 1993). Ambas estructuras derivan del
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mecanismo de replicación del virus. En el genoma del VBH se localizan dos

secuencias directamente repetidas de 11 pares de bases, llamadas DR1 y DR2

(Dejean y col., 1984), que juegan un papel primordial en la replicación del VBH ADN.

Eco Rl
(1/3200)

Oligorribonucleátido (1 Sb>

Raura 2. Esquema del genoma del vBH. Está formado por una molécula de ADN parcialmente

bicatenario de 3,2 Kb de longitud. Una de las cadenas, denominada cadena <-), posee la longitud

completa de 3,2 Kb, mientras que la otra, llamada cadena (+>, tiene una longitud que ascUa entre el 20

y el 80% de la longitud de la primera.
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4- ORGANIZACION GENOMICA DEL VBH

En la cadena (-) del ADN vírico se pueden distinguir cuatro regiones de lectura

abierta (open reading frames, ORFs) que solapan entre si y codifican para las

proteínas del virus (Valenzuela y col., 1979; Galibert y col., 1979) (Figura 3). La ORF

5 que codifica para las proteínas de la envuelta, que constituyen el AgHBs (Peterson,

1981). En esta región existen tres codones de iniciación, que dividen la ORF en tres

regiones conocidas con los nombres de pre-Sí, pre-52 y 5 (Stibbe y Gerlich, 1982).

Si la lectura comienza en pre-Sí se produce la proteína larga del AgHBs, llamada

LHBs. Cuando la lectura comienza en pre-52 se sintetiza la proteína mediana llamada

MHBs. Si la lectura comienza en el tercer codon de iniciación, se produce la proteína

corta (SHBs). Estas proteínas pueden estar en una forma glicosilada o no glicosilada

(Peterson, 1981).

La ORE C, en la que también se pueden distinguir dos codones de iniciación,

que dividen la ORF en las regiones pre-core y core, codifica para las proteínas de la

nucleocápside (Ou y col., 1986). La lectura desde el segundo codon de iniciación da

lugar a la síntesis del AgHBc, mientras que la lectura desde el primero produce la

síntesis de AgHBe.

La ORF P codifica para la enzima ADN polimerasa viral. Esta enzima presenta

una actividad ADN polimerasa-ARN dependiente o transcr¡ptasa inversa y también

posee una actividad RNAsa H, encargada de hidrolizar el ARN en los hi’bridos

ADN/ARN formados durante la replicación del VBH ADN (Tiollais, 1981). Esta proteína

también tiene un dominio denominado primasa, que actúa como cebador en la

síntesis de la cadena (-) durante la replicación del VBH ADN (Gerlich y Robinson,
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1980; Wang y Seeger, 1992). La ORF X codifica para una proteína llamada HBx, con

capacidad transactivadora (Spandau y Lee, 1988), aunque no parece ser esencial

para el ciclo vital del virus (Blum y col., 1992).

3211

ORF

ORF X

Figura 3. Regiones de lectura abierta (open reading trames: ORFs) del vBH ADN. Se distinguen 4 ORFa:

ORF 5, ORF c, ORF P y ORF X que codifican para las proteínas de la envuelta, de la nucleocápside,

para la polimerasa y para la proteína X, respectivamente.

1835

1374

x
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5- TRANSCRIPCION DEL VBH ADN

En las células infectadas se pueden detectar cuatro tipos de ARN de origen

vírico, sintetizados a partir de la transcripción de la cadena (-) del VBH ADN por medio

de una ARN polimerasa II de origen celular (Figura 4). Estos ARN son coterminales,

están poliadenilados en su extremo 3’ y poseen la estructura “CAP” en el extremo 5’.

Existe una familia de moléculas de ARN de aproximadamente 3,5 Kb, entre las que

figura el ARN pregenómico, que es un intermediario replicativo del VBH y actúa como

molde de la cadena (-) (Summers y Mason, 1982). En esta familia de tránscritos

también se encuentran los ARNm para las proteínas HBc/e (Ganem y Varmus, 1987),

así como para la polimerasa (Hirsch y col., 1990; Nassal y col., 1990). El caso de los

ARNm que codifican para las proteínas M/SHBs que forman parte de la envuelta, es

semejante al de los ARNm de las proteínas de la nucleocápside. Así, estas dos

proteínas están codificadas por una familia de ARNm de 2,1 Kb de longitud. Por otra

parte, el ARNm que codifica para la otra proteína de la envuelta, LHBs, es una

molécula única de una longitud de 2,4 Kb. Por último, se desconoce si existe una

familia de ARNm que cofiquen para la proteína HBx, aunque si se sabe que existen

moléculas de 0,8 Kb que codifican para esta proteína (Ganem y Varmus, 1987).
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p

1¡ 1 pre-C/c

¡

ARN 3,5 Kb

ARN 2,4 Kb

ARN 2,1 Kb

Ipre-S1lpre-S~

ARN 0,8 Kb

pre-C/C 2

Figura 4. Productos de la transcripcián del VBH ADN. A partir de la cadena <-> del VBH ADN se

sintetizan por medio de una ARN polimerasa II celular, 4 especies de ARN coterminales y con estructura

“CAP’ en el extremo 5’, que tienen unas longitudes de 3,5 Kb, 2,4 Kb, 2,1 Kb y 0,8 Kb.

La transcripción del VBH ADN está regulada por una serie de elementos

genéticos, localizados a lo largo del genoma del virus. Estos elementos son los

siguientes (Figura 5):

5.1. Promotores

Hasta el momento se han identificado cuatro promotores que dirigen la síntesis

de los ARNm del VBH:

5.1.1. Promotores S
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Existen 2 promotores conocidos como SPI y SPII que controlan la síntesis de

las proteínas LHBs y M/SHBs, respectivamente (Chang y col., 1989; Raney y col.,

1992). SPI es el único promotor del VBH que contiene una “caja” TATA típica por lo

que la síntesis del ARNm controlada por este promotor comienza en un solo punto,

dando lugar a moléculas de ARNm de la misma longitud, que es de 2,4 Kb. En el

caso de SPII, al no poseer “caja’ TATA, la transcripción puede comenzar en ~ ó más

sitios, dando lugar a tránscritos de diferente longitud. El más largo de ellos codifica

para MHBs y SHBs, mientras que el resto codifican únicamente para SHBs (Gerlich,

1993). Parece ser que mientras que el promotor SPII es activo en todas las lineas

celulares de mamíferos, el promotor SPI sólamente es activo en los hepatocitos. Así,

se ha demostrado que el factor de transcripción Sp1, presente en numerosas lineas

celulares mamíferos, es capaz de activar a SPII (Raney y col., 1992), mientras que

para activar el promotor SPI, se requieren otros factores específicos de hígado como

el factor hepático nuclear 1 ó HNF-l (Chang y col., 1989).

5.1.2. PromotorC

Denominado CP, tampoco posee ‘caja” TATA, por lo que dirige la síntesis de

una familia de tránscritos de 3,5 Kb, pudiendo comenzar la síntesis en dos sitios

separados por 4 nucleátidos (Yuh y col., 1992). El más largo de los tránscritos sirve

como molde para la síntesis de HBe, mientras que el más corto codifica para la

proteína HBc y la polimerasa además de actuar como ARN pregenómico (Yuh y col.,

1992). Se ha demostrado que este promotor sólamente es activo en células

hepáticas, requiriéndose para su activación factores de transcripción específicos de

hígado como HNF-Ill y C/EBP (Yuh y col., 1992).
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5.1.3. PromotorX

Conocido como XP, dirige la síntesis del ARN de 0,8 Kb que codifica para la

proteína X (Treinin y Laub., 1987). Al igual que el promotor SPII, no requiere factores

de transcripción específicos de hígado para su actividad.

5.2. Activadores o enhancers”

Se conocen dos “enhancers’ en el genoma del VBH que activan en gran

medida la síntesis de los ARNm víricos. El “enhancer” 1 (Ení), que puede activar en

uno o dos órdenes de magnitud los cuatro promotores (Hu y Siddiqui, 1991) y el

“enhancer” II (Enlí) que activa los promotores S en aproximadamente un orden de

magnitud (Cheng y col., 1993). Mientras que Ení parece que no es estrictamente

especifico de hígado (Gerlich, 1993)), EnIl es más específico de hepatocitos, siendo

activado por la unión de factores de transcripción como C/EBP y HNF-lIl (Yuh y col.,

1989).

5.3. Elemento respondedor a glucocorticoides (GRE)

Tur-Kaspa y col. (1986) demostraron la existencia de una secuencia dentro del

genoma del VBH, que podía actuar como GRE, activando “in vitro” los 4 promotores

unas 5 veces. Sin embargo, se desconoce la posible funcionalidad “in vivo” de este

GRE.

5.4. Señal de terminación

En la región del genoma del VBH que codifica para el AgHBc, existe un
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hexanucleótido, conservado en todos los hepadnavirus, cuya secuencia es TATAAA

y que está situada inmediatamente después del comienzo del gen HBc. Esta señal

actúa en “cis” y es activa cuando se encuentra a más de 400 bases del promotor

(Cherrington y col., 1992). En el caso del promotor CP, que dirige la síntesis del ARN

pregenómico y de las proteínas HBc/e, al estar situado a una distancia menor de 400

bases, la señal de terminación se ignora después del primer paso de la ARN

polimerasa II. De este modo, el ARN sintetizado a partir de este promotor contiene

unos extremos 5’ y 3’ redundantes. Así, en el extremo 5~ del ARN pregenómico se

localizan la secuencia DR1 y la secuencia “epsilon o señal de encaps¡dación de la

que se hablará en el siguiente apartado. Estas secuencias están repetidas en el

extremo 3’, donde reciben el nombre de DR1t y ¡épsilon¡*. Además, esta señal es

esencial para el procesamiento correcto y poliadenilación de los ARNm viricos

(Cherrington y col., 1992).

5.5. Señal de encapsidación

En el extremo 5’ del ARN pregenómico existe una secuencia de 61 nucleótidos

denominada “epsilon”, que dirige la encapsidación de éste junto con las proteínas del

core y la polimerasa viral para formar la nucleocápside (Junker-Niepmann y col.,

1990). Dicha secuencia presenta una estructura secundaria característica muy

conservada en todos los hepadnavirus.
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x

Figura 5. Elementos reguladores de la transcripción localizados en el genoma del vBH. SPI y SPII:

promotores S, GP: promotor O, XP: promotor X, Ení y Enlí: activadores o “enhancera” 1 y II, GRE:

elemento respondedor a glucocorticoides. TATAAA: señal de terminación de la transcripcióny “epsilon”:

señal de encapsidacián.
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6- CICLO REPLICATIVO DEL VBH

En el ciclo vital del VBH se pueden distinguir varias fases (Figura 6):

6.1. Unión del virión a los hepatocitos

Por el momento se desconoce el mecanismo que emplea el VBH para unirse

a los hepatocitos y comenzar la infección.

6.2. Penetración del virus en la célula

El mecanismo por el cual el virus penetra en las células se ha estudiado sobre

todo en el hepadnavirus que infecta a los patos de Pekin. Se piensa que la

penetración podría ocurrir por un mecanismo de endocitosis mediada por receptor,

formándose un endosoma, que posteriormente se acidificaría, liberándose la

nucleocápside al citoplasma (Offensperger y col., 1991).

6.3. Síntesis de ADN episómico

Una vez que el virus ha penetrado en los hepatocitos, lo primero que ocurre

es la síntesis del resto de la cadena (+) en el núcleo de las células, por medio de una

ADN polimerasa celular. De este modo se genera un ADN circular covalentemente

cerrado (ADNccc) (Nassal y Schaller, 1996).
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Figura 6. ciclo replicativo del vBH. El virus penetra en el hepatocito a través de un mecanismo de

endocitosis. En el núcleo de la célula, se complete la síntesis de la cadena <+) del VBH ADN dando

lugar a un ADN circular cerrado covalentemente (ADNccc). La transcripción del ADNccc genere por

un lado los ARNm y el ARN pregenámico. El ARN pregenámico va a servircomo molde para la síntesis

de las proteínas de la nucleocápside y para la polimerasa virica. El ARN pregenámico interacciona con

la polimerasa y con las proteínas de la nucleocápside, se produce la encapsidacián del primero y

comienza la síntesis de la cadena (-> del ADN viral. La nucleocápside migre hasta el retículo

endoplásmico donde las proteínas de la envuelta la recubren dando lugar a un virián completo de VBH

y comenzando la síntesis de la cadena (+). La partícula vírica llega a la membrana plasmática, donde

se secreta por un mecanismo de exocitosis antes de concluir la síntesis de la cadena (+>.
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6.4. Encapsidación del ARN pregenómico

La cadena (-) del ADNccc sirve como molde para la síntesis de los ARNm y del

ARN pregenómico, llevándose a cabo el proceso de transcripción por medio de una

ARN polimerasa II de origen celular (Nassal y Schaller, 1996). Por otra parte, en el

citoplasma de los hepatocitos se produce la traducción del ARNm de la proteína HBc

y de la ADN polimerasa-ARN dependiente. Las proteínas HBc tienen la capacidad de

autoensamblarse formando partículas icosaédricas y además el extremo C-terminal

de esta proteína presenta un dominio de unión a ácidos nucleicos. La interacción de

la polimerasa vírica con la señal de encapsidación “epsilon” presente en el extremo

5’ del ARN pregenómico (Junker Niepmann y col., 1990), activa la unión de dímeros

formados por proteínas HBc, produciéndose el autoensamblaje de todas estas

moléculas para dar lugar a la nucleocápside viral.

6.5. Síntesis de la cadena (-)

Después de la encapsidación del ARN pregenámico tiene lugar la síntesis de

cadena (-) del VBH ADN llevada a cabo por la polimerasa viral (Figura 7). La síntesis

comienza en la secuencia “epsilon’ situada en el extremo 5’ del ARN pregenómico y

tras copiar 4 bases, el complejo de la polimerasa y el ADN que se está sintetizando

se translocan al sitio DR1*, localizado en el extremo 3 de la molécula (Rieger y

Nassal, 1996). Aunque no se sabe con detalle, presumiblemente los dos extremos del

ARN pregenómico se encuentran situados espacialmente muy próximos dentro de la

nucleocápside, de modo que tanto ‘epsilon” como DPi * están lo suficientemente

cerca como para que se produzca dicha translocación. En este proceso de síntesis

de ADN, el dominio conocido con el nombre de “primasa” de la propia polimerasa
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vírica actúa como cebador, generándose una molécula de ADN monocatenario con

una repetición de 9 nucleótidos en ambos extremos de la cadena (Wang y Seeger,

1992).

Figura 7. Mecanismo de síntesis de la cadena (-) del VBH ADN a partir del ARN pregenómico. El

complejo polimerasa-primasa se une a una secuencia específica dentro de la región “epsilon” del

extremo 5’. Tras la síntesis de un oligodeoxinucleátido complementario de 4 bases en la que el dominio

‘primasa actúa como cebador, el complejo se transloca a la región DR1 * situada en el extremo 3’ del

ARN pregenámico e hibrida con una secuencia complementada a las 4 bases recién sintetizadas,

donde continua la síntesis de la cadena (-).

E

ARN pregenómico

DR 1

Translocación

ADN

DR? 3’
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6.6. Degradación del ARN pregenómico y síntesis de la cadena (i.)

Una vez sintetizada la cadena (-), la formación del híbrido compuesto por el

ARN pregenómico y la cadena (-) provoca la activación del dominio RNasa H de la

ADN polimerasa viral (Cheng y col., 1994). El resultado es la degradación del ARN

pregenómico a oligorribonucleótidos. Uno de éstos, correspondiente al extremo 5’ del

ARN pregenómico, de 18 bases de longitud y con la estructura ‘CAP”, actúa como

cebador para la síntesis de la cadena (+), disociándose de la secuencia DRí de la

cadena (-) y translocándose al sitio DR2 de la misma cadena, comenzando la síntesis

de la cadena (+) desde la última base de DR2 (Gerlich, 1993) (Figura 8).

6.7. Secreción de los viriones

Al mismo tiempo que se produce la replicación y encapsidación del genoma

virico, tiene lugar la síntesis de las proteínas de la envuelta en el retículo endoplásmico

rugoso, insertándose en la membrana del mismo (Eble y col., 1990; Gallina y col.,

1992). Las proteínas de la envuelta emergerían hacia la luz del retículo endoplásmico

y una zona rica en estas proteínas recubriría la nucleocápside antes de terminar la

síntesis de la cadena (-), produciéndose el autoensamblaje de la partícula vírica (Bruss

y Ganem, 1991). Los viriones se transportan a través de las cisternas del retículo

endoplásmico y el aparato de Golgi hasta la membrana plasmática, donde se

secretan por medio de un mecanismo de exocitosis (Ganem, 1991).
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TRANSCRIPCIÓN INVERSA

SíNTESIS

Figura 8. Síntesis de la cadena (+) del VBH ADN. A medida que se va sintetizando la cadena <-), el

híbrido que se va formando entre el ARN pregenómico y el ADN que se está sintetizando, activa el

dominio Rnasa H de la polimerasa, produciéndose la degradación del primero. El fragmento 3’ del ARN

pregenómico, de 18 bases de longitud, se transloca a la región DR2 donde va a actuar como cebador

en la síntesis de la cadena <-4->. La síntesis continúa hasta que el virus es secretado de la célula.

ACTIVACIÓN RNasa H

ARN pregenómico

SÍNTESIS
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7- MECANISMO CITOPATOGENICO DEL VBH

Se ha demostrado que el VBH no es un virus citopático por si mismo, sino que

el daño celular que se produce durante la infección es debido al propio sistema

inmunitario del huésped. Mientras que la respuesta inmunitaria humoral es la

encargada del aclaramiento de los viriones circulantes, la respuesta de tipo celular es

la responsable de la eliminación de las células infectadas y también de la lesión

hepática asociada a la infección (Chisari y Ferrari, 1995).

El mecanismo principal de eliminación de las células infectadas tiene

lugar a través del reconocimiento de los hepatocitos infectados por parte de linfocitos

T CDS+ citotóxicos. Este reconocimiento se produce a través de péptidos derivados

principalmente del AgHBc y del AgHBe, unidos a moléculas del complejo principal de

histocompatibilidad (HLA) de clase 1, expuestos en la membrana de los hepatocitos

infectados (Fowler y col., 1994). Los linfocitos T citotóxicos activados pueden ejercer

una acción citotóxica directa, induciendo la apoptosis de los hepatocitos infectados

(Chisari y Ferrari, 1995). En segundo lugar, se ha descrito que en ratones

transgénicos, los linfocitos T citotóxicos activados secretan una serie de citoquinas

como interferón gamma (Guidotti y col., 1994a), factor de necrosis tumoral alfa

(Guilles y col., 1992; Guidotti y col., 1994a) e interleuquina-2 (Guidotti y col., 1994b)

que inhiben la replicación del VBH por un mecanismo no citolitico.

Otro mecanismo adicional de aclaramiento del VBH está mediado por linfocitos

T CD4 ±. En este caso, los hepatocitos exponen en su membrana péptidos derivados

también principalmente del AgHBc y del AgHBe, unidos a moléculas de HLA de clase

II. La función reguladora de los linfocitos CD4+ se lleva a cabo por medio de la
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secreción de linfoquinas que median la respuesta de linfocitos B y linfocitos T CDB+

específicos de antígeno y de otros linfocitos CD4 + (Maruyama y col., 1993). Por tanto,

en la lesión hepática producida por la infección por el VBH, el sistema de los linfocitos

T CD8+ restringidos por HLA de clase 1 ejercería una acción directa, mientras que los

linfocitos T CD4+ restringidos por HLA de clase II jugarían un papel primordial en la

regulación de la lesión hepática (Chisari y Ferrari, 1995).

En estudios clínicos recientes realizados en pacientes con infección por VBH

se ha comprobado que durante el aclaramiento del v¡rus se produce una respuesta

de células T específicas del AgHBc y AgHBe, con aumento en la producción de

interferón gamma, interleuquina 2 e interleuquina 12 (Rossol y col., 1997), así como

un aumento en la frecuencia y el vigor de la actividad en las células T CD8+

(Rehermann y col., 1996).

8- CARACTERíSTICAS CLíNICAS DE LA INFECCION POR EL VBH

Cuando el virus entra en contacto con el organismo, pueden darse dos

situaciones. En primer lugar, si el individuo ha tenido contacto previo con el virus o

ha sido vacunado previamente y posee por tanto anticuerpos frente al antígeno de

superficie (anti-HBs) a nivel circulante, se produciría una respuesta secundaria de

anticuerpos, bloqueándose el VBH antes de la infección de los hepatocitos (Kennedy,

1983). En segundo lugar, si el individuo no posee anti-HBs circulante, en algunos

casos se podría producir una respuesta primaria de anticuerpos que bloquearía el

virus antes de producirse la infección. Sin embargo, si la carga viral inoculada es

superior a la capacidad de reacción del huésped o si el sistema inmunitario no actúa
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con la suficiente actividad, el VBH penetra en los hepatocitos y comienza la

enfermedad.

Este patrón de infección aguda se produce en aproximadamente un 90% de

los casos y generalmente termina por resolverse favorablemente. Sin embargo, en el

10% de pacientes con hepatitis aguda, la infección evoluciona hacia la cronicidad

(Hyams, 1995).

8.1. Infección aguda por VBH

Entre 3 y 11 semanas después del contacto con el VBH, aparece en el suero

el AgHBs y posteriormente el AgHBe, AgHBc y el VBH ADN. Este periodo coincide

con un aumento en el nivel de alanina aminotransferasa (ALT), alcanzando un máximo

aproximadamente a los 3 meses. Al comienzo de la fase clínica aparece el anticuerpo

frente al AgHBc (anti-HBc) de clase lgM, que posteriormente es reemplazado por el

anti-HBc de clase lgG, que puede permanecer positivo indefinidamente (Mora y col.,

1984). Al comenzar los síntomas clínicos suelen desaparecer primero el AgHBe y el

VBH ADN y por último el AgHBs. Hay un intervalo denominado periodo de ventana

en el que sólo se detecta el anti-HBc. Posteriormente aparece el anti-H Be, que puede

permanecer detectable durante años (Carreño y col., 1984) y el último anticuerpo que

aparece es el anti-HBs, que permanece positivo por tiempo indefinido (Carreño y col.,

1981).

8.2. Historia natural de la infección crónica

A partir de los 6 meses del comienzo de la enfermedad, si se sigue detectando
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el AgHBs, hay que considerar que el paciente ha pasado a ser un portador crónico

del VBH. En la infección crónica por VBH se pueden distinguir dos fases:

8.2.1. Fase de alto nivel de reolicación

Durante esta fase se pueden detectar en el suero de los pacientes el AgHBs,

AgHBe y el VBH ADN por métodos como la hibridación molecular. Estos pacientes

presentan un alto nivel de infectividad y por lo general en este período la lesión

hepática es importante.

8.2.2. Fase de balo nivel de reolicación

En esta fase ya no se detecta el AgHBe en el suero de los pacientes y en su

lugar se detecta el anti-H Be. Todos los demás marcadores de replicación vírica

desaparecen y en circunstancias normales, la lesión hepática mejora y los niveles de

ALT se normalizan.

El paso de la fase de alto a la de bajo nivel de replicación se denomina

seroconversión y se puede producir de forma espontanea (Realdi y col., 1980;

Hoofnagle y col., 1981) o puede ser inducida por tratamiento con agentes antivíricos

(Hoofnagle y col., 1988; Carreño y col., 1994). Estos pacientes reciben el nombre de

portadores sanos o asintomáticos del VBH, poseyendo AgHBs detectable en suero

y niveles normales de ALT. Sin embargo, se ha comprobado que mas de un 50% de

los portadores asintomáticos de VBH poseen lesión hepática demostrada

histológicamente (De Franchis y col., 1980). Además, como se ha comentado

anteriormente, la presencia del VBH está relacionada con el desarrollo de carcinoma

hepatocelular, poseyendo estos pacientes un mayor riesgo de desarrollarlo que la

población general (Beasley, 1982; Feitelson, 1992; Henkler y Koshy, 1996).

30



Introducción

Por último, existen portadores crónicos del VBH que a pesar de haber sufrido

la seroconversión a anti-HBe, continúan con los niveles alterados de transaminasas

y lesión hepática demostrada histológicamente. En el suero de estos pacientes se

puede detectar el genoma del VBH por métodos convencionales de hibridación

molecular, lo cual indica que en ellos existe un alto nivel de replicación del VBH.

9- TRATAMIENTO DE LA HEPATITIS CRONICA POR VBH

Para tratar la hepatitis crónica causada por el VBH se han ensayado diversos

compuestos con actividad antivírica o inmunomoduladora (Bassendine y col., 1981;

Price y col., 1986; Scully y col., 1987; Janssen y col., 1993; Bosch y col., 1993; Martín

y col., 1993; Fried y col., 1994). Entre estos compuestos, el interferón alfa, que tiene

tanto actividad antivírica como inmunomoduladora, es el que ha proporcionado los

mejores resultados. Así, aproximadamente del 35 al 50% de los pacientes AgHBe

positivos tratados con interferón alfa responden al tratamiento, con normalización de

los niveles de transaminasas, negativización del VBH ADN sérico y seroconversión a

anti-HBe (Perrillo, 1993). La respuesta es por lo general muy estable, de modo que

la enfermedad no suele reactivarse posteriormente. En cuanto a los pacientes anti-

HBe positivos tratados con interferón alfa, entre un 57 y un 100% de éstos responden

con normalización de los niveles de transaminasas y negativización del VBH ADN del

suero (Hadziyannis y col., 1990; Fattovich y col., 1992; Pastore y col., 1992). Sin

embargo, la respuesta al tratamiento en estos pacientes es en muchos casos

transitoria, puesto que en aproximadamente el 90% de los casos se produce la

reactivación de la enfermedad después de finalizar la terapia.
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Debido al papel tan importante que ejerce el sistema inmunitario en el

aclaramiento del virus, otro tratamiento de la enfermedad ha sido la administración de

sustancias inmunomoduladoras. Entre dichas sustancias se encuentran los esteroides

solos o en combinación con interferón (Perrillo y col., 1988; Reichen y col., 1994; Liaw

y col., 1994). Cuando se utilizan los esteroides en combinación con interferón, el

paciente pasa en primer lugar por una fase de inmunosupresión seguida de una fase

de inmunoestimulación en la cual se produce una gran activación del sistema

inmunitario que en teoria provoca el aclaramiento del VBH.

10- MUTANTES DEL VBH EN LA REGION PRE-CORE

Como se ha comentado en un apartado anterior, existen portadores crónicos

del VBH que a pesar de haber sufrido la seroconversión a anti-HBe, continúan con

los niveles alterados de transaminasas, tienen VBH ADN detectable en suero por

métodos convencionales de hibridación molecular y lesión hepática demostrada

histológicamente. Estudiando el suero de estos pacientes, Carman y col. (1989)

descubrieron que estaban infectados por una variante del VBH que presentaba una

mutación en la región pre-core, que consistía en una trans¡ción de O a A en la

posición 1896. Esta mutación da lugar al cambio del codon 28 TQG que codifica para

el aminoácido triptófano por un codon de terminación TAG, que impide la síntesis del

AgHBe (Carman y col. 1989). Posteriormente, el aislamiento de este mismo mutante

por parte de otros grupos de investigadores de otros países demostró que esta

variante está ampliamente distribuida en todo el mundo (Bhat y col., 1989; Brunetto

y col., 1989; Tong y col., 1990; Brunetto y col., 1990; Okamoto y col., 1990; Raimondo
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y col., 1990; Brunetto y col. 1991). Con cierta frecuencia, esta variante se encuentra

acompañada de otra que presenta una mutación adicional en la región pre-core, que

consiste en la transición de G a A, cambiando el codon 29 de G~C que codifica para

el aminoácido glicina por GAG que codifica para ácido aspártico (Carman y col.,

1989).

Se ha demostrado que la aparición de estos mutantes está condicionada por

la secuencia en la posición del nucleótido 1858. La estructura secundaria que adopta

la molécula de ARN pregenómico en la señal de encapsidación ‘epsilon” está

estabilizada por apareamiento intracatenario de bases. Uno de estos apareamientos

se produce entre las bases de las posiciones 1858 y 1896 (Tong y col., 1993; Lok y

col., 1994; Lindh y col., 1995). En algunos aislados de VBH el nucleátido de la

posición 1858 es tim¡na (¡-1858), mientras que en otros es citosina (C-1858). Por

tanto, en los pacientes infectados con la variante T-1858 la aparición del mutante

estaría favorecida, mientras que no lo estaría en los infectados por la variante C-1858

porque se destabilizaría la estructura secundaria de la señal de encapsidación.

Estos mutantes del VBH se aislaron por primera vez en pacientes con hepatitis

fulminante (Omata y col., 1991; Carman y col., 1991), por lo que se pensó ~ue

estaban asociadas con un agravamiento de la enfermedad hepática. Por otro lado,

se conocían pocos datos acerca de la influencia de estos mutantes en la respuesta

al tratamiento con interferón, aunque se apuntaba la posibilidad de que su presencia

condicionaba negativamente la respuesta al tratamiento (Hadziyannis y col., 1990;

Fattovich y col., 1992; Pastore y col., 1992; Xu y col., 1992). Puesto que el curso de

la infección y la respuesta al tratamiento parecen estar condicionados por la presencia
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de una u otra variante en los pacientes, es necesario el desarrollo de una técnica

rápida de detección, ya que los métodos convencionales de secuenciación no se

pueden aplicar como rutina diagnóstica para la detección de estas variantes. Además,

cabe la posibilidad de que lo que realmente influya en el agravamiento de la

enfermedad y la ausencia de respuesta al interferón no sea la presencia de estos

mutantes sino la proporción en que se encuentran con respecto al tipo salvaje. Así,

en los primeros trabajos realizados acerca del aislamiento y caracterización de las

variantes del VBH en la región pre-core se aplicó la técnica de secuenciación, tanto

directamente de los productos de amplificación mediante la reacción en cadena de

la polimerasa (PCR) como después de la donación de dichos productos de PCR.

Dicha técnica sólo permite conocer si dichas variantes de la región pre-core están

presentes en una muestra determinada, pero no la proporción relativa de cada una

de ellas en dicha muestra. Por último, cuando se comenzó a realizar este estudio, no

se conocía si estos mutantes eran detectables en tejido hepático y tampoco cual era

la relación entre las variantes detectadas en suero y en hígado.
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Objefrvos

1- Desarrollar una tecnica sencilla basada en la hibridación con oligonucleót¡dos

que permita la detección y cuantificación del VBI-I de tipo salvaje y de las

variantes del VBH en la región pro-core.

2- Anal¡zar la distribución y proporción relativa de cada una de las variantes del

VBH en la región pre-core en suero y tejido hepático de pacientes anti-HBe

positivos.

3- Comparar la población de las variantes pre-core del VBH en pacientes ant¡-HBe

positivos con o sin alteración de los parámetros de la función hepática.

4- Determinar si la presencia de las variantes del VBH de tipo mutante afecta a la

respuesta al tratamiento con interferón.

5- Estudiar las variantes del VBH en la región píe-core en pacientes anti-HBe

positivos tratados con la terapia combinada de prednisona e interferón.
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Padentes y métodos

1- PACIENTES

En la presente tesis doctoral se han estudiado 125 pacientes con hepatitis

crónica B probada histológicamente según criterios internacionales (Bianchi y col.,

1977). Los pacientes se dividieron en cuatro grupos de estudio para facilitar el

desarrollo de los objetivos planteados.

1.1 - Pacientes no tratados

Se incluyeron 49 pacientes en los cuales se estudió la distribución en suero y

biopsia hepática de las variantes del VBH en la región pre-core. Todos ellos eran anti-

HBe positivos y tenían niveles alterados de alanina aminotransferasa (ALT) [media+

desviación típica: 112,5 + 1143 unidades internacionales (UI)/L; límite superior de

normalidad: 45 UI/Il. Once pacientes presentaban anticuerpos frente al virus C de la

hepatitis (anti-VCH), 20 frente al virus delta de la hepatitis (anti-VDH) y 5 eran

portadores asintomáticos del virus de la inmunodeficiencia humana de tipo 1 (VIH-1).

Ningún paciente había recibido terapia antivírica o inmunomoduladora.

Las características basales de estos pacientes se resumen en la tabla 1.

Tabla 1. Características de los pacientes no tratados.

Edada (años> 365+14,2

Sexo (hombres/mujeres) 37/15

Tiempo de portador de AgHBsa (meses> 60 + 48

0Expresado como la media ±desviación típica.
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1 .Z Pacientes asintomáticos

Se determinó la distribución de las variantes del VBH en la región pre-core en

29 portadores asintomáticos de VBH, anti-HBe positivos, con niveles de ALT normales

(límite superior de normalidad: 45 UI/L). Para ser incluidos en este estudio los

pacientes debían poseer VBH ADN en suero detectable por POR y presentar daño

hepático probado en una biopsia tomada dentro de los 6 meses anteriores al inicio

del estudio. Los pacientes fueron incluidos aleatoriamente en dos grupos:

- Grupo Al, formado por 14 pacientes tratados con 9 megaunidades (MU) de

IFN-alfa 2a recombinante, tres veces por semana durante 6 meses.

- Grupo A2, compuesto por 15 pacientes sin tratar que sirvieron como

controles y que fueron estudiados bajo las mismas condiciones que los

pacientes tratados.

Las características basales de los pacientes incluidos en este estudio se

encuentran recogidas en la tabla 2.

Tabla 2. caracteristicas basales de los pacientes asintoniáticos.

Grupo Al
(n=14)

Grupo A2
(n15)

Edada (años) 396+120 394+115

Sexo (hombres/mujeres) 10/4 6/9

Tiempo can niveles normales
de ALV” (meses) 49,0+387 822+ 511

“~pre~do como la media + desviación típica.

“Tiempo transcurrido desde la detección del AgHBs en cada caso.
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1.3. Pacientes tratados con interferón

Se estudió la distribución de las variantes del VBH en la región pre-core en 38

pacientes anti-HBe positivos, con VBH ADN en suero detectable por PCR y niveles

alterados de ALT. Los pacientes habían sido tratados con IFN-alfa 2b recombinante

según dos pautas diferentes:

- Grupo 51, formado por 19 pacientes tratados con 10 MU de IFN-alfa 2b

recombinante tres veces por semana durante 2 meses, 5 MU tres veces por

semana durante 2 meses y 3 MU tres veces por semana durante 2 meses.

- Grupo S2, compuesto por 19 pacientes que recibieron 10 MU de IFN-alfa 2b

recombinante tres veces por semana durante 2 meses, 5 MU tres veces por

semana durante 2 meses y 3 MU tres veces por semana durante 8 meses.

Las características basales de los pacientes incluidos en cada grupo de

tratamiento se esquematizan en la tabla 3.

Tabla 3. caracteristicas basales de los pacientes tratados con interferón.

Grupo Si
(n19)

Grupo 52
<n19)

Edad0 (años> 373+114 312+14,0

Sexo <hombres/mujeres) 17/2 16/3

Tiempo de portador de
AgHBs0 (meses) 678+ 555 616+47,7

8Expresado como la media + desviación típica.
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1.4. Pacientes tratados con prednisona e interferón

Se determinó la distribución de las variantes del VBH en la región pre-core en

9 pacientes que habían sido incluidos en un estudio de tratamiento con prednisona

e interferón (IFN)-alfa 2b recombinante, según la siguiente pauta: 30 mg de

prednisona diariamente durante el primer mes, 20 mg diarios durante dos semanas

y 10 mg la última semana. Seguidamente, los pacientes recibieron 15 MU de IFN, tres

veces por semana durante 6 meses, empezando el último día del tratamiento con

prednisona. Todos ellos eran anti-HBe positivos y tenían niveles alterados de ALT

(media + desviación típica: 116,7±61,0UI/L). Las características basales de estos

pacientes se resumen en la tabla 4.

Tabla 4. Características basales de los pacientes tratados con prednisona
e interterón.

Edada <años) 31 + 12

Sexo (hombres/mujeres) 8/1

Tiempo de podador de AgHBsa (meses) 81 9 + 67,4

+ desviacióBExpresado como la media — n típica.
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2- OBTENCION DE LAS BIOPSIAS HEPAliCAS

Las muestras de tejido hepático se obtuvieron mediante biopsia hepática ciega

realizada con aguja Tru-cut bajo anestesia local. Un tercio de la muestra obtenida se

procesó para el estudio anatomopatológico y el resto se congeló inmediatamente (en

un tiempo inferior a 5 minutos) en nitrógeno liquido, hasta el momento de su

utilización para la detección del VBH ADN.

Todos los estudios realizados fueron aprobados por el Comité de Ensayos

Clínicos de la Fundación Jiménez Diaz. Además, en todos los casos se obtuvo un

consentimiento escrito de los pacientes para la realización de las biopsias hepáticas.

3- ESTUDIO ANATOMOPATOLOGICO DE LAS BIOPSIAS HEPATICAS

El diagnóstico histológico de las biopsias hepáticas fue realizado por el

Departamento de Anatomía Patológica de la Fundación Jiménez Diaz, de acuerdo a

criterios internacionales (Bianchi y col., 1977>. En los casos en que fue posible se

determinó el índice de actividad histológica según los criterios de Knodell y col.

(1981).

4- ME¡ODOS

4.1. Prueba de función hepática

Los niveles de ALT séricos se analizaron por métodos estándar (Smac 20

Technicon, New York, NY).
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4.2. Detección de los marcadores inmunológicos víricos

El AgHBs, AgHBe, anti-HBe y anti-VDH se determinaron mediante la técnica de

radioinmunoensayo (Abbott Laboratories, North Chicago, IL). La presencia de inmuno-

complejos circulantes AgHBe/anti-HBe se determinó por medio del método descrito

por Castillo y col. (1990). El anti-VCH se determinó mediante enzimoinmunoensayo

(Ortho Diagnostics Systems, Raritan, NJ) y los resultados se confirmaron por un

ensayo de inmunoblot recombinante de tercera generación (RIBA-HCV III, Ortho

Diagnostics Systems). La presencia de anticuerpos frente de anti-VIH-1 se determinó

mediante un enzimoinmunoensayo comercial (Abbot Laboratories) y los resultados se

confirmaron por western-blot (Bio-Rad Laboratories, Richmond, CA).

4.3. Aislamiento del VBH ADN de suero

El VBH ADN sérico se aisló mediante la digestión de 200 pl de suero durante

2 horas a 370C, en presencia de proteinasa K (1 mg/mí) y dodecil sulfato sódico

(SDS) 1%. Tras la incubación, se realizaron dos extracciones con fenol:cloroformo

(1:1) y una con éter. La fase acuosa se precipitó posteriormente con acetato amónico

2M y etanol a -200C. Por último, las muestras se centrifugaron durante 15 minutos a

l2000xg y el precipitado se resuspendió en 30 pl de agua destilada.

4.4. Aislamiento de VBH ADN de tejido hepático

El VBH ADN de hígado se purificó según el método desarrollado por Bartolomé

y col. (1990), con ligeras modificaciones. El tejido hepático se disgregó en un

homogeneizador en presencia de tampón TSE 1X (Tris-HCI 10 mM pH 7,5; NaCí 10
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mM, EDTA 2 mM). Posteriormente, las muestras se digirieron durante 2 horas a 370C

con proteinasa K (1 mg/mI) y SDS (1%). A continuación se realizaron dos

extracciones con fenol:cloroformo (1:1) y una con éter, y la fase acuosa se precipitó

con acetato amónico 2M y etanol a -200C. El precipitado se resuspendió en 100 pl

de agua destilada y se trató con RNasa A (0,1 pg/pl) durante 1 hora a 370C.

Después de realizar dos extracciones con fenol:cloroformo (1:1) y otra con éter, el

ADN total se volvió a precipitar con acetato amónico 2M y etanol y se resuspendió en

agua destilada. La concentración de ADN se determinó midiendo la absorbancia a 260

nm.

4.5. Detección del VBH ADN de suero y biopsia hepática

La presencia de VBH ADN en muestras de suero y biopsia hepática se analizó

mediante PCR. La PCR se realizó en un volumen final de 50 pi con 5 pl de ADN

aislado de suero ó 1 pg de ADN total aislado de hígado. La mezcla de reacción

estaba compuesta por Tris-HCI 10 mM pH 8,3; KCI 50 mM; MgCI
2 1,5 mM; mezcla de

deoxinucleótidos (dNTPs) 200 pM; 0,5 unidades de Taq DNA polimerasa (Perkin

Elmer, Norwalk, CT) y cebadores o “primers’ Bí y BOl de la región pre-core del VBH

(Tabla 5) a una concentración final de 0,2 pM. Las muestras se incubaron 40 ciclos

a 9400 durante 1,5 minutos, 5500 durante 1,5 minutos y 7200 durante 2 minutos. El

fragmento amplificado de 198 pb se visualizó bajo luz ultravioleta en un gel de

agarosa al 2% (Figura 9).

En cada ensayo de amplificación de ADN se incluyeron los siguientes controles

negativos:
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* Mezcla de reacción de PCR sin ADN.

* Muestras de sueros de donantes sanos sin marcadores de infección por VBH

(control negativo de PCR de muestras de suero).

* ADN total aislado de células de hepatoblastoma humano de la línea HepG2

(control negativo de PCR de biopsia hepática).

Como control positivo se utilizaron 10 fg del plásmido pGBHBV2, que tiene

donado el genoma completo del VBH.

Para evitar la contaminación de las muestras, todos los ensayos de PCR se

realizaron siguiendo las medidas de Kwok e Higuchi (1989). Por último, cada muestra

de suero e hígado se analizó por duplicado.

Tabla 5. Secuencia nucleotídica de los primers utilizados para la detección del
VBH por PCR.

Nombre Secuencia Posiciána

B1 5t~GGAGGCTGTAGGCATAAATTGGTCTGCGC~3’ 1776-1804

BC1 5’-GGAAAGAAGTCAGAAGGCAA-3’ 1954-1974

Según Galibefl y col. (1979).
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4.6. Detección de las variantes del VBH de la región pre-core.

La distribución de las variantes del VBH en la región pre-core se determinó

mediante la hibridación de los productos de POR en tres experimentos simultáneos,

con los oligonucleótidos WT, SM y DM, complementarios respectivamente al VBH de

tipo salvaje, al mutante en la posición 1896 y al doble mutante en las posiciones 1896

y 1899 (Tabla 6). Para confirmar que la suma de las señales obtenidas con los tres

oligonucleátidos era del 100%, se realizó una prueba de hibridación paralela con un

cuarto oligonucleótido (C), complementario a una región altamente conservada dentro

de la región pre-core del VBH, presente en todas las variantes (Tabla 6).

Tabla 6. Secuencia de las oligonucleátidos utilizados en la detección de las
variantes del VBH en la región pre-C.

Nombre Secuencia Posición a Tm

WT 5’-TGGCTTTGGGGCATGGAC-3’ 1889-1906 58 ~C

SM 5’-TGGCTTTAGGGCATGGAC-3’ 1889-1906 56 0C

DM 5’-TGGCTTTAGGACATGGAC-3’ 1889-1906 5400

O 5’-CAAGCCTCCAAGCTGTGC-3’ 1865-1882 5800

0Según Galibert y col. <1979).

WT, tipo salvaje; SM, mutante sencillo en la posición 1896; DM, mutante doble en las posiciones
1896 y 1899; C, secuencia conservada; Tm; temperatura de fusión..
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Con el fin de analizar la misma cantidad de ADN en los experimentos de

hibridación con cada una de las sondas, se determinó la concentración de ADN de

los productos de PCR midiendo la absorbancia a 260 nm. De este modo, se tomaron

100 ng de ADN de cada producto de POR y se desnaturalizaron con NaOH 0,5 M

durante 10 minutos a temperatura ambiente. Seguidamente, se neutralizó la solución

con una mezcla de Tris-HOI 0,5 M/NaCI 0,75 M, pH 7,0 y HOI 0,2 M/NaCIO,8 M. Las

muestras así tratadas se aplicaron mediante un aparato de filtración a vacío (Hibri-dot,

Bio-Rad Laboratories) en un filtro de nitrocelulosa previamente equilibrado en tampón

SSPE 6X (SSPE lx: NaCí 150 mM, Na2HPO4 10 mM y EDTA 1 mM, pH 7,2). Por

último, el ADN se fijó al filtro por calentamiento en vacío a 8000 durante 2 horas.

La prehibridación de los filtros se realizó durante 2 horas con una solución

compuesta por SDS 0,5%, solución de Denhardt 5X (solución de Denhardt 1X:

seroalbúmina bovina 0,02%, polivinilpirrolidona 0,02%, Ficolí 0,02%) y tampón SSPE

5X. Posteriormente, los filtros se hibridaron durante 2 horas en la misma solución de

prehibridación añadiendo el oligonucleótido correspondiente marcado con [gamma-
32P]-ATP en su extremo 5’-terminal mediante la enz¡ma polinucleótido quinasa del

bacteriófago T4 (Promega, Madison, WI), siguiendo el protocolo recomendado por el

proveedor. Después de la hibridación, las membranas se lavaron durante 5 minutos

con SOS 0,1%/SSPE 6X, seguido de 5 minutos con SOS 0,1%/SSPE 2X y dos veces

de 5 minutos cada una con SDS 0,1%/SSPE lx.

La temperatura empleada en la prehibridación, hibridación y lavado para cada

filtro era diferente según el oligonucleótido utilizado en cada uno de ellos. Así, cada

filtro fue prehibridado, hibridado y lavado a una temperatura de 500 por debajo de la
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temperatura de fusión (Tm) de la sonda empleada en cada caso. Para ello, se calculó

la Tm correspondiente a cada oligonucleótido según la fórmula: Tm = 2(A/T) + 4(0/O)

(Farr, 1991), donde A/T representa el contenido de adenina y timina del

oligonucleótido y G/C el de guanina y citosina del mismo. Por tanto, las temperaturas

utilizadas fueron de 53~C para las sondas WT y 0, 5100 para la sonda SM y 4900

para el oligonucleótido DM.

Después de los lavados, los filtros se expusieron en una placa de

autorradiografia a ~80oOdurante 12-24 horas. Por último, la proporción de cada una

de las variantes del VBH en la región pre-core se determinó comparando el número

de cuentas por minuto (cpm) de las señales de radioactividad obtenidas en los cuatro

filtros, cuantificadas por medio de un sistema radioanalitico de imagen Ambis (Ambis

System Inc., San Diego, CA).

Para demostrar la especificidad del experimento de hibridación, el mismo

ensayo se realizó con los plásmidos pOR-WT, pOR-SM y pOR-DM, que tenían donado

el genoma del VBH de tipo salvaje, el VBH mutante en la posición 1896 de la región

pre-core y el doble mutante en las posiciones 1896 y 1899, respectivamente. Para la

construcción de los plásmidos se utilizaron los productos de POR procedentes de tres

pacientes infectados con cada una de las variantes del VBH en la región pre-core,

donados en el plásmido pCRTM~2OOO (¡A Cloning, Invitrogen, San Diego, CA),

diseñado especialmente para donar productos de POR. La secuencia de cada uno

de los tres plásmidos se comprobó por el método de Sanger y col. (1977), utilizando

el kit Sequenase 2.0 (United States Biochemical Corp., Cleveland, OH). Seguidamente,

estos tres plásmidos solos o mezclados en proporciones equimoleculares y en todas
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las posibles combinaciones, se amplificaron por PCR del mismo modo que las

muestras de suero e hígado y se hibridaron con cada una de las sondas.

4.7. Secuenciación

Para confirmar los resultados obtenidos en los experimentos de hibridación, se

secuenciaron directamente los productos de PCR de 6 muestras de suero y 20 de

biopsia hepática. Primeramente, el ADN amplificado se purificó en geles de agarosa

de bajo punto de fusión al 1,5%. Las muestras se secuenciaron mediante el método

de Sanger y col. (1977), utilizando el kit Sequenase 2.0 (United States Biochemical

Corp).

La comprobación de los resultados obtenidos en la estimación de las

proporciones relativas de cada variante en las muestras procedentes de los pacientes

estimadas mediante la técnica de hibridación, se realizó donando los productos de

PCR de 3 muestras de suero y 3 de biopsia hepática en el plásmído pCRTM~2000.

Posteriormente, se secuenciaron 20 clones de cada una de las muestras y la

proporción de clones de cada una de las variantes se comparó con las proporciones

de las mismas de obtenida por medio de la técnica de hibridación.

5- ANALISIS ESTADíSTICO

El análisis estadístico de los datos se realizó en un ordenador personal,

utilizando la herramienta estadística del programa Excel 97 (Microsoft Office,

Microsoft). La comparación de las proporciones se realizó mediante la prueba de Chi-

cuadrado para variables continuas o la prueba exacta de Fisher para variables
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discretas. Las medias de las variables que se ajustaban a una distribución normal se

analizaron con la prueba t de Student.
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IV- RESULTADOS



Resultados

1- DESARROLLO Y ESPECIFICIDAD DE LA TECNICA DE HIBRIDACION PARA LA

DETECCION DE LAS VARIANTES DEL VBH EN LA REGION PRE-CORE.

Se comprobó que los oligonucleátidos WT, SM y DM sólo hibridaban con los

plásmidos pCR-WT, pCR-SM y pCR-DM, respectivamente (Figura 10). En el caso de

las mezclas de plásmidos, cada sonda hibridaba únicamente con la mezcla en la que

se encontraba su plásmido complementario (Figura 10). Además, la sonda C, que

contenía la secuencia altamente conservada del VBH en la región pre-core, presente

en todas las variantes, hibridaba con todos los plásmidos por separado y con todas

las posibles mezclas (Figura 10).
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Cuando se compararon las señales obtenidas con cada una de las sondas y

las obtenidas con la sonda C, se observó que la suma de las señales de hibridación

obtenidas con cada oligonucleótido al hibridar con su plásmido complementario y con

las mezclas en las que se encontraba dicho plásmido, se correspondía con la señal

obtenida con la sonda C (Figura 11). Estos resultados demostraban que por medio

de esta técnica se podía estimar la proporción relativa de cada una de las variantes

del VBH en la región pre-core y que por lo tanto se podía utilizar para conocer la

distribución de dichas variantes en distintas muestras obtenidas de pacientes

infectados. En la figura 12 se puede observar un ejemplo de la distribución de las

variantes pre-core del VBH obtenido mediante esta técnica en muestras de suero.
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Figura 11. Señales obtenidas <cpm) en la hibridación de cada una de las sondas con los plásmidos

control de cada variante del VBH en la región pre-core solos o mezclados en cantidades

equimoleculares y en todas las posibles combinaciones. WT, plásmido con el VBH de tipo salvaje; SM,

plésmido con el mutante en la posición 1896; DM, plásmido con el doble mutante en las posiciones

1896 y 1899. cada uno de los valores representa la media deS experimentos independientes.
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Por último, el porcentaje de clones de cada una de las variantes en los 20

clones secuencíados de cada una de las 6 muestras (3 de suero y 3 de hígado) era

similar a la proporción de cada variante determinada por medio de la técnica de

hibridación (Tabla 7).

Tabla 7. Comparación de la distribución de las variantes del VSI-E en la región
pm-core obtenida por los métodos de hibridación y de secuenciación.

HIBRIDACION SECUENCIACION

WT SM DM WT SM DM

SUERO 1 36% 64% --- 6/20 (30%) 14/20 (70%> —-

SUERO 2 55% 35% 10% 13/20 (65%) 6/20 (30%) 1/20 (5%)

SUERO 3 100% —- —- 20/20 (100%)

BIOPSIA 1 20% 80% -— 3/20 (15%) 17/20 (85%) -—

BOPSIA 2 — 100% —- —- 20/20 (100%) —

BIOPSIA 3 48% 47% 5% 11/20 (55%) 9/20 (45%) —-

Los resultados obtenidos con el método de secuenciación estén expresados como el número de
clones de cada variante con respecto a los 20 dones secuenciados en cada caso.

WT, tipo salvaje; SM, mutante sencillo en la posición 1896; DM, doble mutante en las posiciones
1896 y 1899.
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2- DISTRIBUCION DE LAS VARIANTES DEL VBH EN LA REGION PRE-CORE EN

SUERO Y BIOPSIA HEPATICA DE PACIENTES NO TRATADOS

En este apartado se incluyeron muestras de 49 pacientes cuyas características

histológicas y epidemiológicas se resumen en la tabla 8. En treinta y dos pacientes

se dispuso de muestras pareadas de suero y biopsia hepática, 13 tenían sólamente

muestra de suero, mientras que los otros 4 tenían sólo muestra de biopsia hepática.

Tabla 8. Características histológicas y epidemiológicas de los pacientes
no tratados.

AL-r (UIIL) 113+ 114

Diagnóstico histológico

CM 5

HOP 5

HOA 30

ci 12

Epidemiología

Post-transfusional 5

ADVP 9

Contacto intrafamiliar 8

Desconocida 30

0Expresado como la media + desviación típica.

CM, cambios mínimos; HCP, hepatitis crónica persistente; HCA, hepatitis crónica adiva; Ci, cirro~

ADVP, adidos a drogas por via parenteral.
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21~ Distribución de las variantes pre-core en suero

Se estudiaron muestras de suero de 45 pacientes anti-HBe positivos sin tratar,

de las cuales 36 (80%) tenían VBH ADN detectable por PCR. La mayor parte de los

pacientes estaban infectados en suero por VBH de tipo salvaje y mutante pre-core,

predominando el VBH de tipo salvaje (Figura 14). Por otra parte, el mutante del VBH

en la región pre-core más frecuentemente observado en esos pacientes era el que

presentaba la mutación simple en la posición 1896. El resto de las muestras

estudiadas (10/36: 28%) estaban infectadas por una sola de las variantes del VBH en

la región pre-core. La variante de tipo salvaje fue detectada en el suero de 6 pacientes

(16%), el mutante en la posición 1896 fue detectado en 3 casos (8%), mientras que

el doble mutante en las posiciones 1896 y 1899 sólo se detectó en un paciente (3%)

(Figura 14). En ningún caso se detectó la presencia de inmunocomplejos AgHBe/anti-

HBe en suero.
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% PACIENTES
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Figura 14. Distribución de las variantes de tipo salvaje y mutantes del VBH en la región pre-core en

muestras de suero de pacientes anti-HBe positivos no tratados. WT, tipo salvaje; SM, mutante en la

posición 1896; DM, doble mutante en las posiciones 1896 y 1899.

80

60

40

20

o

62



Resultados

2.2. Distribución de las variantes pre-core en biopsia hepática

En cuanto a las 36 muestras de biopsia hepática analizadas, el VBH ADN fue

detectado en 33 de ellas (92%). Como en el caso de las muestras de suero, la

mayoría de los pacientes estaban infectados por una mezcla de las variantes de tipo

salvaje y mutante en el hígado (23/33: 70%), predominando el VBH de tipo salvaje

(Figura 15). El resto de las muestras de tejido hepático (10/33: 30%), estaban

infectadas por una sola de las variantes del VBH: en 8 casos (24%) sólo se detectó

la variante de tipo salvaje, mientras que en las otras 2 muestras (6%) la única variante

detectada era el mutante en la posición 1896 de la región pre-core (Figura 15). En

ningún caso se encontraron muestras de biopsia hepática infectadas con el doble

mutante en las posiciones 1896 y 1899 de la región pre-core.

Puesto que la incidencia del doble mutante del VBH en la región pre-core era

muy baja en todos los casos analizados, el análisis para la detección de esta variante

no se realizó en las muestras de los demás pacientes incluidos en el estudio. Por ese

motivo, en lo sucesivo cada vez que en la presente Tesis Doctoral se haga mención

del genotipo mutante del VBH en la región pre-core, se hará referencia al mutante

sencillo en la posición 1896, salvo que se indique expresamente que se hace

referencia al doble mutante.
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Figura 15. Distribución de las variantes de tipo salvaje y mutantes del VBH en la región pre-core en

muestras de biopsia hepática de pacientes anti-HBe positivos no tratados. WT, tipo salvaje; SM, mutante

en la posición 1896; DM, doble mutante en las posiciones 1896 y 1899.
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2.3. Concordancia entre suero e hígado de la distribución de las variantes pre-core

En relación a los pacientes de los que se disponían muestras pareadas de

suero y biopsia hepática, el VBH ADN fue detectado simultáneamente en ambas

muestras en 25 de 32 casos (78%). En la tabla 9 se muestra la distribución de las

variantes pre-core en las muestras analizadas. En la mayoría de ellos (17/25: 68%)

existía una concordancia total de la distribución de las variantes del VBH entre suero

y tejido hepático (Figura 16). Por tanto, en esos pacientes las variantes detectadas en

suero estaban también presentes en hígado. En cambio, en otros 5 pacientes (20%)

no todos los genotipos del VBH detectados en hígado eran detectados a su vez en

el suero, mientras que en otros 3 pacientes (12%) algunas de las variantes del VBH

en suero no estaban presentes en el hígado (Figura 16).

En cuanto a la proporción relativa de cada una de las variantes del VBH en

muestras de suero e hígado de un mismo paciente, en 18 de 25 casos (72%) se

observó una concordancia total (Figura 16). Es decir, en estos casos las proporciones

de cada variante eran semejantes tanto en suero como en tejido hepático (Figura 16).
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Tabla 9. ProporcIón de VBH de tipo salvaje y mutante en pacientes con muestras de suero y biopsia hepática.

PACIENTE SUERO

WT SM DM

MIGADO

WT SM DM

2

3

4

5

6

7

8

e
lo

11

12

13

14

16

16

17

18
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WT, tipo salvaje; SM, mutante en la posición 189&~ DM, doble mutante en las posiciones 1896y 18~.
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Figura 16. Concordancia en la distribución de las variantes del VBH en la región pre-core en muestras

pareadas de suero y biopsia hepática de pacientes anti-HBe positivos no tratados.
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3- DISTRIBUCION DE LAS VARIANTES DEL VBH EN LA REGION PRE-CORE EN

PACIENTES ASINTOMAliCOS

Se estudió la distribución de las variantes del VBH en la región pre-core en

muestras de suero de 29 pacientes asintomáticos, cuyas características histológicas

se exponen en la tabla 10. En cada paciente se estudiaron 2 muestras de suero

correspondientes al inicio y al final del tratamiento respectivamente. En 15 pacientes

(9 tratados y 6 controles) fue posible obtener una segunda biopsia hepática tomada

en un tiempo de 7 a 14 meses después de finalizar la terapia (media + desviación

típica: 11 3 + 2,6 meses en el grupo Al y 9,2±4,1meses en el grupo A2).

Tabla 10. Características histológicas basales de los pacientes
asintamáticos.

Grupo Al GrupoA2
(n=14) (n=15>

ALT6 (UI/L) 316+ 13,0 25,7+78

Diagnóstico histológico

CM 6 8

HCP 8 6

HCA 1

índice de actividad histológicaa 2 5 + 0 9 3,2 + 11

aExpresado como la media + desviación típica

CM, cambios mínimos; HCP, hepatitis crónica persistente; HCA, hepatitis crónica adiva.
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En la muestra basal, la mayor parte del total de los pacientes incluidos estaban

infectados por la mezcla de tipo salvaje y mutante pre-core (14/29: 48%) (Figura 17).

Sin embargo, el porcentaje de pacientes infectados por la mezcla era mayor en los

pacientes del grupo Al que en el grupo A2 (Figura 17), aunque las diferencias no

fueron estadísticamente significativas. En 10 de 29 pacientes de ambos grupos (34%)

sólo se detectó la variante del VBH de tipo salvaje, siendo el porcentaje mayor aunque

no significativo en el grupo A2 que en el Al (Figura 17). En el resto de los pacientes

(1 del grupo Al y 4 del grupo A2), no había suficiente muestra de suero para el

genotipado.

En cuanto a la distribución de las variantes del VBH en la región pre-core al

final del tratamiento, no se encontraron cambios sustanciales entre las muestras

basales y finales de los pacientes de ambos grupos.
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Figura 17. Distribución de las variantes del VBH en la región pre-core en pacientes asintomáticos.

Grupo Al: pacientes tratados con interferón; grupo A2: pacientes control no tratados. En 7 pacientes

<3 del grupo Al y 4 del grupo A2) no se dispuso de muestra suficiente para realizar el estudio.

SALVAJE MEZCLA NO REALIZADO

SALVAJE MEZCLA NO REALIZADO
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Por último, se comparó la distribución de las variantes del VBH observada en

las muestras basales de los pacientes asintomáticos con la obtenida en el suero de

los pacientes sintomáticos incluidos en el apartado anterior. Como se puede apreciar

en la figura 18, la mayor parte de los pacientes tanto sintomáticos como

asintomáticos, estaban infectados por la mezcla de tipo salvaje y mutante, siendo

superior la proporción de pacientes con mezcla en el caso de los pacientes

sintomáticos. Con respecto a los pacientes infectados por una sola de las variantes

pre-core del VBH, el tipo salvaje se detectó con mayor frecuencia en el grupo de los

pacientes asintomáticos, mientras que el mutante sólo se detectó únicamente en el

grupo de pacientes sintomáticos. Sin embargo, las diferencias encontradas en ambos

grupos no fueron estadísticamente significativas en ningún caso.
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Figura 18. Distribución de las variantes de tipo salvaje y mutante del VBH en la región pre-core en

pacientes sintomáticos y asintomáticos.
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4- DISTRIBUCION DE LAS VARIANTES DEL VBH EN LA REGION PRE-CORE EN

PACIENTES TRATADOS INTERFERON

En este apartado se incluyeron 38 pacientes tratados con interferón durante 6

(Grupo Si) ó 12 meses (Grupo S2), cuyas características histológicas y

epidemiológicas se resumen en la tabla 11. En estos pacientes se estudiaron

muestras de suero correspondientes al inicio y final del tratamiento, así como una

muestra correspondiente a los 12 meses de seguimiento.

Tabla 11. Características histológicas y epidemiológicas basales de los

pacientes tratados con interterón.
Grupo 51 Grupos2

(n=19) (n=19)

ALT”(UI/L> 146,1+1507 1129+89,5

Diagnóstico histológico

CM 2

HCP 1 5

HCA 16 14

Epidemiología

Parenteral 7 6

Intrafamiliar 2 4

Desconocida 10 9

Expresado como la media + desviacián típica.

CM, cambios mínimos; HOP, hepatitis crónica persistente; HCA, hepatitis crónica adiva.
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La distribución de los genotipos del VBH en ambos grupos se expone en la

tabla 12. Como se puede observar, la mayor parte de los pacientes de los dos grupos

estaban infectados basalmente por la mezcla de variantes del VBH de tipo salvaje y

mutante pre-core, predominando el primero de ellos en todos los pacientes. En los

pacientes infectados con un solo genotipo, la variante detectada correspondía al tipo

salvaje en todos los pacientes salvo en uno del grupo Si. Esta distribución obtenida

en la muestra basal se mantuvo con ligeros cambios tanto al final del tratamiento

como al final del seguimiento.

Tabla 12. Distribución de las variantes pre-core del VBH, negativización del
VBH DNA y normalización de ALT en pacientes tratados con interferón.

Grupo 51

(n=19)

Grupo 52

(n=19)

Basal Final Seguimiento Basal Final Seguimiento

Mezcla 63% 74% 74% 69% 69% 69%

WT 31% 26% 26% 31% 31% 31%

M 6% -- -- - -- -

VBH DNA

negativos 0 21 % 10% 0 26% 26%
ALT

normales 0 53% 47% 0 26% 42%

WT: tipa salvaje, M: mutante pre-c

74



Resultados

Con respecto a la relación entre la distribución de las variantes del VBH y la

respuesta al tratamiento, se observó que la proporción de pacientes infectados

basalmente por la mezcla de VBH de tipo salvaje y mutante pre-core era mayor en los

pacientes no respondedores que en los respondedores (pacientes que normalizaron

los niveles de ALT al final del tratamiento), si bien las diferencias no fueron

estadisticamente significativas (Figura 19). Por otra parte, la proporción de pacientes

infectados sólo por tipo salvaje o mutante pre-core en la muestra basal, fue similar en

los pacientes respondedores y en los no respondedores (Figura 19).

RESPONDEDORES
(n=15)

NO RESPONDEDORES
(n=23>

CMEZCLA

~SALVAJE
C MUTANTE

Figura 19. Proporción basal de VBH de tipo salvaje y mutante pre-core en pacientes respondedores y

no respondedores a la terapia con interferón.
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5- DISTRIBUCION DE LAS VARIANTES DEL VBH EN LA REGION PRE-CORE EN

PACIENTES TRATADOS CON PREDNISONA E INTERFERON

Se estudiaron muestras de suero de 9 pacientes que habían sido tratados con

la combinación de prednisona e interferón. Las características histológicas y

epidemiológicas de los mismos se recogen en la tabla 13. En estos pacientes se

estudiaron muestras de suero correspondientes al inicio y al final del tratamiento con

prednisona y al final del tratamiento con IFN (excepto en uno de ellos del que no se

pudo disponer de muestra de suero al final del tratamiento con IFN).

Tabla 13. Características histológicas y epidemiolágicas basales de los
pacientes tratados con prednisona e interferón.

AL~ (UI/L) 1167+610

Diagnóstico histológica

CM 5

HOP 2

HOA 1

Ci 1

Epidemiología

Parenteral 2

Intrafamiliar 2

ADVP 3

Desconocida 2

Expresado como la media + desviación tipica.

CM, cambios minimos; HCP, hepatitis crónica persistente; HCA, hepatitis crónica adiva; Ci, c

ADVP, adidos a dragas por via parenteral.
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En los pacientes incluidos en este estudio, el VBH ADN fue detectado en la

muestra basal de 8/9 (89%) de los mismos y en todos los casos también se detectó

en las dos muestras tomadas al final del tratamiento con prednisona y con interferón

respectivamente. El análisis de la distribución de las variantes del VBH en la región

pre-core en la muestra basal, al final del tratamiento con prednisona y al final del

tratamiento con interferón, puso de manifiesto que la mayoría de los pacientes

estudiados estaban infectados por una mezcla de VBH de tipo salvaje y mutante pre-

core (Tabla 14). En la mayor parte de estos pacientes en los que se detectó la mezcla

de variantes de la región pre-core, la variante que predominaba era la de tipo salvaje.

Por el contrario, en un pequeño porcentaje de pacientes se detectó una sola variante

del VBH, que resultó ser en todos los casos la variante de tipo salvaje (Tabla 14).

Al final del tratamiento con prednisona, la proporción del VBH de tipo mutante

decreció ligeramente en 4 pacientes, mientras que aumentó en otros 3 casos, aunque

las diferencias no fueron en ningún caso estadisticamente significativas (Tabla 14). En

el otro paciente no se observó ningún cambio en la distribución de las variantes entre

la muestra basal y la tomada al final del tratamiento con prednisona. Sin embargo,

después del tratamiento con interferón el porcentaje del mutante pre-core se

incrementó con respecto al tipo salvaje en tres pacientes (Tabla 14). En estos tres

casos no se observó normalización en el nivel de ALT. Por otro lado, en otros dos

pacientes, la proporción del mutante disminuyó ligeramente con respecto al tipo

salvaje, normalizándose a su vez los niveles de ALT. En los otros pacientes no se

observó ningún cambio en la proporción relativa de las variantes del VBH en la región

pro-core.
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Tabla 14. Distribución de tas variantes del VBH en la región pre-core en los
pacientes tratados con prednisona e interferón.

Paciente

BASAL FINAL

PREONISONA

FINAL

INTERFERON

ALT WT (%) M (%) ALT WT (%> M (%) ALT WT (%) M (%)

1 104 58 41 158 79 20 252 46 53

2 61 100 0 46 100 0 110 87 8

3 137 57 42 159 68 31 82 61 38

4 100 77 22 167 71 28 27 78 22

5 146 34 65 160 45 54 166 42 57

6 274 96 3 214 94 5 N.D. N.D. N.D.

7 67 88 11 46 100 0 26 íao a

8 76 — -- 57 42 57 15 58 41

9 85 86 13 92 81 18 65 63 36

ALT expresadas en UIIL.

WT: tipo salvaje, M: mutante pre-C.

NO.: muestra no disponible.
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DiscusJ6n

Durante las primeras fases de la infección crónica por VBH, se producen altos

niveles de replicación del virus con AgHBe y VBH ADN detectables en el suero de los

pacientes, los cuales generalmente presentan una lesión hepática progresiva.

Posteriormente, de forma espontanea (Realdi y col., 1980; Hoofnagle y col., 1981) o

después de terapia antivírica (Hoofnagle y col., 1988; Carreño y col., 1994), se

produce seroconversión a anti-HBe con pérdida de los marcadores de replicación

séricos, normalización de los niveles de transaminasas y mejora en la histología

hepática.

Frecuentemente, la seroconversión de AgHBe positivo a anti-HBe positivo está

acompañada por la aparición en el suero de los pacientes infectados de una variante

del VBH con mutaciones en la región pre-core (Fiordalisi y col., 1990). La variante que

aparece con más frecuencia presenta una mutación de G a A en la posición 1896 de

la región pre-core, con la que se genera un codon de terminación que impide la

síntesis del AgHBe (Carman y coL, 1989; Bhat y col., 1989; Brunetto y coL, 1989;

Brunetto y col., 1990; Raimondo y col., 1990). En muchas ocasiones, esta variante

aparece asociada con otra que presenta una transición adicional de G a A en la

posición 1899 de la región pre-core (Carman y col., 1989; Bhaty col., 1989; Brunetto

y col., 1989; Brunetto y col., 1990; Fiordalisi y col., 1990; Raimondo y col., 1990, Tong

y col., 1990; Tong y col., 1991). Generalmente, estas variantes coexisten en el suero

de los pacientes junto con el VBH de tipo salvaje.

Este mutante se aisló por primera vez en pacientes con hepatitis fulminante

(Brunetto y col., 1989; Brunetto y col., 1990; Carman y col., 1991). Estos resultados

sugerían que la presencia del mutante podría estar relacionada con una mayor
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agresividad de la infección por el VBH. Por otro lado, diversos autores encontraron

que existía una relación directa entre la falta de respuesta al tratamiento y la presencia

del mutante del VBH en la región pre-core, de modo que los pacientes infectados por

éste respondían peor al tratamiento que aquellos infectados por el tipo salvaje

(Hadziyannis y col., 1990; Fattovich y coL, 1992; Pastore y col., 1992; Xu y col., 1992;

Brunetto y coL, 1993; Fattovich y col., 1995). Por estas razones parece importante

detectar la presencia de estos mutantes del VBH en los portadores crónicos del virus

tanto para poder predecir la agresividad de su infección como para decidir la opción

terapeútica a aplicar en ellos. Sin embargo, en estos primeros trabajos la detección

de los mutantes se realizaba mediante la secuenciación de los productos de PCR, lo

que hacía inviable su utilización en la rutina diagnóstica. Por tanto, sería necesario el

desarrollo de una técnica de detección rápida, que permitiera el procesamiento

simultaneo de un gran número de muestras, ya que mediante las técnicas

convencionales de secuenciación sólo se pueden analizar simultáneamente un

número muy limitado de muestras.

En este trabajo se describe un método rápido para la detección y la

cuantificación del VBH de tipo salvaje y de las variantes en la región pre-core con una

mutación en la posición 1896 y doble mutación en las posiciones 1896 y 1899,

basado en la hibridación con oligonucleótidos específicos para cada una de’ ellas.

Dicho método se ha aplicado para la detección y cuantificación en suero y en biopsia

hepática de las variantes del VBH anteriormente descritas así como para el estudio

de la influencia de éstas sobre el tratamiento con interferón.

En primer lugar, para comprobar si esta técnica era específica para cada una
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de las variantes del VBH en la región pre-core y si además se podía utilizar para la

detección de cada una de ellas en el caso en el que hubiese mezcla de las mismas,

se realizaron ensayos con plásmidos que tenían donada cada una de las variantes

pre-core solos o mezclados en todas las combinaciones posibles. En todos los casos

se observó que únicamente se detectaba la variante o variantes esperadas tanto en

el caso de cada plásmido correspondiente por separado como en los casos de las

mezclas de plásmidos, lo que ponía de manifiesto la especificidad de la técnica.

En estos mismos experimentos se trató de comprobar si esta técnica se podía

utilizar para estimar la proporción relativa de cada una de las variantes en el caso de

que hubiera mezcla de las mismas. Como control en estos ensayos se utilizó otra

sonda complementaria a una región con una secuencia conservada en todas las

variantes, incluida dentro de la zona estudiada, con la cual teóricamente debían

hibridar todas ellas. Cuando se cuantificaron las señales de hibridación obtenidas con

esta sonda en las mezclas de los plásmidos de cada variante, se comprobó que

coincidían con la suma de las señales que se obtenían con las sondas especificas

para cada variante, lo que indicaba que la técnica servia efectivamente para estimar

la proporción de cada variante en las mezclas. Posteriormente, se utilizó dicha técnica

para la detección de las variantes del VBH en la región pre-core en muestras de suero

e hígado procedentes de pacientes. Para comprobar los resultados obtenidos con

esta técnica, se secuenciaron directamente los productos de PCR de 6 muestras de

suero y 20 de biopsia hepática. En todos los casos, los resultados obtenidos

mediante la hibridación coincidían con los obtenidos por secuenciación directa,

demostrando la especificidad de la técnica, es decir, que cuando mediante hibridación
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se detectaba la presencia de cada variante o la mezcla de ellas, la secuenciación

confirmaba estos resultados.

Por último, se donaron los productos de PCR de 6 muestras (3 de suero y 3

de hígado) y se secuenciaron 20 clones de cada una de ellas para comprobar si la

proporción de clones de cada variante reflejaba la proporción de cada una de las

variantes estimada mediante hibridación. Se observó que en todos los casos las

proporciones obtenidas con los dos métodos eran semejantes, demostrando que la

técnica servía para estimar la proporción de cada variante en suero y en hígado.

Todos estos resultados demostraron la aplicabilidad de esta técnica para la detección

y estimación de las cantidades relativas de estas variantes en muestras procedentes

de pacientes infectados con el VBH, con la ventaja de que permite el análisis de un

gran número de muestras en cada experimento.

Los primeros trabajos publicados acerca de la detección de los mutantes del

VBH en la región pre-core se realizaron en suero de pacientes infectados, existiendo

pocos datos acerca de la presencia de estas variantes en el hígado de estos

pacientes. En 1992, Ackrill y col. describieron por primera vez la presencia de estos

mutantes en hígado, aunque en su trabajo no determinaron la proporción de cada una

de las variantes tanto en suero como en biopsia hepática, de modo que no se

conocía si los resultados obtenidos en suero reflejaban la situación real de los

mutantes en el hígado. Por este motivo, en una primera fase del presente trabajo se

aplicó la técnica de hibridación descrita sobre muestras de suero y biopsia hepática

de pacientes infectados crónicamente por VBH, para determinar si la distribución del

tipo salvaje y de los mutantes era similar en ambos compartimentos. Los resultados
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demostraron que la mayoría de los pacientes anti-HBe positivos estaban infectados

por una mezcla de población de VBH, compuesta por variantes de tpo salvaje y

mutante en la región pre-core, tanto en suero como en biopsia hepática,

predominando la variante de tipo salvaje. En cuanto a los mutantes pre-core, la

variante con la mutación en la posición 1896 se detectó con mucha más frecuencia

que el doble mutante en las posiciones 1896 y 1899. En cambio, en los pacientes anti-

HBe positivos analizados por otros autores, predominaba el genoma del VBH de tipo

mutante sobre el tipo salvaje (Carman y col., 1989; Naoumov y col., 1991). Existen

varias razones que podrían explicar esta discrepancia. En primer lugar, la localización

geográfica podría influir en la distribución de las variantes del VBH en la región pre-

core, de modo que la proporción relativa del VBH de tipo salvaje con respecto al

mutante podría ser diferente en distintos países (Brown y col., 1992). Por otra parte,

las diferencias podrían ser debidas a las distintas técnicas utilizadas para la detección

de las variantes: hibridación molecular frente a secuenciación directa de los productos

de PCR (Carman y col., 1989) y secuenciación en fase sólida (Brunetto y col., 1994;

Goergen y col., 1994; Hawkins y col., 1994).

En el 68% de los pacientes anti-HBe positivos analizados en este trabajo existía

una concordancia total de la distribución de las variantes del VBH en la región pre-

core entre suero e hígado, es decir, todas las variantes presentes en hígado se

detectaban también en suero. En el 20% de los pacientes, algunos de los genotipos

detectados en hígado no fueron detectados en suero, aunque teóricamente las

variantes del VBH circulantes en el suero deberían ser un reflejo de las variantes del

VBH que infectan el hígado. Una posible explicación de esta discrepancia podría ser
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que los genomas de las variantes detectadas en hígado pero no en suero se

replicaran con menor eficiencia y por lo tanto la proporción de las mismas en suero

podría estar por debajo de los límites de detección de la técnica. Otra explicación

sería que los distintos tipos de VBH tengan la misma capacidad de replicación pero

que existan variantes que no se encapsiden en la nucleocápside vírica y que por tanto

sólo sean detectables en hígado pero no en suero. En este sentido, se ha

comprobado que la mutación en la posición 1896 se encuentra dentro de la secuencia

del ARN pregenómico que forma la señal de encapsidación y por tanto para que la

estructura secundaria de esta región sea correcta se necesita otra mutación

compensatoria en la posición 1858 para mantener el apareamiento de bases

necesario para formar la estructura secundaria de dicha señal (Tong y col., 1993; Lok

y col., 1994; Lindh y col., 1995). La ausencia de esta mutación compensatoria podría

explicar los casos en los que los mutantes aparecen en suero pero no en hígado.

Por otra parte, en un 28% de los pacientes estudiados, la proporción relativa

de cada variante era diferente en suero e hígado. Incluso en el 12% de los pacientes,

algunos de los genotipos presentes en el suero no fueron detectados en tejido

hepático. Una explicación a este fenómeno podría ser que las variantes detectadas

en suero pero no en hígado provinieran de la replicación del VBH en tejidos

extrahepáticos. Así, se ha demostrado recientemente que el VBH es capaz de

replicarse en células mononucleares de sangre periférica (Stoll-Becker y col., 1997).

Por tanto, esta discrepancia se podría explicar por la liberación de partículas virales

por parte de estas células al torrente circulatorio, que tendría como consecuencia que

la proporción relativa de las variantes del VBH fuera distinta en suero e hígado. Por
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último, la diferencia en las proporciones de cada variante en suero e hígado podría

ser debida a un error de muestreo al tomar la biopsia hepática. Puesto que la biopsia

hepática representa una porción muy pequeña con respecto al órgano completo y se

ha demostrado que los hepatocitos infectados por el VBH no se distribuyen de

manera uniforme en el hígado (Burrelí y col., 1982), los hepatocitos tomados en la

biopsia podrían estar infectados por una población de VBH en los que las variantes

estarían en proporciones distintas a las observadas en la muestra de suero.

Puesto que la mayoría de pacientes analizados estaban infectados tanto por

VBH de tipo salvaje como mutante, en teoría debería poderse detectar AgHBe en el

suero de los mismos. Sin embargo, todos ellos eran anti-HBe positivos y en ninguno

de ellos se pudo detectar AgHBe sérico. Una explicación podría ser que el AgHBe

sintetizado en estos pacientes estuviera unido a su anticuerpo correspondiente

formando inmuno-complejos AgHBe/anti-HBe, que enmascararían elantígeno. Aunque

la presencia de inmuno-complejos circulantes ha sido descrita en pacientes anti-HBe

positivos (Castillo y col., 1990), no se detectaron en los pacientes incluidos en este

estudio. Hay que tener en cuenta que los pacientes analizados en el estudio de

Castillo y col., (1990) tenían niveles altos de VBH ADN en suero, detectables por

medio de técnicas de hibridación de ácidos nucleicos, a diferencia de los pacientes

incluidos en este trabajo ya que el VBH ADN sérico era detectable únicamente por

PCR. Por tanto, el nivel de proteínas viricas, y entre ellas del AgHBe en estos

pacientes, podría ser muy bajo e inferior al limite de detección de las técnicas

utilizadas para la determinación del AgHBe.

Otro de los objetivos de este estudio fue determinar si los mutantes pre-core
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del VBH presentaban una mayor patogenicidad que el tipo salvaje. Así, en trabajos

previos se había sugerido que la aparición de los mutantes pre-core se asociaban con

el desarrollo de hepatitis fulminante (Yoshiba y coL, 1992; Uchida y col., 1993; Laskus

y col., 1993; Liang y col., 1994), aunque otros autores no habían encontrado esta

asociación, detectando los mutantes pre-core en pacientes con histología hepática

normal (Tur-Kaspa y col., 1992). Sin embargo, en estos trabajos sólo estudian la

presencia o ausencia del mutante y lo que puede que influya es la proporción en que

se encuentra. Existen una serie de pacientes con infección crónica por el VBH

denominados portadores sanos o asintomáticos, que presentan anti-HBe en suero y

niveles normales de ALT y que sin embargo están infectados por el VBH, como

demuestra el que tengan AgHBs y VBH ADN detectables en suero (De Franchis y col.,

1980). En el presente trabajo se estudió la distribución de las variantes del VBH en

la región pre-core en este tipo de pacientes. Se observó que aproximadamente la

mitad de los pacientes incluidos presentaban la variante mutante junto con la de tipo

salvaje. Este resultado confirma el obtenido por otros autores que describen la

presencia de la variante mutante del VBH en la región pre-core en pacientes

asintomáticos (Nakahori y col., 1995). La presencia del mutante en pacientes

asintomáticos, con niveles de ALT e histología hepática normales, sugiere que este

mutante no siempre está asociada con una mayor agresividad de la infección. Esta

hipótesis confirma los resultados de Tur-Kaspa y col. (1992) que como se ha

comentado anteriormente, demostraron la presencia del mutante pre-core en

pacientes con histología hepática normal, lo cual confirma que la presencia de esta

variante no siempre está relacionada con un agravamiento de la enfermedad.
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Tampoco se conoce con detalle como influye la presencia del mutante en la

respuesta al tratamiento. En cuanto al efecto de la distribución de las variantes pre-

core sobre la respuesta al tratamiento con interferón, se estudiaron dos grupos de

pacientes sometidos a terapia con interferón con dos pautas distintas y durante

tiempos diferentes (6 ó 12 meses). Al igual que en los grupos anteriores, la mayoría

de los pacientes estaban infectados basalmente por la mezcla de tipo salvaje y

mutante, siendo la variante de tipo salvaje la predominante en la mayor parte de los

casos. Para comprobar la influencia de las variantes del VBH sobre la respuesta al

tratamiento con interferón, se comparó la distribución basal de las variantes pre-core

en pacientes que resapondieron a la terapia (normalizaron los niveles de ALT al final

del tratamiento) frente a los que no lo hicieron (continuaron con niveles alterados de

ALT al finalizar el tratamiento). Se observó que la mayor parte de los pacientes con

respuesta estaban infectados por la mezcla de tipo salvaje y mutante, predominando

el primero de ellos, aunque las diferencias con los que no respondieron no eran

estadísticamente significativas. Esto sugiere que la presencia del VBH mutante en la

región pre-core no condiciona la respuesta al interferón. Este resultado está en

discrepancia con los obtenidos por Hadziyannis y col., 1990; Fattovich y col., 1992;

Pastore y col., 1992; Xu y col., 1992; Brunetto y col., 1993 y Fattovich y col., 1995,

que observan que el porcentaje de repuesta al interferón es mucho menor en los

pacientes infectados predominantemente con las variante de tipo mutante que en

aquellos infectados con el tipo salvaje. Existen una serie de factores que podrían

explicar esta discrepancia. En primer lugar, el método de detección de las variantes

del VBH en la región pre-core utilizados por estos autores fue la secuenciación directa
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de los productos de PCA (Hadziyannis y col., 1990; Fattovich y col., 1992; Pastore y

col., 1992; Xu y col., 1992; Brunetto y col., 1993; Fattovich y col., 1995). También,

como se ha comentado anteriormente, la localización geográfica podría influir en la

distribución de las variantes del VBH en la región pre-core, lo que podría distorsionar

los resultados (Brown y col., 1992). Otros factores que podrían explicar esta

discrepancia serían las diferencias existentes en el tiempo de tratamiento con

interferón y la dosis administrada. Sin embargo, en este trabajo se han estudiado

pacientes sometidos a distintas dosis de interferón durante tiempos diferentes y se ha

comprobado que la presencia del mutante no influye en la respuesta al tratamiento.

Uno de los aspectos más interesantes del estudio de las variantes del VBH es

determinar cómo surgen estos mutantes a lo largo de la historia natural de la infección

por el virus. Se ha descrito la existencia de regiones dentro del genoma de algunos

virus, denominadas “hot spots’, donde la probabilidad de que ocurran mutaciones es

muy alta (Carman y col., 1993). A menudo son zonas cuya secuencia es GGGGG y

frecuentemente, durante la replicación vírica se producen mutaciones debidas a

errores introducidos por la polimerasa (Carman y col., 1993). Posteriormente, la

selección de estos mutantes dependerá del balance que exista entre su capacidad

replicativa y su infectividad por un lado y los mecanismos que posee el organismo

hospedador para la eliminación del virus. Un ejemplo seria la aparición de mutantes

en la región pre-core del VBH, donde precisamente existe un “hot spot” cuya

secuencia es GGGG. Una posible hipótesis es que a lo largo de la infección por el

VBH, la presión del sistema inmunitario podría jugar un papel muy importante en la

selección de estos mutantes pre-core. Sin embargo, el estudio de la implicación del
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sistema inmunitario en la selección del mutante es difícil de realizar “in vivo” puesto

que normalmente ya está presente cuando los pacientes son diagnosticados de

hepatitis crónica por VBH (Cabrerizo y col., 1996). Un modelo sería el estudio del

comportamiento del mutante en pacientes que pasaran alternativamente por una fase

de inmunosupresión seguida de una fase de inmunoestimulación. Para ello, en este

trabajo se ha analizado la distribución de las variantes pre-core del VBH en pacientes

que habían sido incluidos en un estudio de tratamiento combinado de prednisona

(agente inmunosupresor), seguido del tratamiento con interferón (agente

inmunoestimulante). La mayoría de los pacientes estudiados estaban infectados

basalmente por la mezcla de las variantes de tipo salvaje y mutante, predominando

el genotipo salvaje sobre el mutante en todos los casos. Durante la fase de

inmunosupresión, se observó que la proporción del mutante decreció ligeramente,

aunque no de forma estadísticamente significativa, en la mitad de los casos

estudiados. Este resultado sugiere que el sistema inmunitario podría intervenir en la

selección de estos mutantes. Sin embargo, este hallazgo no es del todo concluyente,

puesto que el período de inmunosupresión al que se sometió a los pacientes era tan

solo de siete semanas, que es un tiempo relativamente corto para que se seleccionen

unas variantes sobre otras. Por otra parte, Protzer y col. (1996) han obtenido

resultados semejantes en otro modelo, que es el de pacientes tratados con terapia

inmunosupresora para evitar el rechazo después de transplante hepático. Estudiando

la población de virus antes y después del transplante, los autores observan que los

mutantes pre-core tienden a desaparecer durante el periodo de inmunosupresión, por

lo que concluyen que el sistema inmunitario está implicado en la selección del
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mutante.

En los pacientes incluidos en este trabajo, durante la fase de

inmunoestimuladón se observó que el tipo mutante tendía a aumentar en los

pacientes que continuaban con los niveles alterados de transaminasas después de

la inmunoestimulación. Este resultado vuelve a confirmar la influencia del sistema

inmunitario sobre la selección de la variante de tipo mutante sobre el tipo salvaje. Sin

embargo, tampoco podría descartarse que la disminución del tipo salvaje sea debida

a que éste fuera más susceptible que el mutante a la acción antivírica del interferón.
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Conclusiones

1- Se ha desarrollado una técnica de hibridación específica para la determinación

de las variantes del VBH de tipo salvaje y mutante en la región pre-core, que

detecta la proporción relativa de cada una de las variantes. Esta técnica

permite el análisis de un gran número de muestras simultáneamente.

2- En los pacientes con anti-HBe existe una concordancia de la distribución de las

variantes del VBH en la región pre-core entre suero y te]ido hepático.

3- Los pacientes anti-HBe positivos sintomáticos y asintomáticos están infectados

por VBH de tipo salvaje y mutante pre-core.

4- Durante la terapia con interferón, la proporción de mutantes pre-core no

condiciona la respuesta al tratamiento.

5- El porcentaje del mutante pre-core tiende a disminuir durante el tratamiento con

prednisona mientras que durante el tratamiento con interferón la proporción de

mutante tiende a aumentar en los pacientes con niveles alterados de ALT al

final de la terapia.
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En las siguientes publicaciones se recoge parte del trabajo presentado en esta

Tesis Doctoral.
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Using an oligonucleotidehybridization assaywestudied the prevalenceof wild-type and the predarninant pre-core rnutant
hepatitis B virus in serum and liver of 49 antibody to hepatitis B e antigencaniers and threehepatitis B e antigenposidve
paíients.Of dic 45 serum samplesfrom dic anti-HBe carriers analyzed(no senmi samplewas available in faur patients).
36(80%) had hepatitis B virus DNA. Iii 26 of these36 patients (72%) a mixed population wasdetected,wild-type genome
alonewas found in six patients (16%), dic singlemutafil (nucleotide position 1896), in threecases(8%) vid iii ane patient
(2%) tbe viral DNA had dic íwo nucleotide mutation (1896vid 1899).Of the liver biopsiesfroin the 36 antí-HBe patíents
studied (no liver biopsywasavailable in 13 patients), 33(92%) bad hepatitis E virus DNA. A mixed vital population was
detectedin 23 patients (69%), only wild-type virus or a single mutation was found iii eight (34%) and twa patients (8%),
respectively.In al! cases,wild-type was the predominant genome. In serum and liver samplesfrom tbe samepatient, we
found a concordanceof the presenceof wild-type HBV and the pre-core mutants studied ja 23/26 (88%) of ¡be patients.
Alanine aminotransferase leveis were higher (pcO.Ol) and the duration of hepatitis E surface antigen carrier lower
(p.C0.O2) in patienis with a predominance of precore mutant in comparison to wild-type. Thesedata may indícate that
ni ,nú~t rases, the presence of the HBV strains found in serurn refiects the HBV genotypcs which are infecting dic
hepatocytes.© Journal of Hepatalogy.

Key words: Hepatitis E virus; Mutant precore region; Oligonucleotides;Polyrnerase chain reaction; Sequencing

Recently, several studies of the natural bistory of the
hepatitis B virus (HBV) have dernonstrated the existence
of a sequencevariation among viral genomesisalated
frorn individual patients infected with HBV. mesemu-
tant viruses, with change in the precore or core gene re-
gions, are found in sorne patients with persistent HBV
infection (1—6). Furihermare, ihe identificatioii of Hay
variants which cannot expresse-antigen due to a paint
mutation in tbe precore region (from guanine to adenine
at nucleotideposition 1896,which generatesa stopcodon:
100 ta TAO) indicates that hepatitis B e antigen
(HBeAg) expression is not essential for HBV viability

(7,8). Ibis HBV variant sometimes appears associated
with a secondmutation (guanine to adenine at position
1899) (1.9). However, thesevariations of vital sequences
have tren mainly studied in serum, and there is little lxi-
formation about dic distribution of pre-C variants in liver
biopsies. Manzin et al. (¡O) hayo found a higher percen-
tage of pre-C rnutants lxi nontumaral than lxi tumoral
liver tissuesfrorn patients with hepatocellular carcinoma
(nCC), although in sorne casesa mixed population was
detected. Ibe presenceof pre-C mutants lxi sennn vid
livor sampleshashan analyzedby Ackrlll et al. (II), who
fonad no discrepancies lxi dic distributian of diese HBV
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strains between serum and liver samplesfrom ¡be same
patient, aldiough the nuniber of analyzed patients was
small.

Xxi this work, the distribution axid ¡be relative pro-
portion of dic predominant HBV pre-core variants have
han analyzedin seruni and liver of anti-HEepatients, by
mesasof hybridization with speciñc(wild-type, one-point
mutation and two-point mutation) oligonucleotides.

Patientssud Methods

Pattents
Fifty-two patioxits (37 males axid 15 females) with

chronic hepatitis, histologically proven according to inter-
national criteria (12), were analyzedja this study. Forty-
fine patients were antibody to hepatitis E e antigen (anti-
HBe) positive axid three were HBeAg positivo. Alt pa-
tients had abnonnal alanine aminotransferase (ALT)
levels (133±114 IUII). En alí patients HBV-DNA was un-
detectable lxi serum by dot-blot hybridization. At admis-
sion liver histology indicated chronic persistent hepatitis
lxi five patients, chronic activehepatitis iii 30 patients, cir-
rhosis ja 12 casesaxid ininimal livor changes in the re-
maiing five patients. The patients had a meanage of 36
years (rango: 10—74 years). fe epidenilological route of
infection was traxisfusion in five patients, drug addiction
in nine patients, eight were heusehoidcontactsof hepa-
titis E surface antigen (HUsAg) carriers axid 30 patients
had no known antecedonts.They liad liten carriors of
HBsAgfor a mean period of 4 years (range: 0.6—18 years).
Twolve patients had antibodiesagainst hepatitis C virus
(anti-HCV), 21 presented antibodies against hepatitis
delta virus (anti-HDV) axid five were human inmunode-
ficiency virus type 1 (HIV-1) asympnomaticcaniors (CDC
grade II, CD4>400cells/mxn3).Thirty-four of the patienta
had a frozen liver biopsytakon the sarne day as the seruni
samples.En 14 of ¡bern, only a seruxnsamplewasavailablo
axid four patienis oniy liad a liver biopsy.

Serological markers
HflsAg, HBeAg, ami-liBe ami anti-HDV were tested

by conimercial radioirnmunoassays(Abbott Laboratories,
North Chicago, EL). Anti-HTV-I and anti-HCV were de-
tected by commercial enzyme-linked inununoassays(Ab-
botÉ axid Ortho Diagnosties SystemsIris., Ratian, Nl,
USA, respectively). Confirmation of anti-HCV positivo
sampleswas performed using ¡be recornbinxant immunob-
lot assayfor anti-HCV (Ortho).

Livor function testswere analyzedby standard methods
(Smac20, Teclinicon, NewYork, NY, USA).

Ampft/ication technique¿vidoligoetudeo dde hybr¡d¿zadon
Vital DNA wasisolatedfrom 200pl of serum after pro-

tomaseK (1 mg/mI) and 1% sodium dodecylsulfate (SDS)
digestion at 370C fon 2 h. Nucleic acids were extracted
twice with phenoLchloroform (1:?) axid once with ethor,
collected through 2 M amnionium acetato and ethanol
precipítation axid dissolved ini 30 pl of distilled water.
Livor HBV-DNA was isolated using the method de-
soribed by Bartolomé et al. (13). Tho total DNA concen-
tration was determined measuring its absorbanceat 260
nm.

Polymerase chain reaction (PCR) was performed lxi
duplicate fon eachsample ¡xi a 50-pl assaycontaining 5 pl
of serum DNA sampleor 1 pg of total ¡¡ver DNA sample,
10 mM Tris-HCI (pH 8.3), 50 mM KC1, ¡.5 mM MgCI

2,
200 pM dNTPs, 0.5 U Taq DNA polyrnerase (Perkixi
Binen, Norwalk, a) and 0.2 pM of cadi primer [BI: 5’-
GGAGGaGTAGGcATAAA1TGGTCTGCGC-3’ at
positioxis 1776—1804according to Galibert et al. (14) and
ECI: Y-GGAAAGAAGTCAGAAGGCAA-3’ at posi-
tionis 1954—1974accordingto Carman ot al. (1)] fon 40
cycles(94

0C, ¡.5 mm; 550C, 1.5 mm; 720C, 3 mm).
Oligonucleotide hybnidizanioxi assay was carriod out

with three primers which cover from nucleotide 1889 to
1906 of the pre-core region of HBV-DNA, corresponding
to wild-nype: 5’-TGCC1TEGGCGCATGGAC-3’ (probe
14), a two nucleotide mnutaxit sequence: 5’-TGG-
C1TI’AGGACATOCAC-3’ (probo 24) and one nucleo-
tide mutant: 5’-TGGCYrTAGGGCATGGAC-3’ (probe
34) acconding no Bruxienno en al. (15). To confirm ¡bat nhé
sum of ah signals with alí ¡bree primers neached 100%,
an additioxial hybnidization assaywas performed. Thus,
amplified DNA washybridized winh a fourth probe from
a highly conserved region of pro-core (nucleotide posi-
tioxis 1865 to 1882): 5’-CAAGCCTCCAAGCTGTGC-3’
(probe Oil). The concentration of amplified DNA was dc-
termined by measunixig the absorbance at 260 nm ini a
spectropbotometcr, axid 100 ng of amplified DNA was
denatured ami apotied on nutrocellulose membranes. TSe
filters were prehybridized fon 2 h with a solution contain-
ing 0.5% SDS, SxDenhardt’s solution (1 XDenhardt~s:
0.02% bovino serum albumin, 0.02% polyvinylpyrrol-
¡done, 0.02% Fico)>), SXSSPE(1 XSSPE: 150 mM sodium
chloride, 10 mM di-sodium hydrogen pliospliate, 1 mM
ethylenediamine tetraacetic acid, pH 7.2) axid hybridized
for 2 h with the sameprehybridization solution contain-
¡ng 32P 5’-end-Iabelled oligonucleotidesaccording no Man-
iatis et al. (16). Afta hybridization, the membraneswere
washed once fon 5 mlxi with 0.1% SDS/6XSSPE,0.1%
SDS/2XSSpEanid twice lxi 0.1% SDS/íxSSPE. Hybridi-
zation and washing nemperanures for escSoligonucleotide
were calculated by the formula T,,,2X A/T+4XG/C
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(17), canying out both hybnidization and washing steps
at 50C below the T,

0.
Tite ratio of wild-type/mutant precore sequenceswas

estimated by tite cpm numbor of the radioactive spots
countod in an Ambis Radiosnalytic Imaging System
(Ambis Systemmc; San Diego;CA) (Fig. 1).

Tite assaywas performed lxi duplicate fon each sample.
As negative controls, PCR reaction buifer without

DNA, serum samplesftom healthy donorswithout HBV
markers anid total DNA extracted from HepG2cells,were
included iii each assay.

To demonstrate the specificity of tite hybrldization as-
says,plasmids contaixiing wild-type HBV nr dic two pre-
coro mutant sequenceswere amplified as descdbed for
serum and livor samplesaxid hybridized alono nr mixed in
sil possible cornbinatioxis with dic corresponding aligo-
nucícotides.

quencesftorn six serum asid 20 liver sampleswere deter-
mmcd by direct sequencing.merefore, amplified DNA
waspurified tbrough 1.5% low melting point agarosegel;
dio bsnds wore cut out asid used as template DNA iii a
sequencingreaction us~gSequenasekit reagents (United
States Biochenuical Corp.. Clevelsad, OH) asid a-”P-
LIATP (Amcnsham International, England).

HBeAg/anti-HBe ¡inmune complexesassay
The presenceof circulating HBeAg/snti-HBe immune

comploxes was assessedaccording to dio metitod de-
acribed by Castillo et al. (18).

Statisticolanalysis
Analysis was performed by using tite Studont’s ¡-test

axid Fishcr’s exact test.

DNA sequencing
To confirm dio results obtained

leotide hybnidization assay of tite

te
• - e

ir-
— e — — A

a

e — A
a

Results

widi dic oligonuc-
samples, DNA so-

1

Specjficityof tite hybridization assay
Tite speciflcity of dic oligonucleotidehybridization u-

saywasdemonstratedby dic fact diat each probe hybnid-
ized with tito cloned HBV-DNA which contained dic sp-
propriato sequence (wild-typc, ono- or two-point
mutations) alone or lxi combinations (Fig. 1 asid Table 1).

Tite sum of tite signais obtained lxi tite hybridization
assayof tite scrum axid livor samplesreached 1000/o ja ah
cases.TSe results obtained aften tite oligonucícotide hy-
bridization assaywerc confirmed by sequencingdic PCR
products (Fig. 2 axid 3).

IIAnti-HBe posilivepattenis
Of tite 45 anti-HEo pationts, 36 (80%) had HBV-DNA

in serian as indicated by PCR. In 26/36of titesepatients
(72%), both wild-type anid HEeAg minus HEV sequences
wero detected with a predorninanco of wild-type HBV.

Tite rnost frequently observedmutation ini diesepatientswas tito single mutation st position 1896.Wild-typc HBV-

4 5 6
e — A

a Iv

Hg. 1. Oligonucleotide hybnidization assayof plasmids contaiiiitig
wdd-type, one-pointmutated or ¡wo-point mutated HBV DNA asid
mixtures in al! possiblecambinationis. Hybnidization was carded out
with probes 0* (1), probe 1* (11), probe 2* (111) ami probe 3* (IV).
Lane Al: wild-type, A2: doublemutant, A3: single mutant, A4: wild-
type ami double mutant mixture (1:1), AS: wild-type asid single mu-
¡ant mixture (¡:1), A6: single and double mutant mixture (1:1), BI:
wild-type sod single anid double mutant mixture (1:1:1). lxi cadi lane
lOO ng of amplified DNA was applied.Tite position ofthe controisis
dic sanie in the four fi]ters.

TABLE 1
Camita of dic siguzla obtsined ix> ¡he hybñdization aaaayof¡he ¡<EV
DNA controls

Control Probe
0*

Probe
It

Probe
2*

Probe
34*

Wildtypc
Double mutant

6876
5615

4698
2005

1851
1776

1778
4727

Single mutant
Wild type+doublc mutant
WUd ¡ype+singlemutant
SingJe+doubleuiutant
Wild type+single4-doublemutant

5673
5787
5614
5500
6188

1719
3782
3637
1833
2578

4756
1825
3724
3094
2693

1724
5558
1891
2979
2654

Quantilation was performed vñth an Radioanalytic Imaging Sys-
¡cm (AMBIS).

1 2 3 4 5 6

1 2 3 4 5 6
A
a

1 2 3 4 5 6

1 2 3
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FI. 2. Detoctionof wild-íype sud procore mutant HBVs witb oligo-
nucleotide hybnidization assay.The imagehas been obtained hy a
Radioaoalytic Imaging System<AMBIS). Hybnidization of samnpíea
waa carried out with probe 1* (A), probe 2* (8) and probe 34 (C).
tanesAI-C9: sorum samples.Lanes QQ-ES: liver samplos.Inc E
negativo (1,3—6)and positivo (2,7)controls. la each¡suc 100 ng of
anipliñed DNA was loaded. The position of ¡he saxuplos, negativo
sud positivo controls are thc sanie ix> ¡he ¡bree filtcrs.

DNA alonewas fornid lxi tite serian of six pstients (16%).
lxi ¡bree patients (8%) tite HBV-DNA genomeobserved
itad tite single mutation exclusively (nt. ¡896), whilo in
ono case(3%) tite HBV-DNA geniome had tite two mi-
cleotide mutation (nt. 1896 and 1899).

Thirty-three of 36 (92%) livor samples studied had
HEV-DNA as indicated by PCE.. As lxi serum samples,a
mixed viral population (mutanit anid wiíd-type) was de-
tected ini tite Iivors of mostpationts (23/33: 70%) tite wild-
type HBV being tite predominant HBV gexiome. Of dic
livor samples that did not contain a mixed viral popula-
tion, cight (24%) itad only tite wild-type of HBV axid in
two (6%) casestite only type of HBV-DNA dotected had
tite one-nucleotidemutation st position ¡896.No casesof
infection with tite double mutaxit aloxie werc found.

SS..te:.

TABLE 2
Percontagoof wild-type aad mutant
tienta witb serum sud livor samples

HBV genomesin anti-HBe pu-

Pat. Serum Livor HD ALT

(IU/l)II 2* 3* It 24 34

1 36% - 64% 200/, - 800/o Ci 59
2 100/. 5% 85% 29% 26% 45% CAN 161
3 73% — 27% ST/o 4% 11% Ci 37
4 55% 100/o 3?!. 880/. - Ir!. CAH 78
5 78’!. - 2r/. 79V. - 210/o Ci 77
6 - - 100% - - ¡000/. Ci 48
7 1000/, - - 51%4r/, - CAH 135
8 - 100’/o - 64% 36% - CPH 98
9 61% 17$’, 22% 76% 8% ¡6% MC 59
¡0 87’!, 2$’. 11% 81% 2$’. l~/o MC 9
11 329. r/,600/, 48% 5% 47’/o CPH26S
12 55% 80/o 37~/, 800/o 2$’. 18% CAH 85
¡3 1000/o - - lOOVo - - CAH 99
14 63% - 34% 79% - 21% CAH 67
15 55% — 45% 83’!. — í70/o CPH 30
16 61% - 39% 80’!. - 200/o Ci 29
17 57% 7’/o 36% ¡000/. - - CAlI 20
18 67% — 33% 63% — 37% CAlI 53
¡9 1000/o — • — 1000/o — — Ci 208
20 — — — 1000/o — — Ci 230
21 - — - 56% — 44% CPH 39
22 26% 13% 61% 45% 15% 400/o CAlI 340
23 - - - 7r/. - 23% CAlI 64
24 - - - - - - CAN 40
25 42’/o - 58% 8% 5% 77% CAH 92
26 - - - 1000/o - - CAH 74
27 1000/o - - 1000/. - - CAHI42
28 1000/. - - ¡000/, - - MLC 96
29 - - - 100% - - CAH 99
30 68% - 3r/. - - - CAN 184
31 52% — 48% 47% 6% 47% CAH ¡24
32 16% 6% 78% - - lOO”!. CAlI 279

It: WiId-type; 2*: 2 nucleotide mutant; 3*: 1 nucleotide mu¡aat.
NT: not tested; Ci: Cirrhosis; CAN: chronic active hepatitis; CPH:
chronic persistent hepatitis; MLC: minlinal liver changes.

With rcspcct to titose patiexits ini witom serurn anid livor
biopsies were available, HBV-DNA was simultaneously
dotected lxi both samplesin 26/32 (81%) (Tablo 2). lxi 23
of diese26 pationts (88%), corrolation betweentite studied
HBV genotypespresent iii serum axid livor wasobserved.
So, la sIl of diesepatients, tite HEV varisnts detected lxi
serian were refiected ix> liver. In ¡7 of titese 23 patients
(74%), total correlation was observed,witile ini tito re-
mamíng six patients, not sil tite gonotypesfound in livor
woro also detectedin serum. Ini contrsst, m only 3/26 pa-
tients witit HEV-DNA positivity lxi sorum axid livor, were
sorno of tite HBV varianta present lxi serum not detectod
ja livor (Table 2).

Witcn tite relativo proportion of cach HBV variant in
serum axid livor samplostaken from tite ssmopatient wss
analyzcd, titere was conicordance lxi 18 of 26 (69~>/.) pa-
tients with HBV-DNA detected by PCR ini serum axid
liver (Table 2).

356



A
ACGT

J
T
Acua
£u
T

e
ACGT

Os
e..
S~

—u:—
e0Ps~J¡
re— rgr... SA

T

c
ACGT

*11e ~ a

e

— — e
e

Fig. 3. Sequence analysisof the precore region by direci sequencingof PCR products. A: wild-type HBV genome(TOCCO) from serum of
patien¡ 27. .8: a mixed viral population including vinions with wild-type (TGGGG) and doubíe mutation (TAGGA) from livor of pationt 7. C:
pro-core mutan¡ HBV containing a single mutation a¡ position 1896 (TAGGG) from livor of patient 6.

Tite presenceof circulating HBeAg rnasked by its anti-
body as immuno complexos wss tested ini patients witit
wiíd-type HBV in serum or ini livor samplos, anid sIl of
thexii resulted negativo (data not shown).

Twenty-seven patients (60%) wero coinfecíed simul-
taneously witit HDV, HCV or mV (Tablo 3). In rnost of
thesecoinfectedanti-HHe patients, tite predominsnt HBV
genomewas tite wiíd-¡ypc HBV (58% wiId-type VS

mutant HBV) as in tite pationts without superinfection.
Furtitermoro, concondanicein tite distribution of wild-type

TABLE 3
Coinfection by HDV, HCV
cluded in the study

and HIV in tite suti-HBe patients ix>-

W~ HBe- WT> BBc- HBV- Total
lIBe- >W~ DNA- (n27)

HDV ¡ 2 5 4 1 ¡3
MCV ¡ — 2 ¡ ¡ 5
HIV
HDV+HCV 2 - ¡ - 1 4
HDV+HIV 2 - - - - 2
HCV+HIV - - - 1 - ¡
HDV+HCV+HIV - - 1 - -

wr: wild-type lIBV. HBe-: precore mutant HBV. No
saxnple was available in ¡bis patient.

asid pro-core mutants ini serian asid livor sampleswas
similar between coinfectod asid non-coinfectod pationts
(Table 3).

When comparing dio charactenisticsof pstionts widi a
predomixiance of eacit genome, it was observed thst dio
ALT lovel was itigitor Q”C0.0l) (Table4) asid tite duration
of tite HBsAg carrier statc sitorter (5.68±4.01yosrs VS

2.54±1.12yoars,pCO.O2) in pstients witit predominance
of HBoAg nimnius in comparison to HEV wild-typc. On —

tite otitor hsnd, no difforonces iii ALT levelsor duration
of HEsAg carrior worc observod betwcen patients cclxi-
fectod widi HDV, HCV or HIV and non-coinfocted pa-
tionts (140±1243IU/I vs 125.2±110.5IU/l, respcctivcly).

Thc histological diagnosis was similar irrespectivo of
tite predorninanceof eschHBV genome(wild-type vsmu-

TABLE4

ALT leveisix> anti-HBe pstiex>tswith wild-¡ype sud muianí HBV ge-
Domes

WT>H Be-
HBe->wr

Serum Uva

83±53.3& 99±101.50
l77±Il6.IS~ 158±101

Senim+Liver

79±51.69’
I78±117.sr

WT: Wild-type HBV. lIBe- procero mutant HBV. a vs b, pcO.OI.
c vs d,p.cO.01. Data are expressedu meanIU/¡±SD.

en—u.

u —
-e
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tant HBV: chronic active itepatitis: 56% vs 500/o; chroniic
persistent hepatitis: 6% vs 16%; Ci: 18% vs 33%). No dif-
ferenceswere observed ini tite itistological diagnosis be-
tween coinfocted patients and diose infectod widi HBV
alone (Table 5).

HBeAg-posidvepadents
HBV-DNA wasdetectedby PCRin dio serian samples

of diree patients. Ini two of them, amplified DNA itybrid-
ized witit onily wiíd-type HBV la serum. Moreover, ono
of titese two paticnts itad wild-type virus la tite livor ti-
opsy, witiío a livor sample was not available la dio otiter
patienil. Anti-HDV, anti-HCV or anti-HIV- 1 antibodies
wero not detectod la cititer case. Tite remainlng pationt
had a mixod viral population witit predoniixianco of wild-
type HBV in serum anid livor sampíes.Titis paticnt was
positivo for anti-HCV.

D¡scuss¡on

lxi this study WC determinod tito presence anid pro-
portion of tite pnodonuiniant HBV pro-core variaxits ini

livor asid serum samplesof pationts witit citronic hepatitis
E, using Sn oligoxiucíeotide itybridization assaywitich can
be usod to test a largo niumber of patients por assay,as
proviously roported (15,19—21).

Wc founid titat most anti-HBe patients itavo a mixturo
of wiíd-type anid mutant HEV genomosin sorum, witit a
prodominanice of the former. Ini titoso pationits, tite HBV
variant with tite mutation st position 1896 was moro fre-
quoxitly dotectod titan titat st position 1899, ini agrcemoxit
with othcr roports (1,22).

Ini conitrast to titis study, otitor autitors hayo founid that
tito predominiant HBV genomo was tite mutaxit form
(1,23). Ibis discrepancy may be due to tite geograpitic
distribution of tito HBV mutants, which may differ be-
twcen countrios (24) or to difforonices ini tho sensitivity of
tite techaiques usod (hybnidlzation assay of amplified
DNA vsdirect sequoncixigof thc PCR products). Anothcr

possibility could be tite prosenceof otiter HEV pro-coro
mutants which were not testod ini this study, anid may af-
fect tite dotection of ¡bosesnalyzed. Howover, this is un-
Iikoly becausetite sum of tite signalsobtaixied ini tite hy-
bnidization of tho samploswith tite titree primen reachod
1 O00/o and la tite sampíessequencedotiter mutatioxis ini
tite pro-caro rogion wero not found.

Tito oxplanation for tite lack of detoction of I-IBeAg in
serum from patients with a mixture of wild anid mutant
HBV gonornosis not clear. According to aur nosults, tite
presenceof HBeAg/anti-HBo imrnune complexoscan be
excludod, since no positivity to circuíating immune com-
plexos was observedla tite pationts studiod. Although it
has toen roported that almost sIl anti-HEe patients ex-
hibit circulatixig imniunio complexos,tite paticnits ini titat
study had HEV-DNA ini serum by dot-blot itybnidlzation
(18), ja contrast to dio patients ini tite prcsexit study ini
whom this markor wasoníy dotectableby PCR. Probably,
titore is a vory Iow syxithesis of viral protoinis, anid thc
sensitivity of tite assayusedcould be unidor tite dotection
hxiút.

As oxpectod, concordancein tho distributioxi of wiíd-
type HRV anid precore mutant geniomos in serum axid
livon samploswasobsorvod ini mostpationts (88%), aspro-
viously reponed (II). lxi a itigit percontago of titose pa-
tients (74%), total correlation betweoni tite serum axid tite
livor was found. Titis soomslogical sixice circuíating HBV
partidos refloct ongoing HBV replication ini tito liver. In
tho nomaining pationts (26%), the gonotypesdotectod lxi
livor wero niot sIl founid lxi serum. Tito roason fon titis
finding is unclean. Witotiter titere aro aniy differonces be-
twoon alternato fonisis of olimixiation by tite lmxiniuxie sys-
tem of wiíd-type HBV witit respect to tite pro-coro van-
anta must be proven ini futuro studios.

lxi contrsst, sorne of tite HBV gexiotypes detectod ini
serum were xiot detected ini tite livor samplos in a low por-
centage of pationts (11%). Whoni tho relativo propontion
of eacit HEV goxiotypo in sorum asid livor of tito ssmo
patient wasanalyzed, titere was a concordancelxi 6r/o of
pationts. Howeven,ini tite remainixig 31%, tho proportion

TABLE 5
Paranieters of livor diseaseix> patients coinfoctedby HCV, HDV on MIV

Patients ALT Ci CAlI CPH MLC

MDV ¡3 153±124.85 33% 44% 22V, —

MCV 5 17±3L90 - 500/o - 500!.
¡<IV 1 517 1000/o — — —

HDV+HCV 4 163.5±70.41 500,’o 500~’ú - -

HDV+HIV 2 102±115.96 - 1000/, - -

MCV+HIV ¡ 59 100’/o - - -

MCV4-lIDV+HIV ¡ 86 1000/o - - -
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of wild-typo anid precoro mutants dlfferod botweonseruni
anid liven samplos.Ono oxplanation inay be titat diftorent
types of MEV gonomes woro releasod ftom storago la
otiter tissues,for example, peripiteral blood mononuclear
celís,etc. (25), witicit could induce a differonce lix dio fre-
quoncy of detectionof HEV genomosbetweesiserumn and
livor. If titis genomo releaseis isidoed tite roason for tite
discropsnicy,it will be sitown ja futuro studios. A sampling
error of tite biopsios may siso itavo occurrod; dio itepato-
cres taken may, by chance, itavo han infocted by ono
HBV genome.

As la otitor roports, pationts with dio mutation la dio
procero region itad a significantly itigiter ALT joyel tan
otitor patients (15,2!). Sinceno differonices in ALT lovels
and histological diagnosis woro found witon comparing
dio patients infectod with HBV alosie witit dioso cciii-
fectod, coinfection witit otitor itepatotropic virusos does
not seem to be tite reason fon itigitor ALT lovels and a
itigiter level of livor damago. mis suggoststitst mutant
MEV is more aggressivotitan tito wild-type. On tite otiter
itand, tite pationts witit itigitor ALT lovols msy sisohayo
boen lii a itigh immune elearancepitase.

We found tital patienits witit tite predominant wlld-typo
had beon carriers of HBsAg for longer titan titoso witit a
predominance of HBV mutsnt. Surprisingly, titis fixidung
suggeststitat a longer HBsAg carrier state may favoun
wild-type HBV. Howevon, since it is difficult to determino
tite lengtit of HBsAg carrier stato, caution must be used
conicorxiing tite signifcanco of ¡bis findinig asid it sitould
be provon iii futuro studios.

Finally, wo itavo observed titat tito predominant viral
genomo ini HBoAg patients was wild-type HBV. This
agrees witit odien studies (14,23). Howevor. ono HBeAg
patient itad a mixod viral population witit a prodominant
wild-typo genome. It itas boen reported titat la sorno pa-
tioxits tite mutaxit HBV emerge duning HBeAg/snti-HBo
senoconversionfrom tite wild-íypo virus (26). Tite HEo
peptidesmay be a target oxi tite ceil surface for tite im-
muno systom (27). Ini titis caso, itopatocytos itanbouring
wild-typo MEV migitt be eliminatod by cytotoxic T celís,
witilo hopatocytes itarbourixig procoro mutants may es-
cape inmune attack duetotite absonceof dieseHBo pop-
tidos prosontedby MHC moleculosen tite cel] mnembrano.
lxi titis HBoAg-positivo patient, tite mutation may hayo
occurrod undor tite pressureof tite inmune systern bofono
seroconvorsionto anti-HEo.

¡si conclusion, titero soemste be a concordancebetwoen
wild-type asid procoro mutant HEVs ini sorum axid livor.
TSepresonceof HBoAg-minus MEV is not slwaysassoci-
ated with livor darnage, so, furtiter studies aro noedod to
investigato witotiter factors besidosprocero soquencevan-
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Activation of Liver Diseasein Healthy Hepatitis B
Surface Antigen Carriers During
Interferon-Atpha Treatment
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Fifty percent of healthy hepatitis E surface anti-
gen carriers may have histologically proven
chronic hepatitis. Our aim was to study the ben-
efit of interferon-alpha in healthy patients.
Twenty-nine hepatitis 5 surface antigen carriers
with normal liver enzymes and with serum hepa-
titis B virus DNA were randomized into two
groups: Group 1, 14 patients treated with 9
megaunits of interferon alpha-2a thrice weekiy
for six months, and Group II, 15 control patients.
A liver biopsy was obtained from each patient at
study initiation. A second biopsy was available
in nine treated patients and six controis. During
treatrnent, a significant increase in alanine
amino transferase leveis was observed in
treated patients as compared with the controis

< 0.05). Aher treatment, transaminase leveis
decreased to normal values. No differences be-
tween treated and control patients were ob-
served in clearance of hepatitis E virus rnarkers.
A signif¡cant increase in the total histological ac-
tivity index between base me and final liver bi-
opsies was observed in treated patients CF c
0.05). It is concluded that interferor alpha treat-
ment may induce a biochemical aná histological
activation of liver disease. Accordingly, inter-
feron alpha should not be administered to
healthy hepatitis E surface antigen carriers, at
least with the schedule used in this work. J. Med.
Virol. 53:78—80, 1997. © 1997 Wi¡ey-Liss, Inc.

KEY WORDS: hepatitis E virus; healthy carri-
ers; interferon treatment

INTRODUCTION

Hepatitis B virus (HBV) infection is a worldwide
problem, with approximate¡y 350 million carriers. Dur-
ing the natural history of chronic hepatitis E infection,
two phases may be recognized. In the first years of tite

infection, high replicationlevels of 11EV aredetected,
witit serumhepatitisB e antigen(HBeAg) axid HBV
DNA axid a progressiveliver disease.Eitherspoxitane-
ously, in about25% of patientsperyear [Realdi et al.,
1980;Hoofnagleet al., 1981],or aStersuccessfulinter-
feron (IFN) alphatreatment(40% of patientstreated)
[Hoofnagle et al., 1988;Carreñoet al., 1994], serocoxi-
versionto antibodyto hepatitisE e antigen(anti-HEe)
with clearanceof 14EV replicationmarkersrnayoccur
andtite diseasebecomesinactive,with alanineamino-
transferase(ALT) normalizationand improvementin
tite liver itistology. Thosepatientswith hepatitisB sur-
faceantigen(HBsAg), anti-HBe audnormalALT may
be classifiedas healthycarriers;however,healtitycar-
riersma>’ haveserumor liver HBV DNA. Furthermore,
up to 50 % of healthyHHsAgcarrierawith constantí>’
normal ALT may have histologically proven chronic
hepatitis [De Franchis et al., 1980].

No therapeutic attempt hasbeenmadeto clearHBV
DNA and improve the possiblehistological lesion in
healthy carriers.

The aim of our studywasto determinethe possible
benef¡t (virological and itistological) of LEN alpha for
tite treatmentof itealthy HBsAg carriersascompared
with untreatedcarriers.

MATERIAIS AND METHODS

Tite sample sizewas calculatedby a coruputer, using
tite EPISTAT prograrn.Consideringa possibledrep-
out rateof about 20%, and assurningno lossof MEV
DNA in control patientsand a 40% HBV DNA clear-
anceratein treatedpatients,a minirnumof 14 patients
and 14 controls were required to detect a signifscant
differenceat a 95% confidence.intervalwith a powerof
80%. Accordingly, in tite studywere included 29 con-

*Correspondence to: Dr. Vicente Carreño, Departn,ent of I-Iep-
atologv, Fundación Jiménez Díaz, Avda. Reyes Católicos, 2,
28040, Madrid, Spain.
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TABLE 1. Base Line Features of Patients

n

n
ns.
ns.

n.s.

ns.
ns.
ns.
n.a.

ns.
n.a.

Treated
(n= 14)

Controls
<n= 15)

Age (years)a
Sex (M/F)
ALT (113/It
Time with normal

ALT ¡evels (months)ab
1-listology

Minimal chronic hepatitis
No fibrosis
Mild fibrosis
Moderate fibrosis
Severe fibrosis

Mild chronic hepatitis
No fibroma

Histological activity index
0

39.6±12.0
10/4

31.6± 13.0

49.0±38.7

9
2
1
—

2
2.5±0.9

39.4 ±11.5
6/9

25.7±7.8

82.8±51.1

8
5
—
1

1
3.2±1.1

Mean value ±80.
11’ime elapaed since the diacovery of serum lIBsAg in oach case.

secutivehealthy HEaAg axid anti-HBe positive patients
without HBV DNA detectableit>’ dot-blot hybridization
with constantly normal ALT levels (upper normal
limit: 45 IU/L), as checkedever>’ aix months after the
diagnosis, for a meanperiod of 67.38 ±51.76 rnonths.
For inclusion in the atud>’, the patients also itad to have
serum and liver HEV DNA detectable by polymerase
chain reaction (PCE), as well as histologically proven
damage accordingto Desmetet al. [1994] (Table 1) in a
¡iver biopa>’ obtained within aix months of entry to the
study. Tite patients included had never been treated
with an antiviral or immunosuppressivetherapy. The
base une characteristics of tite patienta are summa-
rized in Table 1. Clinical and biochernical analyses
were performed monthly during therapy axid the 6
rnonths of post-treatment follow-up. A secoxidliver bi-
opsy ~vasobtained from 15 patienta (fine treated and
six controis) from 7 to 14 monthsafter therapy (mean:
11.3 ± 2.6 months in treated patienta and 9.2 ± 4.1
months in controis). Histological activity index in the
first and final liver biopsieswas assessedaccording to
Knodell et al. [1981].

The patients were randomized into two groups:
Group 1, 14 patients treated with 9 megaunita of re-
combinant IFN alpha-2a (Roferon A, Hoffmann-La
Roche, Hasel. Switzerland) three times weekly for aix
months, and Group II, 15 untreated patients who
served as controis and were studied under tite same
conditiona as tite patienta treated. AH patienta gaye
written informed consent, and the trial was approved
by the ethics committee of tite itospital.

HEsAg, HBeAg and anti-HBe were tested by com-
mercial radioirnmunoassay (Abbott Laboratories,
North Chicago, IL). Anti-IFN antibodies were tested
by enzymeimmunoassay(Anawa Biochemical, Zúrich,
Switzerlandt Liver function testa were analyzed
by standard ruetitoda (Smac 20, Technicon, New
York. NY).

Vi vil DNA fom serum samples ‘vas isolated as de-
seribed elsewhere ILépez-Aicorocho eta!., 1994]. Liver
HBV DNA ~vas isolated using tite method described

previously [Bartolomé et al., 19901.The total DNA con-
centration isolated from tite liver biopsieswas deter-
mined measuringits absorbance st 260 nm. Tite pre-
core region of tite HBV genomewas amplified by POR
in a final volume of 50 frL containing 10 ¡aL of serum
DNA or 1 ¡agof liver DNA samples,10 mmol!L Tris-HOI
pH 8.3, 50 mmol/L KCI, 2 mmolIL MgCI

2, 0.1% Triton
X-100, 200 ¡amol/L dNTPs, 0.5 Unita of Taq DNA poly-
merase(Fromega Co., Madison, WI) and 0.2 xmojL of
each primer M2 (nucí. pos. 2370—2394)axid M3 (nucí.
pos. 1730—1754),br 30 cycles (9400, 1 mm; 5500, 1
mm; 7200, 1.5 mm).A secondround of PORwascarried
out with 10 1±Lof tite flrst PORproduct,uaingprimers
El (nucí. pos. 1776—1804)and BC1 (nucí. pos. 1955—
1974)for 30 cycles(9400, 1 mm; 5500, 1 mm; 7200, 1.5
mm). The nucleotide position of tite prirners is atated
according to Ono et al. [19831.

Lxi order te avoid falsepositive results,the Kwok and
Higuchi [1989] contamination-prevention measures
were followed. As negative controls, three serum
samples from healtity donors without HEV markers
were included in eacit POR assay.Ml seruin samples
were tested in duplicate axid analyzed in a blinded
fasition.

Tite predominant HBV pre-core variant, witit a
single change from G to A st position 1896, was deter-
mined in tite base line and final samplesby a specific
oligonucleotide itybridization assay of nested POR
products, using probes for tite wild-type HBV and pre-
core mutant(G to A substitutionat position 1896), as
describedpreviously [López-Alcorocito et al., 1994].

The Chi-square and Fisiter’s exact testa were used
for comparison of proportiona. Oontinuous variables
were analyzed it>’ Student’s t-test.

RESULTS

Tite base fine characteristics were similar in both
groups (Table 1). Surprisingly, after onernontitof treat-
rnent, a sig~ifieantincreasein ALT wasobservedin tite
treated patienta, while no changeswere found in tite
controla (treated va. controls 51 92 + 31.39va. 25.13±

8.20 IUIL: E c 0.01) (Fig. 1). Titis trend remained the
sameduring the entire treatment period, and tite ALT
valueswere alwaysstatisticallyhigiter titan tite base
une levela(with the exceptionof tite laat serum sample
of treatment). In contrast, no citangesin tite ALT leveis
were observed in tite controla during titese 6 montits,
and tite differenceswitit respect te titoseof tite treated
patienta were always significant (Fig. 1).

After titree months of IFN alpha titerapy, 6/14
treatedpatients (43%) had abnormalALT levels, but
titis occurred in none of tite controis(Pc 0.05)(Fig. 2).
In tite final sampletreatment,5/14patientafrom tite
treated group (36%) had abnorrnal ALT levels,witile sIl
tite controla continued to itave normalALT values(P c
0.05). Mter treatment end, tite ALT leveis decreased
progressively, and, at twe¡ve montita of follow-up, sIl
treated patienfs, as we¡l as tite controls, itad normal
ALT (Fig. 2).

With respect to serum HBV DNA. one of tite treated
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HBV axid 48% a mixtureof wild-type andpre-coremu-
tant; in five casesno serumwas available for HBV
genotyping.Witen comparingtite HBV genotypedistri-
bution between treatedpatients witit or without an
ALT increaseduring therapy,no significantdifferences
wereobserved(ALT increase:wild-type, 33%; mixture,
67%; no ALT increase:mixture, 100%). No substantial
citangesin HBV genotypedistribution were observed
whencomparingthebaseUneandfinal serumsamples
(titis latter taken at tite treatment end) in either
treatedor control patients(Table III).

12 The secondar>’effectswere as describedpreviously
with IFN [Quesada et al., 1984]. Four treatedpatients
developedanti-IFN antihodies(titree of titese had an
ALT increaseduring treatment). Oneof titesefour pa-
tients cleared HBsAg. lxi addition, titere was no reía-
tion betweenthe appearanceof anti-IFN antibodies
axid liver itistology.

50
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lfl Controis ~ TreMed

Hg. 2. Percentage of patients with abnorma¡

treatníent and follow.up. a “e. b: E c 0.05.

patienta(7%) becamenegativeat tite endof foilow-up,
while anotiterbat serumHBV DNA at the endof treat-
ment,with reappearancest tite endof follow-up. None
of thecontroisclearedserumHBV DNA. SerumHBsAg
becameundetectablein 3/14 (21%) treated patienta
axid 2/15 (13%) controlswititout significantdifferences
between tite groups. No correlation betweenHBV
DNA, or HBsAg clearance,and liver itistology or
known duration of tite HBsAg carriagewas observed
(data not shown).

A secondliver biopa>’ wasobtainedfrom ninetreated
patientsand aix controls. When comparing tite total
histological activity index of tite base line and final
biopsiea,a signif¡cant increasewas observedin tite
treatedpatienta (baseline 2.50 ±0.98 vs. final 3.80±

2.00; 1’ < 0.05) but not in tite controls(baseline 3.20±

1.10 vs. final 3.83 ± 1.34; ns.). This increasewas at
expenseof periportalnecrosis,portal inflammationand
fibrosia althougit tite increaseof eachindividual score
did not reachatatiaticalsignificance(Table II). No re-
lation ~vaa found betweentite time of tite secondliver
biopsy anddeteriorationof liver.

With respectte tite HBV pre-coregenotypes,in tite
basebine sample, 34% of tite patienta had wi¡d-t>’pe

ALT ¡evela during

DISCUSSXON

HealthyHBsAg carrierswitit anti-HBe havea gen-
eral)>’ good prognosiswititout developingliver disease
[Lok andLal, 1988].However,asman>’ as50%of titese
patienta ma>’ have histologicalí>’ provenliver disease
evenin the presenceof constantí>’normal ALT levels
[De Franchisetal., 1980].Furthermore,reactivationof
HBV in healthy carriers with an increasein ALT axid
tite developmentof active chronic hepatitis havebeen
reported[Davis et al., 1984; Castillo et al., 1990]. In

12 addition, between50 and70%of HBsAg itealthy carz-i-
ers ma>’ itave serum 11EV-DNA as detectedby POR
[Citemin et al., 1991; Luo et al., 1992]. For alí titese
reasoxis,acontrolled studyof lEN alphatreatmentwas
undertakenin itealtity HBsAg, anti-HBe carrierswitit
normal ALT, HBV DNA in serumaxid liver, anditisto-
logicall>’ provenliver damage.

ASter 1 montit of treatment, a signiflcant increase
aboyethe upper limits of normality in ALT took place
in treatedpatientsandafter titree montits as rnanyas
43% of titesepatientshadabnormalALT levels. How-
ever,alí tite untreatedcontrolscontinuedto itave nor-
mal ALT during tite study,witit significant differences
between both groups. Titis result demonstratestitat
lEN alpha treatment of HBsAg healthy carriera in-
ducesa hiocitemical activation of tite liver disease.An
explanationfor titis finding is not clearbut severalpos-
sibilities ma>’ he considered.Tite presenceof pre-core
HBV mutanta has been associatedwitit acutefulmi-
nant hepatitis [Yositiba et al., 1992; Ucitida et al.,
1993] andwith severechronichepatitis [Omata et al.,
1991]. However,pre-coremutantawerefoundin 48%of
tite itealtity HBsAg carrierswitit minimal liver damage
and normal ALT. This flnding is in agreementwith
previous reports [Tur-Kaspa et al., 19921 and would
suggestthat the presenceof pre-coremutantsalone is
not necessarily associatedwith aggressiveliver dis-
ease.On tite otiter hand,ALT increaseduring tite IFN
alpha therapy ma>’ be due to the appearanceof HBV
escapemutants under tite immunological preasureof
IFN alpha, as hasbeendescribedpreviousl>’ [Gúnther

0 3 6 7

MONTHS
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‘PABLE II. Scoring of Histological Activity índex Components in tite BaseLine and
Final Liver Samp¶es in Treated and Control Patients

Treated (u = 14) Controls (u = 15)

Base line Final Base Une Final

Periportal necrosis
Intralobular degeneration
Portal inflammation
Fibrosia
Total

0.20 ±0.44
1.22±0.83
0.44±0.53
0.55±0.73
2.50± 0.98~

0.78 ±1.64
1.11±0.78
0.78±0.97
0.89±1.17
3.80±

200b

0.33 ±0.52
1.00±0.00
1.17±0.98
0.83±0.41
3.20±1.10

0.17 ±0.41
1.00±0.00
1.50±1.25
1.17±0.41
3.83± 1.34

vs. b P < 0.05.

‘PABLE III. Changesin HBV Pre-coreGenotypesir’
Treated and Control Patienta

Treated (n = 14) Controls (n = 15)

Base une Final Base une Final

Wild-type 3(21%) 2(14%) 7(46%) —

Mixture 10(72%) 10(72%) 4(27%) 15(100%)
Not done 1 (7%) 2 (14%) 4 (27%) —

et al., 1992]. We did not find differencesat leastin tite
pre-coreregionwhencomparingtite baseline andfinal
samples; titus, eacapemutanta in this region of the
11EV genome do not seemto pía>’ a role in tite ALT
increaae observed in our patienta.However, tite asso-
ciation of mutations in other regionaof tite viral ge-
nome with diseaseactivitv cannotbe discarded.An-
other possibibit>’ ia that lEN alpha induceaan immune
atimulation with a better expressionof tite I-ILA-Class
1 moleculea and recognition by T l>’mphoc>’tes with
clearanceof HBV [Pignatelli et al., 1986]. However,
titis hypotheaiaappearsunbike!ybecause,were titis tite
case,HBV clearancewould be acitieved.In titis context
no aigniflcant differenceain the frequencyof HEsAg
negativization or serum1-1EV DNA clearancewere ob-
servedbetweentreatedandcontrolhealth>’HEsAgcar-
riers. Finalí>’, several investigators[Real et al., 1986;
Kabbasit et al., 1988;Leventhalet al., 19881found titat
lEN alpha treatmentma>’ beadto liver toxicit>’, with an
ALT increasein different diseases.In titis sense,it itas
beenreportedthat LEN alphamay increaseALT levela
in as man>’ aa64% of patientswith recurrentreapira-
tor>’ papilboinatosiswho hadnormalbaseuneALT val-
uesand were treatedwith a similar doseand t>’pe of
LEN alphaaawere usedin our atud>’, andfor tite same
treatment period [Leventhal et ab., 19881. Moreover,
¡FN alphahasbeenusedto treat theAIDS-associated
Karposi’s sarcoma,and a direct relation betweenALT
increaseaudlEN treatmentwasreportedin thesepa-
tients [Real etab., 1986; Kabbashet ab., 19881. Accord-
ingí>’, direct toxicit>’ of lEN alphain tite liver ma>’ also
explain the increasein ALT witieh we observedin HB-
aAg healthy carrierswith a normal base¡me leve! of
ALT. In favour of titia h>rpotheaisis the fact that the
increasein ALT leveis waatransitor>’, al! patientahay-
ing normal ALT aix monthsaf’ter lEN alphatreatment.

With reapectto liver hiato¡ogy, a deterioration waa
found when comparing t¡ie base ¡me and final liver
biopaica of treated patients, while no aignificant

changeswereobservedin tite liver biopaiesof controls.
Tite increasein itistological activity wasat tite expense
of periportalnecrosisportal, inflammation andfibrosia.
Titerefore, tite itistological damageinducedduring LEN
alphatreatmentof HBsAg itealtity carriersis not tran-
sitor>’, bastingfor at least six montits after treatment
end. However, we cannotdiscard a regressionin tite
liver histology thereafter,as occurredwitit tite ALT
increase.

For tite aboyereasona,¡FN alpha treatmentsitould
not beadministered,at leastwitit theaciteduleusedin
titis work, to HBsAghealth>’ carrierawitit normalALT,
irrespectiveof tite presenceof a chronic itepatitis or
serumHBV DNA. In tite future, otiter drugswith ape-
cHic antiviral effectsand a lackof hepatotoxicit>’ such
as lamivudine IScitalm et al., 1995] ma>’ be attempted
in titesepatienta.
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Efficacy ofprolonged interferon-alpha treatment in chronic
hepatitis B patients with HBeAb: comparisonbetween6 and 12
months of therapy
J. M. Lopez-Alcorocho.J. Bartolome,1. Cotonatand‘1 Carreño’ ‘HCptZWbOgyUnir, FundaciónJiménezDíaz, and
2pundaciónpara elEstudio de las HepatitisVirales. Madrid, Spain

SIJMMARY. Wecomparedtite responseandthe relapse

ratos of HBeAb-positive patienta troatod with ínter-

feron-alphafor 6 or 12 montits.Titirty-oight HBeAb-
positive patientswhich chronic hepatitisE were ran-

domly allocaedinto two groups:Croup 1(19pationta

receiving 10 MU of recombinantintorferon-alpita2b
threetimes a woek for 2 montita. followed by 5 MU
threotimesa week for 2 monthsandthen 3 MU three
times a week for 2 months):Group II (19 patienta
receiying 10 MU of recombinantinterferon-alpha2b

three times a week for 2 montita, followed by 5 MU

(breetimesa weekfor 2 monthsandthen 3 MU titree

timesa weekfor 8 montita).At the endof treatment.

INTRODIIJCTION

Severalantiviral agentshayo been used in the treat-
meut of chrouichepatitisE virus (HEV) infoction with

active viral replication. Among those, recombinant
interferon-alpha(lEN-a) appoarsto be the mosteffec-

tive therapy.In this coutext.approximatoly 35—50%of

l-IBeAg-positive patienta respond to this treatment,
with ALT normalization.loasof serum1113V DNA aud

HBeAb seroconversion[1]. Thero hayo also beon

roportaof the useof LEN-a ¡u HBeAb positivo pationta

with serum11EVDNA detectableby dot-bloth>’bridiza-

tion. with differont troatmont acitedulesand doses
(3—18 MU of intorferon for 3—6 montita) [2—5]. Loas of

HEV DNA and ALT normalization woro observodin
5 7—100%of thesepatienta.However,in mostof titese
casos,the responsewastransient,becauseasman>’ as
90%of theresponderpatioutsrelapsedaftertherapy.

Persisteuceof viraemia¡u HBeAb positivo patientais

Correspondence:Dr y. Carreño.Hepa(ologyUnU. Pundación
Jiménez Diaz. Avda. Reyes Ca(ólicos. 2.28040. Madrid. Spain

alanineaminotranaferasenormalizationwas itigitor
but not morosignificant tu Greup 1 than tu 11(53% va
26%), witile hepatitis E virus DNA cloarancewassimi-
lar in botit groups (21% in Group 1 va 26%in GroupII).
However, at 12 months of follow-up. biocitemical
relapsos occurred only ¡u Group 1 (60% va 0% in
Groups 1 and 11, respoctivel>’). Five complote rospon-

doracleareditepatitisB surfacoantigenatthat time. In

conclusion.prolongedtroatmentof HBeAb pationtais
officiont in roducingthebiochemicalrelapso.

Keywords:HiEeAb patienta,hepatitisEvirus. interferon.

precoremutauta.polimerasechainreaction.

associatedwith tite presenceof pre-coremutanta[6].
Tito HEV pro-Core variaut most frequentí>’ isolated

from HBoAb-positive patientala a poiutmutationfrom
G to A at position 1896:titis resultsin the absencoof

hepatitisE e antigon (HEeAg) production. due to the

appoarancoof a new stop codon [7]. It itas beon

roportedthathigit levelaof pro-coromutantin thetotal
viral populationma>’ influencethelong-termresponse
to LEN-a treatmenttu titoso pationta [8]. Titeroforo,
newscheduleswitit itigiter dososandlongerporiodaof

LEN titerapysitouldbetestedto avoidthehigh porcent-

ageofrelapsoaftertherapy.
Tite aim of this atud>’ wasto comparothe response

botweentwo groupsof 1-lBeAb positivepatientatreated

with recombinantLEN-a 2b for 6, or 12, months,

respectivol>’.

PATIENTS AND METHODS

Tite samplesizewascalculatedusingtheEPISTATpro-
gram.Consideringa posaibledrop-outratoaboye25%.

© 1997Blackwe¡¡ Science Ltd
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and assumingthat responderpatientstreatedfor 6
monthsshow80% rolapse[2—5]andwithanexpectod
relapsoof 50%in pationtstreatedfor 12 months,amm-
imum of 16 pationtawore noededin each group to
dotoct a signiflcantdiffereuceat the 5% leve!. Accord-
ingly. 38 consecutivoHEeAb positivo patients with
chronic 11EV histologicall>’ provonaccordingto inter-
national critoria [9]. and with abuormalALT levels
wore includedin this trial. No patient hadproviously
boentreatod.andal! had11EV DNA dotectabloinserum
oní>’ by PCR. None of the patientahad autibodios
againstthohepatitisdeltavirus (anti-HDV), hepatitisC

virus (auti-HCV), or tito human immunodeficioncy
virustype-1(anti-HIV-1).

Thepatientawereraudomlyseparatedintotwo diffor-

ent treatmoutacheduleswitit recombinantLEN-a 2b
(Intron-A. SchoringPlough. Kenilworth. NP: Group 1

(19 patients).received10 MI) of IEN-2b threetimosa
weekfor 2 mouths,followod by 5 MU threotimesa woek
for 2 montita andtiten 3 MU titree timos a week for
anotitor2 months):audGroup11(19pationta).rocoived
10 MU of IEN-2bthroetimos a week for 2 montita. fol-
Lowed by 5 MU threotimesa week for 2 monthsaud
then 3 MIS titree timesa wook for 8 months>.Paticuta
werefollowod br 12 additionalmontita: titus. tho total
duration of tite study was of 18 aud 24 montita in

Croups[ and II. rospectivel>’.Tite pationtagayewrit-
ten informed consout.andtite trial waa approvedby
tite hospitalEtitica Committoo.Clinical audbiochomi-
cal analysesworoporformedmonthlyduring therapy
and montití>’ as weIl during tito 12 montits of post-
treatmoutfollow-up.

HBaAg. fllEeAg, 1-IBeAbandanti-HDV weretestedby
commorcialradio¡mmunoassay(Abbott Laboratorios.
North Chicago, IL). Anti-HIV-1 and anti-HCV woro
dotoctodby commercialeuzymelmnked immunoasaays
(Abbott Laboratoriosand Ortito DiagnoaticaS>eatems.
Raritan.NT). Anti-[FN antibodiesworetostedin serial
2-foid dilutions (startingat 1 : 5) by auantiviral neu-

tralizationbioaasayof 5 unitaof recomb¡nautLEN-a 2b
on A549 luug carcinoma celís infected witit the
oncophalom>rocarditisvirus [10]. Livor functionstesta
woro anal>’sod by standard metitoda (Smac 20.
Technicon.NewYork, NY).

Viral DNA from sorum samples was isolated as
describedelsewitere[11]. HBV DNA wasampliflod by
polymerasecitain reaction(PCR) in a final volumeof

50 pl containiug10 pl of sorumDNA sample.10 mM
Tria-HCI pH 8.3, 50 mM KCI. 2 mM MgCI,. 0.1%Triton

X-100. 200 pM dNTPs. 0.5 units of Taq DNA pol>’-
merase(PromegaCo..Madisou.WI) aud0.2 ~Mofeacit
primerM2 (nucí. pos2370—2394)andM3 (nucí. pos.

1730—1754).for 30 cycles(940C. 1 mm: 550C. 1 miu:
720C. 1.5 miu). A secondroundof PCRwasporformed
with 10 pl of tite first PCRproduct. usingprimera El
(nucí. pos. 1776—1804) aud ECl (nucí. pos.
1955—1974)br 30 cycles(940C. 1 mm: 5 50C, 1 mm:
720C. 1.5 mm). Nucleotido position of tite primersis
givenaccordingtoonoetal.[12].

‘Po avoid false-positivorosults. tite Kwok & Higuciti
contamiuation-proventionmeasuroswero followod
[13]. As negativocontrola. titree serumsamplesfrom
itealthydonorswititout HBV markerswereincludodin
oach PCR aasay. AII sorum sampleswere tosted in

duplicatoaudanalysedin a blindedfasition.
The prodominaut11EV pro-corevariant.w¡tit a sin-

gle changofrom G to A at position 1896.~vasdetocted
iu tite basal sample by a apecifir oligonucleotide
itybridization assay of nested PCR producta. using
probosfor tite wild-type11EV andpro-coremutant(<3 to
A substitution at position 1896). as previously
described[11].

Responseto tho troatmentwasclassiliodas bollows:
biochomical response.when ALT levela decreasedto
normal values(=45[u¡l>: virological response.when
lossof serum11EV DNA by PCR occurred:andcomplete
response.when biochemicaland virologícal response
concurrod.A biocitomir-al relapsowasdefinedasasitu-
ation in witicit a patientwho itad endedthotreatmont
witit normal ALT itad a subsequentincreaso¡u ALT
aboyonormalvalues.

Rosultsworeanalysedon anintention-to-treatbasis.

x2 audFisiter’sexact testawereusedbr comparisonof
proportions.Continuousvariables were analysedby
tite Student’st-test.

RESULTS

[n tite basalsamplo.no siguificant dilTorenceswitit
respectto tho epidemiological.clinical andvirolog¡-
cal characteristicaof tite pationts woro obsorvod
betweenbothtreatmeutgroups(‘Pables1 aud2). AII

but fivo pationta from (3roup II finisitod tite treat-
ment. ‘Pitreo of titesefivo patientaleft tite studyvol-
untarily (onoin tite first montit of treatmeut.anotiter
patient in month 4 and anotiter dropped out mu
montit 5). Anotiter patient loft tite atud>’ in montit 2
of titerapy becauseof neuropsycitiatricdisordora.

© I9g7Elackwell Science Ltd.Jour,,al of VirolHepatitis. 4 Suppl. 11.27—32
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Table 1 Basalfeaturosof tite pat¡ents

Number of patienís

Age (years)

Rauge

Male/Female
Time of UBsAgcarriage*(moaths)

Range

ALT* (¡13/!)
Rauge

Epidemiology

Paren(eralexposure
Intrafarnilial
Unkuown

19
37.26±11.36
(20—56)
17/2

67.80±5548
(9—2 16)

146.10±150.70
(51—615)

7

19
31.21 ±14.02

<20-64)
16/3
61.58±47.72

(14—144)
11295±89.51
(49—371)

6
42

10 9

*Expressed as mean ±SD.

TaMo 2 Hisiologicaldiagnosisof tite patien(sincludod in tite
studv

Croupl Croupll

Mi n mal chronic hepatitis

~vftIi a o librosis

wilh injíd fibrosis

~~-ilhsevero fll,rosis

with cirrhosis

MuId elironie hepatitis

with no fibrosis

~~itIt mild fibrosis

wit h scvei-c flhrosis

Moderato ebronir hepatitis

with no flitrosis

wi(h mILI fibrosis

wilh cirrhosis

Severo chronic hcpati(is

~vith cirritosis

2

o

5

o

4

o

(1

audono d¡ed ¡u monhh8 of tberapyof causesunro-

la(edto (helEN-atherapy.
With respecí to ALT. at month 3 of therapy.

pa(ientsfrom Croup 1(6 mon(hsof treatment)itad

morefrequení ALT normalization(4/19: 21%>titan
(bosefrom Croup11)2/19:10%).althoughtite dilTor-
once~vasnot siguiftcant.At month6 of thorapy.tite
frequoucy’ of ALT normalization was siguiflcantly
higiter in Croup 1 than in Group 11(10/19: 53% rs

3/19: 16%.respectivel>’,Pc005). Whon tite propor-
tion of ALT normalizationwasanalysedat tite oud of
eachtroatmentporiod (6 monthsfor Group 1 and 12

montita for Group11), tite frequencyof ALT normal-
ization ivas itigiter iu Group1(53%) titan in Croup U
(5/19: 26%), buí wititout significaut differonces.
Flowever. during tite post-troatmentfollow-up, tite
percentageof patientawitit normal ALT wassimilar
in bothgroups(9/19:47% i’s 7/19: 37% al 6 mouths
and9/19: 47% vs 8/19:42% at 12 ruontita offollow-
up iii Groups1 and II, rospectivoly).(Fig. 1). Oscil-
lations in ALT loyola were obsorved ¡u tite non-
respondera in botit groups duriug follow-up.
bocomingnormal at month 12 of follow-up in 6/18
(30%) biocitemical non-respondora(titree patienta
from (3roup 1 andtitree from Group 11, P NS). Of tite

10 patienis from Group 1 who itad endodtite treal-
meutwith normalALT. aix (60%)hada rolapseat 12
monthsof post-treatmoutbollow-up. Howevor. nono
of tite Uve patientafromGroupII wito itadondodtroal-
ment with normalALT had a relapsoduring fol!ow-
up. tite differeucoswore statiaticallysignificant with
respoctto Group1 (Pc0.05).

Al! patientsfrom bothgroupshadserumHEV DNA
iu tite basalsample.as dotectodby PCR. In tite final
treatmen(sample.asimilarproportionof patienisfrom
bothgroupshadclearedserum1-LEV DNA (4/19:21%
from Group[aud 5/19:26%fromGroup11>. Duringtite
post-treatmentfollow-up. a¡titougit some intermit-
teucyin titepositivity of sorumHBV DNA tookplacoin

pationtsfrom both groups.at 6 moutits of treatmout
eud, 6/19 (31%) patienta from Group II itad cloared

Croup 1 Croup11

t 1997 Blackwell Selence Ltd.Jonr, al of 1’iralHepnlifls. 4{Suppl. 11.27—32
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flg. 1 Proportionof ALT normalization in Croup 1(a) and

Group11(b). overtito troatmentaudfollow-up.

serumHBV DNA. witile nonoof titoso from (3roup litad
done so (31% va 0%, P < 0.01>. Titis tendency
romamnedtito sameuntil tite end of tite stud>’ (12
montitsof post-troatmentfollow-up), altitougit.at titat
timo, diltoroncosbetwoentito two groupsdid notroacit
statistical significance (2/19: 10% from Group 1 va
5/19: 26% from GroupII). Sixmontits after tite endof
troatmont.4/19 (29%) of tite patientafrom Group II.
and nono of titoso from Group 1, itad a comploto
responso(biocitomicalandvirological).wititout siguifl-
cant differoncosbetwoontite groups.At montit 12 of
follow-up, tito proportion of completerospondorawas
atilí itigitor in GroupII titan in Group1(4/19: 21% va
2/19: 10%>. butwititout statisticaldifforencos.

Tito distributionof 11EV pro-coromutanta.or wild-
type.wasatudiedin botit groupsin tite basalsample.
Tito majority of patients(12/19: 63% from Group 1
and 13/19: 69% from Group II) itad a mixture of
wild-t>’pe aud pro-coromutauta,wititout differonces
botwoon tite groups.A similar froquoncyof mnfoction

16 24

witit wild-typo (6/19: 31% in botit groups).or HEV
pro-core mutantalono (1/19: 6% in Group 1 aud

nono in GroupII), wasobaervodin botit groups.‘Pite
distribution of HBV genotypeswaa comparedwitit
relation to tite biocitomical responso.Non-responder
patientamorefrequontí>’hada mixturo ob wild-typo
and pro-coremutantsas comparedwitit rosponders
(17/23:74% va 8/15: 54%). butwititout siguiftcant

differonces.Wild-type 11EV. or pro-coremutantHBV
alono.woredotectodin asimilarproportionbotwoon
respondera and non-respondera(6/15. 40% of
rospondoraand 6/23. 26% of non-rosponderawero
infocted oní>’ by wild-typo. witile 1/15 respondera
aud no non-respondersworo mnfected by pro-coro

mutautalone).
Witit respect to HBsAg. fsvo completo responder

pationta(two andtitreo patientsfrom Groupa1 andII.
respectivo!>’)cloarodtitis autigenat tite ondof follow-
up. Furtitermore. 2 yearsafter fiuisiting tito troat-

ment. titoso patientsitad dovelopedanti-l-lBsAg auti-
bodies.In contrast.tite restof tito patienta.oventitose
witit a completeresponse.remainedHBsAg-pos¡tive
in sorum.

Tite troatmentwaswoll toloratodby alí tite patients
who finished tite study.and no dosomodification ~vas

needed.Nono of tito patientadovelopedanti-WNami-
bodies.

DISCUSSION

Approximately50% of pationta with citronic 11EV duo
to wild typo REy(HEOAg-positivopationts)respondto
[FN-a. audoní>’ 10% relapsoaftertitorapy [1]. [u con-
trast70% of patientswith citronic 11EV witit HBoAb
infectedmamut>’ by tite 11EV pro-coremutantnormal-
izo tite ALT values. but as man>’ as 90% of thom
relapsoaftor treatmont[2]. ‘Po dato, severa! roports
using difforent dosos ob [FN-a in tito treatmentof
HBoAb positivo patientahayoboenpublished,but tite
patientaworo nevertreatedfor moro titan 6 montita
[2—5]. In titis trial. we hayocomparedtito response
and tite relapso rato of HEeAb-positive patiouts
treatedwitit rocombinant-IFN-abor 6 (Croup 1) or 12
(Group11) montita.

During [FN-a administration.audat treatmentend.
patientstroatodfrom Group 1 itad ALT normalization

moro froquentí>’ titan patienta from Group II. altitougit
wititout significant difforoncos. Tite oxplanation for
titeso difforencos is not clear,as no basaldifforoncos

—j¡FN trealmení 3 FoIlow-op

3 6 12

Monttis

*p <005
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woro obsorvedbetweentite groups.and.at tite endof
follow-up, tite frequoucyof ALT normalization
similarbotweenbotit groups.

Tite ovoralí frequoncyofALT normalization(40%> at
treatmont ond waa difforent from that previously
roported(57—90%) [2—5].‘Pito reasonfor titia discrep-
ancy ja not known. Titus, tite total doso of LEN-a
adminiaterod aud tite basal citaracteristicaof our
pationta(yearsof HBaAg carriage.livor histolog>’. etc.>
werosimilar to titoseof otitor reporta[2—5].Moreovor.
tite proportionof patientswitit 11EV pre-coromutanta,

witicit mayinfluonceresponseto lEN-a[6]. wassimilar
to titat iu otitor triala [2—5].

At treatmontond, 21% and 26% of patientsfrom
Groups1 audII, respoctivol>’.did not hayoserumHBV-
DNA as dotoctedby PCR. In otiter trials tite percontage
of HEV DNA loss waa itigitor (67—90%). Howevor. in
nonoof titeseatudieswasHBV DNA atudiodby PCR.as
hasbeondono¡u tite proseulstudy.

Witit respocíto tite 12 montits of post-troatmontfol-
low-up.nonoof tite pationtatroatedfor 12 montitswito
ondod witit normal ALT itad a relapsoin ALT loyola.
witile 60% oftitosetroatedbr 6 montitadid so:andtite
difforoncewas statiatically significant. Tito frequoncy

of relapsooblamnedin our chronicHBV patientatreatod
for 6 mouths la similar to titat in otiter reports[2—5].
Titia result demonstratostitat prolonging LEN-a
troatmont for up to 12 montita siguificantly roducos
biocitemical relapsoa treatmentond. It itad similarly
boendemonstratodtitat treatmentof citrouic UCV for
12 montita significantly supprossedrelapsoaflor titor-

apy, as comparodwitit a 6-montit period of LEN-a

administration[14].
It appoarsíitat patientswitit citronic 11EV (HEoAb)

aud HCV may bonofd from prolongedlEN troatmont
(12 montita). but titis is not tite case for pationta
infectod by wild-type 11EV. Tito ditlorent responsoto

¡FN-a botwoon patientawith HEeAg or HBoAb (pro-
core mutaut). ma>’ be due lo difforoucos in tite
pathogonicityof wild-typo or mutant11EV. In titis con-
toxt, it itasboenreportedthat. ¡u trausfectedhepatoma
colla, tite roplicatioucapacit>’of tite pro-coremutantat
position 1896 is groater titan that for tite wild-t>’pe
virus [15]. In additiou. 50% of tite pationta witit
chronicHBV audHBoAg witorospondtoLEN-a itad an
ALT peakboforeHBV DNA cloarance.witile titia does

notoccurwitit an>’ ofour biocitemicalroapondorawitit
1-IBoAb; titis la similar to tite boitaviour obaervedin
p-ationtswith chrouicHCV [16]. mis observationsug-

goatatitat tite mecitanismof viral clearancoinducodby
LEN ma>’ bedifforout in HBeAgandHBoAbpatienta.

After 6 montitsof poat-treatmontfollow-up. tite fro-
quency of normal ALT levois and sorum 11EV-DNA
clearancewasaignificautly itigiter in pationtstroated
for 12 montits titan in titoso troatedfor 6 montita.
‘Pitose resultaagaindomonstratetitat asustamnedtilo-
chemical and virological responso is moro oftou
acitievedwitit prolongod treatment.Tito frequencyof
virological relapsoiii both groupsat tite endof treat-

ment was itigiter titan that for biocitemical relapso.
‘Pitia finding is similar to tite resultareportodin otiter
atudiesaudmaybeexplainodby tite facttitat cloarance

of serumHBV DNA ma>’ takesovoral yoarsto
afterALT normalization.Ln titis context.Micitalaketa?.
[17] hayodetectedserumHBV DNA aslongas 7 years
aftortiterosolutionof acute1-LEV, ovenin tite absencoof
HEsAg.‘Piteclinical rolovanceof titepresenceof serum
11EV DNA inpatientawith normalALT valuesremains
to beolucidated.

Wo did not fiud aigniftcant differoncos betweon
respondoraaudnon-rosponderawitit respectto tite fre-
quenc>’of infoction with wild-typeor pro-coromutant.

Titoseresultadiffor slightly from titosoof Bruuettoa al.

[8]. altitough wo did not determinotito proportion of
oacit HBV genotype,witicit ma>’ be more important
titan tite prosencoor abaencoof oacit11EV type.

Final!>’. wo fouudtitat 16%of tite pationtatroatodfor
12 montita cloaredHEsAg. witilo oní>’ 10% of titoso
with a 6-moutitcoursodid so. ‘Pitoso resultaagainaug-
goattitat eradicationof11EV mnfectionma>’bemoroeffi-
cientwith a prolongedtreatmout.
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Analysisof hepatitis B virus precorevariants in hepatitis B e
antibody-.positivepatients treated with prednisoneplus
interferon
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Jiménez Diazand Fundación para elEstudio de las Hepatitis Virales, Madrid. Spain
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SUMMARY. To asaesatite cifecta of predniaoneand
interferon on tite distribution of hepatitis B virus
(HEV) precoremutanta,fine hepatitisE e antibody
(HBoAb>-poaitivepatientawitit 11EV chronicinfoction
were studied.Patientaweretroatedwith preduisone
(30 mgday’ for4 weeks,followedby 20 mgda< for
2 weeksandby 10 mgday’ for 1 week>. followod by
recombinantinterferon-a(15 MU titrice por woek)for

6 montita, without a clearanceperiod.Tite HBV pro-
coro region wasamplified by polymorasecitamn reac-
tion (PCR>auddistributionof titeprocoremutantawas
detormmnod by itybridization of PCR producta.
Moreovor, tite glucocorticoid-responsiveolement
(GRE) wassoquoncedto determinewitotiter changos
in tite soquoncewero producedat tite ond of prod-
nisone treatmeut. During produisone treatmont.
changesinalaninotransaminaso(ALT> wereobserved
in oní>’ two pationta.inwitom ALT docreasodtonoarly
normal values. In titree pationtaALT normalizod at

tite endof interferon treatment. At baseline,wild-typo
HEV alonewaa dotectedin ono patient,whilo aoven
pationtawore infoctedby a mixture of wild-type aud
precoromutanta,predominantí>’wild typo.At tite end
ofproduisonetroatmont.two patientaworeinfectodby
oní>’ wild-type 11EV. ‘Pite proportion of precore
mutantsdocroasodin titree cases,while no changos
woreobservodin titree. At tito endof interferontreat-
ment,tite precoremutantproportiondocreasedin tite
titree rospondora,whilo tondingto increaseor remain
uncitanged¡u tite rest.No signiflcantcitangeain CRE

sequoncoworo found as a rosult of predniaonetroat-
ment.Our resultawould appearto conflrm tite rolo of

tite immune syatem in tite seloction of precoro
mutanta.

Keywards: corticoateroida, glucocorticoid-roaponsive
oloment. itepatitia E virus. itybridization, intorferon,
polymoraaechainroaction,precoremutants.

INTRODUCTION

HepatitisE virus (11EV> causesacuteandchronichep-
atitis inman,andita poraistenceis rolatedtotite devel-
opment of itopatocollular carcinoma [1]. Tite viral
genomo is a small, partialí>’ doublo-strandodDNA
molecule of about 3.2kb in sizo that roplicatesby
reversotranacription of a pregenomeRNA molecule

Abbreviations:ALT. alanine am¡notransforase: CRE. glucocorticoid-

responsíveeloment;HBeAb. hepatitisBeantlbody:HBeAg.
hepatitisBeantigen:HBsAg. hepatitisB saz-faceantigen:HBV.
hepatitisB vIrus: UcVAb. hepatitisC virus antihody:HDAb.
hepatitisdeltaantibody;PcR.polymerasechalnreaction.

Correspondence:Dr V. carreño.HepatologyUnit. Fundación
JiménezDíaz.Avda.Reyescatólicos2.28040Madrid.Spain.

[2]. Tite existonceof severa!HBV variantswith muta-
tiona in opon roadiug frame C (ORF-C> has been
deacribed [3]. Tite most frequent 11EV variant isolated
from titesopationta is a transition from guanineto ado-
nine at nucleotideposition 1896, witich goneratosa
atop codonin tite procoreregion. preventingtitesyn-
titesis of tite hepatitisE o antigen(HBeAg) [4—8].Titis
variant is sometimosaasociatodwith anotiter whicit

hasanadditional transition from guanineto adenineat
position 1899of tite procoreregion[4,5.8]. Titeso11EV
precoremutantahayobeonisolatodfrom botit HBeAg-
and HBeAb-pcsitive pationta aud commonly cooxist
witit tite wild-type 11EV [7.8]. HEcAg and probabí>’
HBeAg-derivedpeptidesoxposedin tite membraneof
infoctedcolla are targetsfor tite hostimmunosystem
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[9,10]. It has been hypothosized that a selectivo
immune responsoagainstwild-type HBV-infected hep-
atocytesplaya an important role in tite emorgencoof
precorevariants [11,12]. To date,noreports hayobeen
publisited concemingtite poasible effect of prednisone
on tite HBV precoro mutants in HBoAb-positive
pationts. [u addition, tite posaiblechangosin tite gluco-
corticoid-roaponsivoelement(CRE> oftite HBV genomo
ofHBeAb-positivo patienta during ateroid troatment are
notknown.

[u titis paper. wo hayo studied tito distribution of
HBV procoro mutanta in patient serum takon before
and after troatment with preduisone and after intor-
feron therapy. Tito nucleotide sequenceof tite puta-

tive CRE deacribod in tite HBV gonome[13—16]was
analysedto searcit for tite poasibleappoaranceof new
HBV atraina selectedduring tite treatment with pred-
nisone.

PATTEN’PS AND ME’PHODS

Patients

Nine HHeAb-poaitivepatientswitit chronichepatitis
E, itistologically proven accordingto international
criteria [17]. were included in titis study (aoven
patientaitad citronic active hepatitis. ono citronic
porsistenthepatitisaud ono cirritosis). AII pationts
had serum 11EV DNA detectableby LCR using

primera from tite ORF-S. abuormal ALT loyola (mean
valuo 116.67LIS r’> andweronotpreviouslytreated.
Two patienta had antibodies against tite hepatitis
delta virus (I{DAb): two had antibodies against tite
hepatitis C virus (HCVAb); aud ono had HDAb and
HCVAb. Nono of tite patientaprosentedantibodios
against tite human immunodeficiency virus typo 1
(anti-HIV-1>.

Tite patienta wore treated in a pilot study with pred-
nisone aud recombinant mntorferon-c¿ 2b (Intron-A.
Schoring Plough. Kenilworth. Nl) (rLFN). as followa:
30mg of prednisonodaily for tho flrst month, followod
by 20 mgdaily for 2 woeks.and by 10 mg for tite final
weok. ‘Phe patienta titen recoivod 15MU of rIFN titree
timesa woekfor 6 months, beginningon tite last dayof
prodnisone treatment. Tite pationts gayo written,
informed consont.and tite trial was approved by tite
hospital etitica committee.

Sorumsamplesfor HBV DNA analysiswere taken
bofore andat tite endof preduisonotreatmontandat
tite endof LEN treatment.

Serum maricas

HIBsAg. HBeAg. HBoAb andHDAb woretestodby com-

mercial radioimmunoassays(Abbott Laboratorios.
North Chicago, 119. Anti-HLV-1 and HCVAb were
dotected by corninercialenzyme-linkedimmunoassays
(Abbott LaboratoriosandOrtito DiagnosticaSystems.
Raritan, NI). Confirmation of enzyme-linkedimmuno-
sorbentassay(ELISA> HCAb-positivosampleswaspor-
formed using tite recombinantimmunoblotassayfor
HCVAb (RIBA-HCV Hl. OrtitoDiagnosticSystems>.

Livor function tosts wero analysed by standard
metitoda(Smac20,‘Pechnicon.NewYork. NY>.

SenamICIBVDNAdetectionwith ORF-Sprimers

Viral DNA was isolated from 200jil of serum after

digestionwith proteinasok (1 mgmr’) aud1% sodium
dodocyl sulpitateat 370Cfor 2 it. DNA waa oxtracted
with pitonol, pitonol—citloroform(1:1>audetiter.Aftor
otitanolprocipitationin tite presenceof 2 M ammonium
acetato,tite pelletwaswasitedwitit 70%etitanol,yac-
uumdried anddiasolvodin 20 ¡tI ofdiatilledwator.

Tite polymerasochainreaction(LCR> wasporformed

in a final volumoof 50111containing5 ji! of aerumDNA
sample,lOmmTris-HCI (pH 8.3>. SOmM KCI. 1.5mM

MgCI
2. 200jiM dNTPs, 0.5 U of Taq DNA polymerase

(Promoga.Madison, WI) and 0.2 jiM of each outer
primer 01 aud 02 (‘Pable 1). for 40 cyclos (94

0C.

1.5 mm; 550C, 1.5 mm; 720C, 3 mm>. NostedLCRwas
carriodout witit 20 jil of tite first LCR producta,uaing
tite inuor primera03 and04 (‘Pable 1), for 40 cyclos
(940C. 1.5 mm: 560C, 1.5 mm: 720C, 2 mm).

‘Po avoid false-positivo resulta. tite contamination
proventionmeasurosof Kwok & Higuchi [18] werofol-
lowed.As nogativecontrols.titreeserumsamplosfrom
itealthydonorawititout HBV markorsweroincludodin
oach LCR assay. Ml serum samples woro teated in
duplicato and analysedin a blinded fasition.

DetectionofHBVprecorevariants

Viral DNA was isolatodasdescribedaboyo,aud tite pro-
cororogionwasampliliedby LCR usingprimeraEl and
ECl (‘Pable 1) for 40 cycles (940C. 1.5 mm: 550C.

1.5 mm; 720C, 3mm). Tite proportion of tite prodomi-
nautHBV precorovariantawasestimatodby a speciflc
oligonucleotidoitybridizationasaayof LCR products.
using probos for tite wild-type (probo no. 1>, singlo
mutantat position 1896 (probo no. 3> and doublo
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‘Pable] Soquencoof primeraandprobos
used in titestudy

Procure amplijication
Bí: 5-CGAGGC~TAGGCATAAATrCC’ItTGCCC-3
ECí: 5-GGAAACAACTCACAAGGCAA-3’

Probosfor HBVprocurevariantsdotoction
O: 5-CAAGCCTCCAACCTGTCC-3’
1: 5’-T~GCfl’TGGGCCA’ICGAC-3
2: 5’-~GCrrrAGGACATCGAC-3
3: 5-TCCCYrTACGGCATSGAC-3

ORF-S ant! CRE amplification
<31: 5-AWrCCCTCTCACATCTCGTCAATCT-3
<32: 5-GGGCAACATACCTT~ATAATCCATAGAACC-3
<33: 5-AC’PTCrCTCAA’VPrTCTAGC-3
<34: 5’-AGGATCAACACGAATATCAT-3

mutantat positiona1896 aud1899 (probeno. 2).and
br a itigitly conservedsoquenceon tite precoreregion
(probo no. 0). aa previously deacribed[8]. ‘Pito aasay
wasporformedin duplicatofor eacitsorumsample(ono
exampleisahowniu Fig. 1).

Nucleotideposition

1776—1804
1954-1974

1865—1882

18 89—1906

1889—1906

1889—1906

102—126

442—472
265—2 88
397—417

ing patient(patientno. 8) 11EV DNA waaundetoctable,

uaing primerafrom tite precorerogion(Tablo2>.
During prodnisonetreatment,significantcitangeain

ALT lovels wereobaervedin ouly two pationta(nos 2

C¡oningant! sequencingoftizoglucocorticoid-responsive
eknzent

In order to analyaetite CRE soquoncoof 11EV. nestod
LCR producta from ORF-S wore purmflod uaing tite

Wizard Magic LCR Prepakit (Promoga)audfollowing
tite inatructiona suppliod by tite manufacturera.
Purifled LCR productawereclonedinto tite PCR-2000
plasmid (‘PA Cloning. Invitrogen, San Diego. CA) by

standardtocituiquos.

‘Pitreo clonesfrom eacit LCR product of tite basal
samplos.and from titosotakon at tite endof tite prod-
nisone treatmont. wore sequoncedfor 11EV CRE
sequoncoanalysiaby tite didooxynucleotidecitain-ter-
mination metitod, using tite Soquenasokit (United
StateaEmocitemical.Cleveland,OH). Vorification of tite
sequenceswas offocted by aequoncing botit DNA
atranda.

RESU L’PS

In tite basalsample.a mixturo of procoremutantsand
wild-t>rpo HBV was dotectod in aoven of tito nino

pationta,tite wild typebeingtite predominantgenotypo
in ah butonocase.Anotiterpationt(patientno. 2) was
infectedoní>’ b>’ titewild-t>’po 11EV,andin tite romain-

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

e......
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A ••••• S••
(a)

(b)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A

a

e
e..,

0.

(c)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A • •• •~$•••
(cl)

Fig. 1 Oligonucleotidehybridizationassayofserumsamples.
Hybz-idizationwascaz-riodoutwititproheso(a),1(h).2(c)
and 3 (d). Lanes:A1—A6 audA8—A12, PCRproductsfrom
precoz-erogion:A7. negativocontrois:El. wild-typo:B2.
singlemutant;83,doublomutant:B4, wi¡d-typeandsingle
rnutantmixture(1:1):ES.wild-typeauddoublemutant
mixturo (1:1); 86,sIngleauddoub¡emutantmixture(1:1):
E?,wi¡d-type,singleanddoublemutantmixturo (1:1:1>.Tite
positionof controis is titesamoin titefouz- filtera.
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Table2 ALT valuesauddistributionofpredominantprecoremutantaduring treatmentof patientamncludedin thestudy

Pationtno.

Basal Endof preduisone End ofinterferon

AL’P W’P(%) M(%) ALT W’P(%) M(%) ALT WT(%) M(%)

1 104 58 41 158 79 20 252 46 53
2 61 100 0 46 100 0 110 87 8
3 137 57 42 159 68 31 82 61 38

4 • 100 77 22 167 71 28 27 78 22
5 146 34 65 160 45 54 166 42 57
6 274 96 3 214 94 5 NA NA NA
7 67 88 11 46 100 0 26 100 0
8 76 — — 57 42 57 15 58 41
9 85 86 13 92 .81 L8 65 63 36

ALT valuesareoxpressedas111 r’.
iNI, wild-type11EV: M. HBVprocoremutants(doubloandsinglemutant):NA. notavailablo.

and 7), in whom ALT leveladecroasodto near!ynormal
values(‘Pable 2>. At tite endof tite prodnisonocourse.
tite wild-typo 118V wastite oní>’ genotypodotoctable in
tite two patienta with almoat normal ALT values.Tite
percentagoofprecoromutantadecroasodin threocases.
witile no substantialcitangeswereobservodin anotiter

titreepatienta.In tite remainingpatient(patientno. 8>,
inwitom 118V DNA wasundetectablein titebasalsam-
pío, a mixture of wild-typo andprecoromutantawas
found in tite sampletakeu at tite ond of tite prodnisono
troatmont(Table2).

At tho eudof tite LEN courso. ALT loyola becamo
normal in titreo pationta, but al! oftitese relapaedwiten
thorapy wasatopped.IFN treatment was interruptod in
pationtno. 6, after 2 montitaof titorapy,owing to tite
appoarancoof anti-smoothmuscloantibodioswith a
titre of 1:160 in associationwith an increasein ALT

loyola from214 to808 TU 1’. In tite samplotakonattito
endof LEN titorapy. tite percontagoof procore mutants
incroasedin throe casos:al! titreo of titosopationts woro
non-rospondora to therapy. In tite otiter two non-
responder patients, no significant changos were
obaervod in tite proportion of HBV procoro mutants.
‘Pito percentageof precore mutanta docroased sligittly
in twa oftite titree biochomical responden.witile lii tite
romainingpationtonly wild-typeHBV wasdetocted.as
hadproviouslyoccurrodin tite samplotakenat tito end
oftite predniaonecourso (‘Pable 2).

Witit roferencoto tite CRE soquonce,in tite basa!
sampleall patientsitad a wild-type CRE soquoncocor-
rospondingto tito adwsubtypoof 118V [19]. ‘Phis situa-

tion remainod uncitanged at tito ond of tite prodnisone
coursoin al! butonopatiout(patientno. 6). In titis caso.

a C to ‘P aubstitutionat position 376 (downstroamof

tite CRE soquonco)was observedin tite titreo clones
analysed.In ono of titeseclones.anadditional <3 to A
changowasfound at position 363 (at tite aoconditox-
anucleotidoof titeCREsoquonce)(Fig. 2>.

DLSCUSS[ON

Patientawitit citronic hepatitisE wito aro HBeAbpoai-
tive hayoa poorresponsoto LFN titerapy,asup to 90%
of responderpatientarelapsoafter treatment[20.2 1].
‘Pito reasonfor titis poorresponseis notclear.altitougit
it maybedueto a low expressionof viral targotafor tite
immunoclearancoof mnfoctod itopatocytesor to tite
patitobiology of tite 11EV infecting titese patienta
[10.12]. Tito administrationof produisonofollowod by
rLFN in HEeAg-positive patientawith itigh viraemia
and low AL’P loyola has given promiaing resulta
[22—24].

Prodnisone.followed by lEN, itas not previoualy boen
used in tite troatmontof anti-L-LEe-positivopationta:
accordingly.weadminiatorodtitis combmnationto anti-
Hflo-positivo carriora. In aur atud>’. patienta were
troatodwith prednisono.immediatelyfollowod by dEN.
wititout a cloarancoperiod, in contrast with tite proto-
col followod previoualy in otiter atudies[22—24].Tite
reasonbr titis modificationwasanattemptto onitanco
1-LEV roplication. titus peritapa increasingtito oxpres-
sion of tite T-coll targetaon tite infectod itepatocytos
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Fig. 2 Soquonceanalysisof titeHBV
g¡ucocorticoid-z-osponsivee¡eznent.1,
wi!d-typo soquence;II, mutaat
soquoncofrom pationtno. 6 witit a Cto
A changoat position363.
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and avoiding tite proviously describod acute livor
decompeusationmnducedby prodnisonewititdrawal as
areaultof immunologicalrebonud[25]. asHEoAb-poa-
itivo patienta may hayo more severo diseasetitan

HEoAg-positivopatienta[26]. Howevor.ALT normal-
ized in only 37% of patienta:a!! atilí had11EV DNA mu
titeir sorumandrolapaedwiten troatmontwasstopped.
It may titereforebe concludedthat tite combinationof
preduisoneand rIFN doos not improvo tite resulta

obtainedwitit rIFN alone (55% of responso)[27], at
leastwitit tite acitoduleusodin titis atud>’.

On tite otiter itaud. in tite patientatreatodin titis
trial. wo analysedtite prevalenceof wild typo audtite
previously doscribedprocore mutanta [4—8]. Lt itas
boensuggestodtitat precoremutantama>’ represoutan
escape mecitanism for HEV under immuuological
presauro[10]. Titerefore.we atudiedtite distributionof
wild-typo 11EV audprecoremutautaafter immunosup-

preasion (preduisonocourse>or immunostimulation
(rLFN course).In tite basalsample,al! pationtabutono
(wito was infected only by wild-type 11EV) wore
infectedwitit a mixture of wild-typoaud11EV precore
mutants,witit apredommnanceof tite former in moat
cases.‘Phisreaultconfirmaproviousobsorvationain our

HBeAb-poaitive population[8]. Duriug tite immuno-
supprossionpitase, a aligitt docreasein tite procore
mutantpopulationwasobsorvedin halftite cases.‘Phis
finding ma>’ auggesttitat tite immunesystemplaya a
rolo in tite selectionof precoromutantaduring titenat-
ural itistor>’ of tite 11EV citronic mnfoction. Howovor.

titis rosultmustbeapproacitodwitit cautionbocauseof
tite ama!!numberof patientaatudiodaudtite relativoly
sitortporiod of immunoaupproaaion(7wooks).

During tite immuuostimulationpitase,tite precoro
mutantpopulationwasobservedto beitavein two dif-
foreutways.Tito porcontageofprocoromutautatended
to docrease in tite titree biochomical responder
patienta, witilo tite opposito occurredin tite non-
responderpatient.Titia finding alsosuggostsanimpor-
tant rolefor immunologicalprosauroin tite selectionof
precoremutants.

Witit rospectto tite CRE sequence,no substantial
changosworeobservedduring preduisonotroatmont:
oní>’ inono casowasasinglenucleotidechangofrom C
to T at position 376 obser-ved.‘Phis changoitas boen
previouslydeacribedin adv~’audadrHBV subtypes[28].
In titis patient,an additionalC to A citangowasfound
at position 363 in tite aocondhoxanucleotideof tite
putativo CRE of tite HBV gonome. Titis chango
docreasestite itomology of tite HEV CRE witit relation
to tite caunonicalCRE sequence.Titis finding sitows
titat corticoateroid treatmont does not seloct HBV
variantamorolike!y to betransactivatodby atoroida.

In summary. prodnisono plus dEN titorapy—in tite
acitedulousodin titia pilot atudy—doesnot improvetite

resultaobtainedwith rIEN alonein tite troatmontof
HBeAb-positivepatienta.Our resultaseemto conflrm
tite role for immunepreasurein tite seloctionof procoro
mutants.audpreduisonetroatmontdoesnotsolectany
mutantin titeCRE oftito 11EVgonomo.
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