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1 ABREVIATURAS

AA, Aminoacido

ARN, Acido ribonucleico

ADN, Acido desoxirribonucleico

ALT, Alanina aminotransferasa

BOC, Boceprevir

CMH, Complejo mayor de histocompatibilidad

DAAs, Direct antiviral agents

ELISPOT, Enzime-Linked Inmunosorbent spot

EMEA, European Medicines Agency

emPCR, Emulsion polymerase chain reaction

GS-FLX, Genome Sequencer-FLX

IFN, Interferén

HLA, Human leukocyte antigen

NT, Nucledtido

ORF, Open Reading Frame
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PCR, Polymerase chain reaction

PeglFN, Interferon pegilado

RBV, Ribavirina

RdRp-RNA dependent RNA polymerase
SOC, Standar of care

SNP, Single nucleotide polymorphism
RVS, Respuesta virolégica sostenida
TAC, Tomografia axial computarizada
Th1l, Respuesta inmunoldgica tipo helper 1
TVR, Telaprevir

UDPS, Ultra Deep Pyrosequencing
UPGMA, Unweighted pair-group method with arithmetic means
UTR, Untranslated region

VHC, Virus de la hepatitis C

WT, Wild type
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2 INTRODUCCION

2.1 Genoma VHC

El virus de la hepatitis C (VHC) es un virus de ARNde polaridad positiva, lineal,
de cadena sencilla, perteneciente al género Hepacivirus de la familia Flaviviridae. El
VHC tiene un tamano de 9.5 kb con una sola pauta de lectura abierta (open reading
frame- ORF-) que se traduce en una poliproteina de aproximadamente 3.011
aminoacidos (aa), en cuyos extremos se encuentran dos regiones no-codificantes
(5'-UTR y 3'-UTR). La traduccion del genoma del VHC resulta en un precursor
poliproteico codificado por el ORF que es procesado co- y post-traduccionalmente
en el reticulo endoplasmatico (1) tanto por proteasas celulares como virales (Figura
1) para producir 10 proteinas maduras C-E1-E2-p7-NS2-NS3-NS4A-NS4B-NS5A-NS5B
(2-4). El tercio N-terminal de la poliproteina da lugar a las proteinas estructurales
Core, E1 y E2 que forman la particula viral. Separando esta regidn estructural de la
no-estructural, se encuentra la proteina p7 que es un polipéptido que pertenece a
la familia de las viroporinas y se ubica en el reticulo endoplasmatico como una
proteina de membrana integral y tiene una funcidn crucial en el ensamblaje y
liberacidon de los viriones infecciosos (5;6). El procesado de todas estas 4 proteinas
(Core/E1, E1/E2, E2/p7 y p7/NS2) es llevado a cabo por peptidasas de la célula
infectada. Los dos tercios C-terminales, codifican para las proteinas no estructurales
esenciales para la replicacién del ARN viral y son procesadas por dos proteasas
virales. La proteina NS2 es una proteina transmembrana de 217 aminoacidos
compuesta por un dominio N-terminal altamente hidrofébico, un dominio C-
terminal globular y un subdominio de proteasa citosdlica, este Ultimo capaz de
formar dimeros creando un sitio activo compuesto. Esta proteasa no es requerida
directamente para la replicacién del ARN, pero se autoescinde por la N-terminal de
NS3 para la formacidén de una replicasa activa la NS3. NS2 recluta la glicoproteina
de la envoltura en conjuncién con p7 y probablemente LDL (Low density

lipoprotein) y sirve como un organizador del ensamblaje de VHC mediante la
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participacién en multiples interacciones proteina-proteina requeridas para la
formacion del virién (7). NS4B es una proteina integral de membrana de 261
aminodcidos localizada en el reticulo endoplasmadtico, consta de 4 segmentos
transmembrana en su parte central y esta involucrada en el proceso de formacion
del complejo de replicacion viral. NS4B induce una alteracion especifica de
membrana, denominada “membranous web”, que sirve de soporte para el
complejo de replicacion (8). NS5A es una fosfoproteina anclada en el reticulo
endoplasmatico esencial para la replicacion y ensamblaje del ARN vy, por tanto, en
la produccién de particulas virales se une a NS5B y activa a esta enzima e interactua
con multiples proteinas celulares y virales. Esta constituida por 3 dominios
citoplasmaticos: D1, D2 y D3. D1 es un dominio de unién a zinc, que puede adoptar
2 tipos de estructuras: un dimero en forma de gancho adaptado para su unién al
ARN, y una estructura alternativa probablemente requerida para otra funcion en la
replicacion, aunque todavia esta por dilucidar la funcién completa de D1. D2 es
esencial para la replicacion del ARN y forma un punto de anclaje con la isomerasa
cis/trans/prolil ciclofilina de la célula hospedadora, proporcionando una base
molecular para el uso de inhibidores de la ciclofilina como estrategia antiviral (9).
Finalmente D3 estd relacionada con la producciéon y ensamblaje de particulas
virales (10). La ARN polimerasa dependiente de ARN (RdRp) representada por la
proteina no estructural 5B (NS5B) pertenece a una familia de proteinas de anclaje a
la membrana. Forma un complejo de replicacién con otras proteinas, como core,
NS3, NS4A, NS4B y NS5A. El dominio C-terminal de la RdRp ademas de servir como
punto de anclaje a la membrana, esta implicado en interacciones intramembrana
proteina-proteina. Por tanto, tiene implicaciones para la arquitectura funcional del
complejo de replicacion del virus, y ademas esta asociacion con la membrana es
esencial para la replicaciéon viral (11). La RdRp reconoce sefiales de transcripcion
situadas en el extremo 3' no-codificante para dar lugar a la cadena negativa del
ARN del virus, la cual servird de molde para producir la cadena positiva que sera
incorporada a los viriones. NS3, ademas de actividad proteasa, tiene actividad
NTPasa y helicasa, induciendo probablemente el despliegue de la molécula de ARN

durante la replicacién viral. Finalmente, la progenie viral es encapsidada en
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asociaciéon con membranas intracelulares y alcanza el medio extracelular a través

del aparato secretor de la célula.
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Figura 1. Genoma del VHC.

2.2 Variabilidad genética del VHC. Genotipos y subtipos

Los virus de ARN se caracterizan por tener una elevada variabilidad
genética. El descubrimiento de un creciente nimero de variantes del VHC llevé a
una normalizacién de la nomenclatura y estas variantes fueron clasificadas en
genotipos y subtipos. En la actualidad las variantes del VHC se clasifican en 6
genotipos definidos mediante analisis filogenético. Los genotipos se enumeran del
1 al 6 y los subtipos se designan como a, b, ¢, y asi sucesivamente (12). Los
genotipos 1a, 1b, 2a y 2b, y 3a se distribuyen de forma global y representan la
mayoria de las infecciones en todo el mundo. El G1b es el genotipo mds comun en
el mundo y predomina en Norte de Africa, Sur y Este de Europa (13), México,

Venezuela, Argentina, Japon, Corea del Sur, China y Taiwan. El genotipo 1a
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predomina en América del Norte, Norte Europa, Peru y Puerto Rico. Los genotipos
2a y 2b son mas comunes en América del Norte, Europa y Japdn, y el G2c se
encuentra en el Norte de Italia y en Cérdoba (Argentina) (14-16). El G3 es altamente
prevalente en el sudeste de Asia, Australia y Nueva Zelanda (17;18). El subtipo G3a,
prevalente en el sudeste de Asia, ha ido en aumento en Europa y EE.UU, y se ha
asociado a transmision por drogadiccion por via intravenosa. Los genotipos 4, 5y 6
estdn mas restringidos geograficamente. El genotipo 4 prevalece en Oriente Medio
y Africa, aunque también se ha detectado en aumento en Europa (Italia, Espafia,
Grecia, Suiza, Portugal, Francia, Suecia, Polonia, Alemania y Reino Unido), EE.UU. y
el sur de la India, reflejando patrones de inmigracidn en estas areas. El G5 se
encuentra en Sudafrica y el G6 restringido al sudeste de Asia, ha sido aislado en

Vietnam, Hong Kong, Sur de China, Laos, Tailandia y Mianmar.

2.3 Dinamica de los virus de ARN. Quasiespecies

Los mecanismos de variacién en los virus de ARN incluyen mutacion,
recombinacién homoéloga y no homodloga y reordenamiento génico en virus de
genoma segmentado.

La causa principal de variacién en los virus de ARN es la introduccién de
mutaciones, y ello es debido a:
1-Limitada fidelidad de copia (incorporacién de nucleétido correcto) de las ARN
polimerasas y retrotranscriptasas.

2- Ausencia de actividad correctora 3'-5' exonucleasa de la ARN polimerasa
dependiente de ARN (19;20), durante la replicacion. La tasa de mutacion
(sustitucion/nucledtido/ciclo de replicacion) espontanea es, pues, muy elevada. Los
valores de tasa de mutacién en la replicacion de virus de ARN se han estimado del
orden de 103-10° (20-22). En el caso del VHC la tasa de fijacion de mutaciones
(sust/nt/afio) se ha calculado que es del orden de 1.5x107(23). La tasa de fijacidn o
acumulacién de mutaciones, no obstante, no es la misma a lo largo del genoma. La

region mas heterogénea se encuentra entre las regiones estructurales E1 y E2,
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donde se reconocen dos regiones hipervariables (HVR1 y HVR2). Otras regiones
como core y NS3 estan mas conservadas y la region 5’UTR es la region con menor
tasa de mutacién, debido probablemente a las constricciones o limitaciones a
aceptar mutaciones en una regién con elevada estructura secundaria y presencia
de sefales de traduccidn y transcripcion. Estudios cinéticos han determinado que
se producen del orden de 10* nuevos viriones de VHC por dia en un individuo
infectado, y se ha calculado que la vida media del VHC es de 2,7 horas (24). La
consecuencia de esta cinética de replicacion es que la poblacién viral en un
individuo infectado consiste en una mezcla de genomas diferentes entre si, pero
gue estan relacionados (98-99% homologia), y que pueden cooperar, presentando
una estructura que se denomina quasiespecies. La composicion de las quasiespecies
estd sujeta a cambios continuos siguiendo los principios de evolucion darwiniana:
reproduccion con variacion genética, competicion, seleccién y cooperacion e

interaccion. El VHC presenta una estructura en quasiespecies (25;26) .

Tabla 1. Tasas de mutacion de diferentes virus de ARN
AUSENCIA DE MECANISMO DE CORRECCION DE ERRORES

Tasa de acumulacion (fijaciéon) de mutaciones (tasa de evolucién) = sustituciones/base/afio
VHA: 1x103-10*4
VHB: 1.4-7.9x107>
VHC: 1.5x10°3
VHD: 3.0-5.0x103
VHE: 1.40-1.72x103
Tasa de mutacién =sustituciéon/base/ciclo de replicacién

VIH3.4 x 10

Los virus de ARN explotan diversos mecanismos de variacién genética para
asegurar su supervivencia (apartado 2.1). La dinamica viene marcada, en primer
lugar, por la continua aparicion y seleccién de mutantes que configuran la
quasiespecies, evolucionando en un individuo infectado, y su transmisién de
paciente a paciente usando diferentes rutas de infeccidn. La segunda es la seleccién
de diferentes cepas durante la evolucidn en poblaciones geograficas o

epidemioldgicas distintas (12). El modelo de quasiespecies fue originalmente
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desarrollado como una teoria deterministica de la evolucién molecular propuesto
por Manfred Eigen y Peter Schuster para explicar la organizacién y adaptabilidad
de los replicones primitivos a las primeras etapas del desarrollo de la vida en la
tierra (27). Desde entonces los virus han estado considerados por los bidlogos
tedricos como sistemas de modelos experimentales que estudian la dindamica de las
quasiespecies, y los virdlogos han encontrado soporte para interpretar
observaciones experimentales de quasiespecies en infecciones en cultivos celulares
y en sistemas in vivo (28). Esta distribucion de mutantes se demostrd
experimentalmente primero con el bacteriéfago QB durante su replicacién en el
huésped de E. coli (21;29), y posteriormente se ha evidenciado para muchos virus
de ARN, incluyendo patégenos de animales y humanos, el virus de la estomatitis
vesicular y el “foot-and-mouth disease virus” (FMDV), el virus de la
inmunodeficiencia humana tipo 1, y el virus de la hepatitis C (25;30-34).

Las quasiespecies virales se representan mediante una secuencia consenso y
un espectro de mutantes (Figura 2). La secuencia consenso es la que presenta en
cada posicion el nucledtido mas frecuente en el conjunto de genomas de la
poblacién y puede no estar representada en el espectro de mutantes de la
poblacidén. Las quasiespecies estables suelen estar dominadas por una secuencia
mas frecuente en el espectro de mutantes, de mayor eficacia bioldgica, que se
denomina secuencia master y que puede o no coincidir con la secuencia consenso
(35).

QUASIESPECIES
———O———————

e e —— ————
ESPECTRO de —0—sgerO——O——
MUTANTES &@—4—

CONSENSO ——+—O———
Figura 2. Esquema del concepto de quasiespecies y espectro de mutantes que la componen. Los
genomas individuales se representan por rayas horizontales y los simbolos sobre las rayas representan

mutaciones. Al coniunto de mutantes se le denomina espectro de mutantes de las quasiespecies.
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Las quasiespecies estan sujetas a continuos cambios, debido a procesos de
seleccion competitiva de mutantes (26;36-38) y a la cooperacién de diferentes
variantes con diferentes fenotipos y capacidad de replicacion (“fitness”) (39). La
presencia simultanea de multiples variantes gendmicas (y la elevada tasa de
generacion de nuevas variantes) supone una ventaja adaptativa porque permite la
rapida selecciéon de mutantes con mejor “fitness”, para cambios en el medio de
replicacidn, y la adaptacién a infectar nuevos individuos y nuevos tipos celulares.

Los procesos de recombinacion (especialmente en virus ARN de polaridad
positiva) proveen a los virus ARN de un mecanismo adaptativo adicional a las altas
tasas de mutacion (40;41) y existen indicios de que también actian en VHC (42;43).

La consiguiente variabilidad genética en las poblaciones virales conduce a un
proceso evolutivo de seleccidn natural darwiniana, en el que la diversificaciéon de
las poblaciones virales conlleva a la competicion y a la cooperacion (39). En este
sentido se propone que la unidad de evolucion sea la quasiespecies y no el
individuo (44). Ademas de la continua aparicién y seleccion de mutantes en un
individuo, la transmisién de paciente a paciente usando diferentes rutas de
infeccion es un mecanismo de variacién genética y de adaptacion (12).

Fitness es un término complejo que describe la adaptabilidad replicativa de un
organismo a su medio. Para los virus de ARN, una aproximacion experimental a
“fitness” es la relativa habilidad para producir progenie infecciosa estable en un
determinado medio ambiente (45-47). Una de las consecuencias de la estructura en
guasiespecies de los virus de ARN es un efecto importante del tamafio de la
poblacion viral en la variacidon de “fitness” (48). Las poblaciones de virus de ARN
sujetas a infecciones seriadas masivas en un cultivo celular bajo condiciones
ambientales constantes tienden a ganar “fitness” en el ambiente, como resultado
de la seleccidon positiva de las variantes mas eficaces que se generan durante la
replicacion, permitiendo la ganancia de la eficacia bioldgica (49). En contraste,
sucesivos cuellos de botella poblacionales, en los que un sélo o varios genomas
inician la infeccion de un modo repetitivo, ocasionaran descensos en la eficacia

bioldgica, debido a la acumulacién de mutaciones deletéreas (49-52). La
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transmisién por cuello de botella alternando con transmisiéon poblacional in vivo

puede haber condicionado la evolucién del VHC in vivo.

2.4 Infeccién por VHC

La prevalencia del VHC en la poblacién general es de alrededor del 2.3% (160
millones de personas infectadas). La OMS ha declarado el VHC un problema de
salud global. Después de la infeccién aguda, alrededor del 50%-80% de los sujetos
desarrollan hepatitis crénica con persistencia viral y con riesgo de desarrollar
cirrosis hepatica y/o carcinoma hepatocelular.

La curacién espontdnea del VHC ocurre aproximadamente en el 15% de los
pacientes después de la infeccidn primaria (53). Después de la infeccidn por VHC, el
curso natural de la infeccién por hepatitis C hacia curacién espontdnea o cronicidad

depende de factores virales (huésped) y factores gendmicos del paciente (Figura 3).
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Figura 3. Factores relacionados con la evolucién de la infeccion por VHC
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2.5 Factores virales que influyen en la evolucion de la infeccion por VHC hacia

cronicidad o curacion

Las tasas altas de mutaciéon y la dindmica de quasiespecies afectan a la
acumulacién de mutaciones, las variaciones de la “fitness” y la supervivencia del
virus. Se ha propuesto que existen 3 parametros criticos involucrados en Ia
persistencia del virus: la tasa de mutacion, la tasa de replicacion viral y la carga viral
(numero de particulas infecciosas en una poblacidn viral).

La teoria evolutiva predice que las tasas de mutacién altas se ven favorecidas
en un entorno dinamico, y las tasas de error virales pueden haber sido optimizadas
por la seleccidn natural. Respecto a los virus ARN, la fidelidad de replicacién baja
genera una poblacion diversa de variantes. Si bien las variantes estan en
condiciones en general con una menor "fitness”, pueden dominar rdpidamente si
ocurre un cambio repentino en el ambiente, como por ejemplo, una respuesta
inmunitaria contra la poblacion mayoritaria. Por el contrario, una poblacién
homogénea, generada por una alta fidelidad de replicacion, carece de flexibilidad y
ésta podria ser menos exitosa en el entorno dindmico del ambiente del huésped
(54).

La distribucidon en quasiespecies tiene numerosas implicaciones bioldgicas
tales como el establecimiento de infeccion persistente por seleccion de mutantes
de escape frente a los anticuerpos neutralizantes y linfocitos T, la seleccion de
mutantes resistentes a farmacos antivirales, los cambios en la virulencia o
patogenicidad del virus, y seleccion de mutantes de escape frente a vacunas, entre
otras. La rapida evolucion de los virus de ARN conlleva serios problemas para el

desarrollo de vacunas.
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2.5.1 Complejidad de la poblacidn viral

Se ha postulado que un aumento en la diversidad de la quasiespecies se asocia
con una mayor virulencia (39). En este sentido, los pacientes infectados por el VHC
gue sufrieron poca evolucidén durante la fase aguda de la infeccion, se recuperaron
completamente, mientras que los pacientes en los que la quasiespecies evolucioné
rapidamente desarrollaron una infeccién crénica (55). En cuanto a la respuesta al
tratamiento, se ha demostrado que cuanto mas homogénea es la poblacién mejor
respuesta se consigue al tratamiento combinado peglFN+RBV. Esto se demuestra
porque el 80% de pacientes tratados en fase aguda (cuando se produce una
homogeneizacion de la poblacidn) consiguen una RVS independientemente del
genotipo, mientras que en fase crénica cuando la poblacién viral es mas compleja,
la eficacia es menor y depende del genotipo, tan sélo se consiguen respuestas del
30-45% para genotipos 1y 4, siendo del 80% para 2y 3.

Ademas, el modo de transmisiéon también puede ser otro de los factores que
determinen la transicion de la infeccion aguda a persistente, debido a la trasmision

mas o menos limitada de un numero fisico de viriones.

2.5.2 Modo de transmision del VHC

La transmision del VHC a un nuevo paciente es una oportunidad Unica para
identificar caracteristicas virales asociadas con la evolucion de la enfermedad. El
modo de transmisién del VHC asociado a la cantidad de virus transmitidos podria
ser uno de los factores clave para la transicién de infeccidn aguda a persistente.
En primer lugar, cuando se produce la transmision masiva de particulas virales, por
ejemplo por transfusion o durante la recurrencia de la infeccién después de un
transplante hepatico asociado a estado final de enfermedad hepatica, la infeccion
se convierte en persistente en el 80-100% de los casos respectivamente.

Por otro lado, en situaciones en que se transmite un indculo pequefio (por
exposicidon accidental a pinchazos con aguja infectada, relaciones sexuales, tatuaje,

acupuntura o transmision vertical madre-hijo) se han demostrado tasas medias de
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transmisién del orden de 4-7% y la prevalencia de anticuerpos detectables anti-VCH
es aproximadamente del rango entre 0,1% a 2,4% (56-60). AlUn mas interesante es
gue el 40% de parejas de portadores crénicos VHC+ tienen respuesta inmune CD4
de memoria especifica contra NS3 en ausencia de evidencia clinica, molecular y
seroldgica de exposicidén, lo cual sugiere que se ha producido una infeccién
subclinica con eliminacion completa del virus (61). Paralelamente, se ha detectado
respuesta especifica de células T contra proteinas no-estructurales del VHC en el
30% de individuos que han tenido contactos sexuales con pacientes con infeccion
aguda C, y una vez mas en ausencia de viremia detectable o seroconversién a
anticuerpos. El riesgo menor de desarrollar persistencia viral después de la
exposicién a un indculo viral pequefio, se ha relacionado con un fendmeno de
cuello de botella genético (50;52;62-64). El cuello de botella genético definido
como la transmisién de un numero limitado de particulas virales, se relaciona con
una reduccion drastica y al azar de la diversidad viral. Estas particulas llevaran una
cierta carga mutacional que puede limitar su capacidad de generacion de variantes
comparado con lo que ocurriria si se transmitiera una gran poblacion (65). La carga
mutacional y el escaso numero de variantes, serd un limite que tiene el virus para

conseguir superar la respuesta inmune antiviral con la finalidad de persistir.

2.5.3 Evasion del sistema inmune

Algunos cambios fenotipicos de los virus estan mediados por una sola
sustitucion de un nucleétido o aminoacido. Para tener valor adaptativo, un cambio
genético minimo no sélo debe de ser producido por la maquinaria de copia del
genoma, sino que no debe suponer un coste de “fitness” de tal intensidad que no
disminuya la proporcion de mutantes por debajo de su nivel minimo de umbral de
expresion (66). Cuando se cumplen estos requisitos, el mutante estara
representado en la quasiespecies con una frecuencia tal que las caracteristicas

fenotipicas asociadas con el mutante estardn expuestas a los eventos de seleccién.
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Los mutantes mas frecuentes de este tipo son: mutantes de escape a inhibidores o
a respuesta especifica de linfocitos T CD4+ y/o CD8+.

Los mutantes de escape a respuesta inmune del VHC, y su implicacién en la
persistencia viral, han sido descritos durante la infeccion de chimpancés. Estos
estudios sugieren que una respuesta T CD8+ enfocada a pocos epitopos, junto con
la aparicion de mutantes de escape, promueve la persistencia del virus, mientras
gue una respuesta CD8+ amplia y temprana, favorece la eliminacién del virus
(67;68). La contribucion de mutantes que eluden el reconocimiento de células T
CD4+ “helper” o linfocitos T CD8+ citotoxicos (CTL) han sido descritos para
numerosos sistemas de huésped-virus (69;70). La cinética de replicacién viral en
relacion con el momento de la respuesta inmune del huésped puede ser crucial
para la eliminacién del virus. Esto significa que se produce una generacion de
variantes antigénicas del VHC que compiten entre ellas, y que la capacidad de estas
variantes para convertirse en dominantes, depende de la generacién e intensidad

de las respuestas de las células T CD4+ y CD8+.

2.5.4 Resistencia a drogas antivirales

Las mutaciones de resistencia a drogas antivirales, supone un gran
inconveniente en el tratamiento de la infeccién crénica por el VHC. La estructura en
guasiespecies de los virus de ARN predice la presencia en cualquier paciente de
todas las posibles variantes gendmicas que portan sustituciones nucleotidicas
simples en cada posicion, condicionando la “fitness” relativa de cada mutante
individual. La presencia en un huésped de todos los simples, dobles o triples
mutantes depende de la carga viral (con 4x10* particulas todos los simples
mutantes podrian estar representados, con 1.6x10° particulas todos los dobles
mutantes y con 6 x10* particulas todos los simples, dobles y triples mutantes). Con
niveles elevados de replicacion del VHC en un paciente no tratado con antivirales
(10" particulas virales por dia), mutaciones puntuales en cada posicién del genoma
surgen al menos una vez al dia, de este modo, todos los mutantes resistentes son

constantemente generados.
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Los mutantes resistentes a antivirales son menos eficientes en la replicacién
qgue los virus “wild-type (wt)” y en la ausencia de terapia antiviral, representan
mutantes minoritarios. Durante el tratamiento con antivirales, los mutantes son
seleccionados y surgen como componentes dominantes de la poblacidn viral que
conllevan al fallo del tratamiento. Ademas, las mutaciones compensatorias
seleccionadas en el mismo genoma contribuyen a la recuperacién de la “fitness”
(71). Cuando se interrumpe el tratamiento, si dichas mutaciones son menos
competitivas que otras, podrian ser seleccionadas negativamente y quedar
relegadas a una poblacion minoritaria, generando una memoria en la quasiespecies
(72). En VHC se ha observado la persistencia de las mutaciones de resistencia a
inhibidores de NS3 incluso aproximadamente a los 5 afios (73) después de parar el
tratamiento con desaparicién del mutante. El re-tratamiento de estos pacientes con

el mismo antiviral podria suponer la reaparicién del mutante con mayor celeridad.

2.6 Factores del paciente que influyen en la evolucién de la infeccion por VHC

hacia cronicidad o curacion

La evolucion de la infeccion por VHC varia sustancialmente entre los diferentes
individuos. Los factores genéticos del hospedador también tienen un papel
determinante en dicha evolucidn, y son: factores personales (edad, peso, sexo,
etnia) y de enfermedad (fibrosis, obesidad, esteatosis hepatica, LDL colesterol o
resistencia a insulina) junto con la respuesta inmune e inflamatoria dirigida por
polimorfismos de HLA, heterogeneidad celular, variaciones en la temperatura, etc.,
gue pueden influir en el resultado de la infeccidon hacia cronicidad o resolucién
espontdnea (74-77). Recientemente, se han descrito polimorfismos en el ADN
gendmico directamente asociados a RVS y a la resolucion espontanea de la

infeccion aguda por el VHC (78).
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2.6.1 IL-28B

En el afio 2009 se realizé un estudio de asociaciéon de genoma completo
(genome wide association study-GWAS-) en un grupo de mas de 1600 pacientes
VHC+ de diferentes etnias, que recibieron tratamiento con interferén pegilado
(IFN)-a 2a o 2b y ribavirina (RBV), para identificar variantes genéticas predictoras de
respuesta al tratamiento en la hepatitis C crénica (79). Se identificé un
polimorfismo de nucledtido unico (SNP) en el cromosoma 19 (19q13.2),
rs12979860, fuertemente asociado con respuesta virolégica sostenida (RVS). Este
SNP estd localizado 3kb “upstream” del gen IL28B, que codifica el interferon A de
tipo Il (IFN-A3). La familia de los interferones A IFN-A1, 2 y 3 (también denominados
IL-29, IL28A e IL-28B) son un grupo de citoquinas antivirales relacionados con la
familia de IFNs tipo | e IL-10. El genotipo C/C en rs12979860 fue asociado a RVS con
una tasa 2.5 veces superior (dependiendo de la etnia) que el genotipo T/T. El
genotipo C/C favorable fue mas comun en Caucasicos que Afro-Americanos.
También se describid en un estudio que la misma variante IL-28B también estaba
asociada con una mayor probabilidad de curacién espontdnea tras la infeccidn
aguda por virus (80). Otro estudio GWAS desarrollado en pacientes japoneses con
infeccion por VHC de genotipo 1 puso de manifiesto otro SNP (rs8099917-localizado
8kb “upstream” del gen IL28B) como la variante mas fuertemente asociada a RVS
(81). Este mismo SNP también fue identificado en una cohorte de 293 pacientes

australianos infectados con VHC de genotipo 1 (82).

2.6.2 Sistema inmune

El perfil de respuesta inmune frente a VHC ha sido ampliamente estudiado en
humanos y chimpancés, y ha permitido determinar la correlacidon entre el tipo y
vigor de la misma vy la persistencia o resolucion de la infeccién.- En la infeccion
aguda, la replicacion viral es detectable durante la primera semana, alcanzando
niveles maximos 4 semanas después de la exposicidn. La respuesta de las células
CTL se desarrolla por completo coincidiendo con los valores maximos de

transaminasas hepaticas. Estas células efectoras CTL tempranas no producen IFN-y,
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pero son eficientes en la destruccion de hepatocitos infectados. En muchos casos
una respuesta Thl CD4 multiespecifica aparece posteriormente y coincide con una
fuerte disminucién del nivel de ARN del VHC, normalizacién de ALT, y un cambio de
CTLs hacia una poblacién productora de IFN-y. Los perfiles de activacion hepatica
en fase aguda en chimpancé han demostrado una correlacidon directa entre la
“upregulation” de genes inductores de IFN-y y la inhibicién de la replicacién viral
(83;84). Entre los individuos que resuelven la infeccion, las respuestas especificas
se mantienen indefinidamente, mientras que los anticuerpos declinan
progresivamente, y eventualmente, desaparecen décadas después de la exposicidon
(85). Esto explica la deteccidon frecuente de la respuesta inmune celular en
individuos VHC seronegativos (86), y especialmente entre los conyuges de los
portadores crénicos (61). Otro factor del huésped que influye en el resultado de la
infeccion es la respuesta inmune de las células T ejercida durante la infeccion
aguda. Una respuesta inmune sostenida y multiespecifica de células T CD4+ y CD8+
tipo Th1 (produccién de IFN-y e IL-2) dirigida contra las proteinas no estructurales
del VHC, principalmente contra la proteina NS3, estd esta fuertemente asociada
con la eliminacién del virus con éxito durante la fase aguda de la hepatitis. En un
estudio se identificaron 13 epitopos de células CD4 dentro de la regién NS3-NS4
gue fueron reconocidos por >30% de pacientes con infeccidon aguda o resuelta por
VHC (87). Si esta respuesta es limitada en el tiempo con cambio hacia respuesta
tipo Th2 caracterizada por la produccidn de IL-10, IL-4 y respuesta de anticuerpos,

va seguida por el rebrote viral y persistencia (88-94).

2.6.3 Otros factores

Una serie de estudios han demostrado que polimorfismos en el complejo
mayor de histocompatibilidad (CMH) de clase Il estdn relacionados con la evolucion
de la infeccion por VHC. Los genes del CMH de clase Il controlan la respuesta
inmune a través del reconocimiento de péptidos antigénicos. Las
moléculas HLA son glico-proteinas de la superficie celular que se unen a péptidos y

lo presentan a células CD4 T-“helper” durante la respuesta inmune. En humanos



2. INTRODUCCION

algunos alelos de MHC clase Il se han asociado con persistencia o resolucién de la
infeccion por VHC (95), en concreto, los haplotipos HLA clase 1| DRB1*0101,
DRB1*1101, DQB1*0301, DQB1*0302 y DQB1*0501 se han relacionado con la
resolucion espontanea de la infeccién por VHC (96-101). Con respecto al haplotipo
HLA-DRB1*1501, se ha identificado en la literatura un epitopo Thl (1388-1407)
restringido a este HLA y mutantes de escape en esta region, pueden atenuar o
inhibir la proliferacién de las células T (89;102). Otros haplotipos de HLA de clase Il
como DQB1*02 y DQB1*06 han sido relacionados con persistencia de la infeccion
(101).

En los Ultimos afios, factores del huésped han sido fuertemente asociados con
el resultado del tratamiento estandar del VHC (SOC). Por lo tanto, para predecir con
exactitud la respuesta al tratamiento estandar se requiere la identificacidén de estos
factores asociados con la respuesta al tratamiento, para disefiar estrategias
individualizadas de tratamiento. La disponibilidad en la actualidad de plataformas
de alto rendimiento de secuenciacion de poblaciones virales y de polimorfismos del

huésped podria facilitar la optimizacion del tratamiento.

2.7 Plataformas de secuenciacion “high-throughput”

En 1990 se firmd el “Proyecto Genoma Humano”. Mds tarde, en 1995, se
publicd el primer genoma secuenciado de un organismo de vida libre, Haemophilus
influenzae. En el afio 2001, afios antes de lo que se tenia previsto, se publicé el
primer borrador del genoma humano, que costé casi 3000 millones de délares para
leer 3000 millones de nucledtidos (15/nt). La necesidad de reducir costes de
tiempo, trabajo y econémicos, llevé al disefio de los secuenciadores de segunda
generacién y tercera generacién, capaces de generar cientos de miles de reacciones
en paralelo (secuenciadores de verdadero alto rendimiento [high-throughput])
gracias a la inmovilizacidn de las reacciones en una superficie sélida.

Actualmente se encuentran en el mercado cinco tipos de secuenciadores de

ADN de alto rendimiento (Tabla 2).

Tabla 2. Comparacidn de las distintas plataformas de secuenciadores
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Maximo Longitud de  Nimero de reads
Equipo Compaiiia Método de secuenciacion 8

lectura (pb) (x106)
GS-FLX (454) 454 Life Sciences/Roche ) L 1000 1
. . . emPCR/pirosecuenciacion
GS-Junior Diagnostics 400 01
Miseq captura 150 34
Genome Analyzer lIx llumi dlid P inad 150 320
Hiseq 1000 umina soli a/tern?ma ores 100 1500
HiSeq 2000 reversibles 100 300
>>00 emPCR/pirosecuenciacion 7> 800
5500x N 75 1600
Applied Biosystems emPCR/secuenciacion real
lon Torrent . >400 6,2
time
molécula
Pacific Biosci Gen-
Pac Bio RS acific Biosciences/Gen Unica/secuenciacion real 1200 1200
Probe )
time
Nanopore Oxford Nanopore molécula Unica

La primera aproximacion a la secuenciaciéon masiva en paralelo esta basada en
la pirosecuenciacion del ADN. Se trata de una técnica no fluorescente que mide la
liberacion de pirofosfato en una reaccion de polimerizacién mediante una serie de
reacciones enzimaticas acopladas que liberan un fotén de luz cada vez que se
incorpora un nucledtido; producen una imagen que se analiza para proporcionar
flujogramas que, una vez interpretados por el ordenador, devuelven las secuencias
de nucledtidos. El primer modelo comercial, el GS20, era capaz de secuenciar hasta
20 millones de bases en 4 horas (1 milldn de secuencias de 250 bases). Mejorando
simplemente la cinética de la reaccidn quimica de secuenciacidn, en el afio 2007
aparecié el modelo GS-FLX, capaz de producir hasta 100 millones de bases en un
tiempo similar y en 2009 el GS-FLX-Titanium que genera secuencias clonales de
400-600 bases, duplicando la efectividad del modelo anterior. En 2011 aparecid el
GS-FLX Titanium plus que proporciona secuencias clonales de un tamafio de 800-
1000 bases. La longitud de las lecturas generadas se acerca a las obtenidas por el
método de Sanger, lo que las convierte en ideales para la secuencia de genomas de
novo. Al mismo tiempo, otras 2 compafiias desarrollaron otro tipo de tecnologias
para la secuenciacion masiva en paralelo del ADN. El sistema Illumina (Illumina, Inc,
San Diego, CA) utiliza un método basado en la polimerizacién del ADN, donde en

primer lugar, se realiza un fraccionamiento del genoma, seguido de una
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amplificacién clonal de fragmentos de ADN sobre la superficie solida de una celda
de flujo. El ADN es secuenciado a través de la polimerizacion con deoxinucledtidos
fluorescentes (103). La 32 tecnologia es SOLID (Sequencing by Oligonucleotide
Ligation and Detection) comercializada por Applied Byosystems (Applied
Byosystems, Carlsbad, CA). Esta tecnologia secuencia por ligacién de octameros
marcados de secuencia conocida a la cadena de ADN, con la posterior deteccién de
la sefial fluorescente emitida tras cada ligacidn. El sistema SOLID usa una PCR en
emulsion para enriquecer el ADN clonal fijado a microesferas. Las esferas se
transfieren a un chip de flujo, y el ADN se secuencia por ligacion con cebadores
fluorescentes. Estas 2 tecnologias generan millones de secuencias cortas (50-100
bases). Estos métodos son adecuados para resecuenciacion cuando una secuencia
de referencia esta disponible (genoma humano o transcriptoma) y la longitud de
lectura es suficiente para identificar un gen conocido. También se pueden utilizar
para identificar sustituciones individuales en genes virales, tales como las asociadas
con resistencia a drogas. Sin embargo, las lecturas cortas no se pueden utilizar para
establecer “linkage” entre sustituciones ubicadas en la misma secuencia, que son
requeridas para estudios de resistencia viral. Otras tecnologias en desarrollo
incluyen al lon Torrent (Applied Biosystems), en la cual la emulsién de PCR de los
amplicones se carga en un chip semiconductor, la adicién de nucleétidos durante la
reaccion de polimerizacidn genera iones H*, que inducen cambios locales de pH que
se detectan y se miden (104). La tecnologia PacBioRS (Pacific Biosciences,
GenProbe, Menlo Park, CA) en la cual el ADN sin amplificar de la libreria de simple
se transfiere a un sistema Optico que amplifica las senales fluorecescentes
formadas por cada moléculas de ADN clonal, procesado por miles de moléculas de
polimerasa (105). El proceso mas novedoso, y que esta en desarrollo, tiene que ver
con el uso de nuevos materiales (el grafeno) que utiliza la tecnologia Nanoporo
(Oxford Nanopore), cuyo objetivo es secuenciar moléculas individuales sin
amplificar ni manipular. Esta técnica utiliza cargas eléctricas para impulsar en un
chip de Silicon, cadenas de acidos nucleicos a una velocidad constante a través de
nanoporos de 50 nandmetros. Luego 2 electrodos miden la magnitud de corriente

proveniente de cada base que pasa a través del nanoporo de manera que cada
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nucleétido que atraviesa el nanoporo genera un cambio de corriente diferente.

Estas tecnologias estdn en constante evolucién y han revolucionado el concepto de

secuenciacion -
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3 ESTUDIO 1:"EFFECT OF BOTTLENECKING ON EVOLUTION OF THE
NONSTRUCTURAL PROTEIN 3 GENE OF HEPATITIS C VIRUS DURING
SEXUALLY TRANSMITTED ACUTE RESOLVING INFECTION”

3.1 Hipétesis:

Las parejas sexuales de pacientes infectados con el VHC, presentan a menudo
respuestas especificas de células T en ausencia de seroconversion, sugiriendo la
resolucion espontdnea de la infeccion. El riesgo bajo de persistencia del virus
después de la exposicidn sexual podria estar relacionado con la transmision de un

numero limitado de particulas virales (“genetic bottleneck”).

3.2 Objetivo:

El objetivo fue el estudio de la diversificacion de la secuencia del gen NS3 en
un paciente con infeccién crdnica y las caracteristicas de las quasiespecies virales
antes y después de la transmisidon en un hospedador nuevo, su pareja, que
desarrollé una infeccién aguda con resolucién espontanea, mediante secuenciacién

clasica por Sanger.

3.3 Resumen:

Alrededor del 20% de los pacientes expuestos al VHC resuelven
espontaneamente la infeccidn. La recuperacion es mds comun entre los pacientes
con hepatitis aguda y que se han infectado por indculos pequefios, como los
producidos por pinchazos accidentales, uso de drogas intravenosas y por transmisién
sexual (56-58;60). Asi, una complejidad menor de la quasiespecies viral resultante de
indculo pequefio que ha pasado por un fendmeno de “cuello de botella genético” se
ha asociado a una mayor tasa de resolucién espontanea. La transmision sexual del
VHC es un tema que genera controversia. Sin embargo, evidencias de estudios de

parejas regulares de pacientes por VHC han demostrado que existe un riesgo bajo de
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transmisién por VHC, y una posible razén podria ser la presencia de ARN del VHC en
el semen en un nivel reducido (<200copias/ml-(107). En el estudio 1 que se adjunta,
se analizd un caso en que el VHC se transmitidé de un paciente con infeccidn crénica
por VHC (denominado paciente A) a su pareja (paciente B), después de la eliminacién
de un dispositivo intrauterino, causante de lesiones vaginales y que probablemente
facilité la transmisidon del VHC del semen a la sangre. A partir de las muestras de
suero de ambos pacientes, obtenidas lo mas cerca posible del momento de la
transmisién (septiembre/octubre 1998), se analizaron 12 clones tanto del paciente A
(VHC crénico) como del paciente B (infeccion aguda) con la técnica de clonacion-
secuenciacion por Sanger. La comparacion de los parametros de quasiespecies en el
aislado del paciente A comparado con el aislado de su pareja (paciente B), revelé una
heterogeneidad elevada y una proporcién baja de mutaciones no-sinédnimas en la
muestra origen. El drbol filogenético consenso construido con secuencias
nucleotidicas promedio consecutivas del paciente A y 24 clones de ambos pacientes
mostré que todas las secuencias del paciente B se agruparon con el clon A3
(procedente del paciente A-VHC cronico), esto sugiere un fendmeno de cuello de
botella durante la transmision. La drdstica reduccidon en el niumero y diversidad de
las particulas infecciosas que originan la infeccion después de la exposicion sexual al
VHC, junto con la reducida adaptabilidad de los genomas de muestras aleatorias con
mutaciones deletéreas, podrian ser causantes de la limitacion de la generacion de
mutantes capaces de superar la presidn selectiva ejercida por la respuesta inmune
innata y adaptativa en el nuevo hospedador. La caracterizacion de las poblaciones
virales en el origen de la infeccion, y también durante la progresién hacia cronicidad
es una informacion fundamental para la comprension de la patogénesis y el disefo
de vacunas. En este trabajo se midié la tasa global de fijacion de mutaciones o tasa
de evolucidn a partir de la secuencia directa del producto de PCR de 5 muestras
secuenciales de suero del paciente A (1993, 96, 97, 98, 2001). La tasa global de
fijacion de mutaciones o tasa de mutacidn, estimada por el analisis de regresién de
las secuencias consenso de mas de 8 afios, fue de 1,5x10’3 mutaciones/nt/afio, una
tasa relativamente estable con pequefias fluctuaciones entre las muestras. Las

limitaciones técnicas en el estudio de poblaciones complejas en el tiempo en que se
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inicié el trabajo y la reciente aparicion de las técnicas de “high-throughput” han
inducido a estudiar con mas profundidad este trabajo que se presenta en el estudio

3.
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Sexual partners of patients infected with the hepatitis C virus (HCV) often have detectable HCV-specific
T-cell responses in the absence of seroconversion, suggesting unapparent, spontaneously resolving infec-
tion. To determine whether differences in the evolutionary potential of bottlenecked inoculum may explain
the low rate of HCV persistence after sexual exposure, we have investigated changes in the entire HCV
nonstructural 3 (NS3) gene over time in a chronic carrier and compared his viral quasispecies with that
of the acute-phase isolate of his sexual partner, who developed acute resolving hepatitis C. The overall rate
of accumulation of mutations, estimated by regression analysis of six consecutive consensus NS3 se-
quences over 8 years, was 1.5 X 1077 mutations per site per year, with small intersample fluctuations
related to changes in environmental conditions. Comparison of quasispecies parameters in one isolate of
the chronic carrier with those of the acute-phase isolate of the infected partner revealed a higher
heterogeneity and lower proportion of nonsynonymous mutations in the former. All NS3 sequences from
the acute-phase isolate clustered with a single sequence from the chronic isolate, despite complete HLA
mismatch between the patients, suggesting bottlenecking during transmission. The low risk of viral
persistence after sexual exposure to HCV may be related to the selection of a limited number of viral
particles carrying a particular combination of mutations which may further limit the potential of a
relatively homogeneous quasispecies to rapidly diversify and overcome the immune response of the
exposed host.

About 20% of patients exposed to hepatitis C virus (HCV)
spontaneously resolve their infection. Recovery appears to be
more common among patients with clinically evident acute
hepatitis (61) and in those exposed to small inocula such as
those produced by accidental needle sticks, intravenous drug
use, and sexual transmission (26, 44, 45, 52, 66). In fact, a
significant proportion of individuals with these kinds of expo-
sure develop HCV-specific cellular immune responses in the
absence of detectable viremia or antibody seroconversion (3,
29, 31, 57), and experimental evidence that low infective doses
induce T-cell responses has been reported for the chimpanzee
(58). Although the precise determinants of viral clearance or
persistence are not well understood, a significant association
has been found between a broad and sustained HCV-specific
T-cell response and viral clearance in acute hepatitis C. At the
CD4 T-cell level, such a response is directed especially against
nonstructural proteins, and highly conserved immunodomi-
nant epitopes within nonstructural protein 3 (NS3) have been
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d’Hebron 119-129, 08035 Barcelona, Spain. Phone: 34 934894028/
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identified, suggesting a key role of NS3-specific CD4" re-
sponses and spontaneous recovery (5, 10, 25, 51).

HCV is an enveloped, single-stranded, positive-sense RNA vi-
rus belonging to the Flaviviridae family, genus Hepacivirus. Tts
9.6-kb genome encodes a single polyprotein of about 3,011 amino
acids, which is cleaved into three structural and six nonstructural
proteins. The nonstructural proteins NS2 to NS5B are involved in
polyprotein processing and viral replication. The product of the
NS3 gene is a protein of 67 kDa which includes two domains, a
serine proteinase that comprises the 189 N-terminal amino acids
and a helicase-nucleoside triphosphatase domain spanning the
442 C-terminal amino acids (43). Like most RNA viruses, HCV
evolves rapidly due to high mutation rates and high-level viral
replication through an error-prone RNA polymerase without
proofreading capacity. Consequently, in the infected individual,
the viral population is composed of a complex mixture of different
but closely related genomes known as quasispecies (37), whose
shape is subject to continuous changes due to competitive selec-
tion of continuously arising mutants (13, 14, 19, 20, 27, 28, 59).
The quasispecies nature of HCV is thought to play a central role
in the establishment of persistence overwhelming innate and
adaptive immune responses during acute infection. Once persis-
tence is established, spontaneous recovery does not occur and
eradication requires effective antiviral therapy. Among the nu-
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FIG. 1. Representative changes in ALT (solid line) and HCV viral load (dashed line) in patients A and B. Arrows indicate samples obtained
for sequencing. The gray area indicates the antiviral treatment period for patient A (February 1996 to March 1997). IFN+Rbv, interferon plus

ribavirin.

merous implications of the quasispecies structure for the biology
of RNA viruses, one predicts relevant effects of genetic bottle-
necking. Because of the extreme heterogeneity of the viral pop-
ulation, especially during persistent infection, any genome sam-
pled at random from a mutant spectrum is likely to harbor
deleterious mutations relative to the consensus, thus generating
progeny with decreased fitness (12, 17, 21). The observation of
fitness decrease after bottlenecking events agrees with a genetic
principle known as “Muller’s ratchet” (38). Muller’s ratchet de-
scribes the accumulation of deleterious mutations and overall
fitness loss that occurs after repeated genetic bottleneck, and its

operation has been demonstrated in several viral species (6, 7, 12,
18, 22). It has been recently reported that in addition to causing
fitness loss, genetic bottlenecks may also compromise the capacity
of a viral population to adapt (39). In this regard, the overall
decrease in mutant frequency associated with bottlenecking trans-
mission of a virus might limit the potential of the randomly sam-
pled virus to overcome innate and adaptive immune responses in
the new host and its ability to establish persistence.

In the current study, we have examined the sequence diver-
sification of the NS3 gene in a chronically infected patient and
the characteristics of the viral quasispecies before and after
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fransmission into a new host who developed acute resolving
infection.

MATERIALS AND METHODS

Patient A was a 28-year-old man with a history of intravenous drug use who
was found to be anti-HCV positive at the time of a volunteer blood donation in
1993 and has been prospectively followed since that time. He had persistent
HCV infection with a genotype la and a viral load of 10° TU/ml. He had
petsistently elevated alanine aminotransferase (ALT) levels (mean, 178 IU/ml),
and liver biopsy showed moderate chronic active hepatitis. He received treat-
ment with interferon and Ribavirin for 12 months (between February 1996 and
March 1997), with a transient biochemical but no virological response. A repeat
liver biopsy performed in March 1998 showed no change in inflammatory or
fibrosis scores. As shown in Fig. 1, five sequential serum samples obtained be-
tween October 1993 (A-10/1993) and May 2001 (A-5/2001) were used for direct
PCR sequencing, and one sample (A-10/1998) was used for sequencing multiple
clones. The HLA type II haplotype of patient A was DR1, DR15 (DRBL* 0102,
1501); DR51 (DRB5*), DQS, DOG6 and type I A2, A28 (A*0201, 6802); B7, B14
(B*0702, 1402); and Cw7, Cw8 (Cw*0702,0802).

Patient B, a 26-year-old woman, was the sexual partner of patient A, and had
been a regular blood donor whose last donation in December 1997 was anti-
HCV negative. In August 1998 she developed acute symptomatic hepatitis C
(peak bilirrubin, 7 mg/dl; peak ALT, 1,705 IU/liter) as evidenced by anti-HCV
seroconversion and presence of high-titer HCV RNA subtype la. The episode
occurred around 7 weeks after unprotected sexual intercourse with patient A,
shortly after removal of an intrauterine device due to vaginal bleeding. We have
previously reported molecular phylogenetic data demonstrating that patient A
was the source of the infection (48). Patient B normalized ALT levels within 6
weeks and cleared HCV RNA 8 weeks after onset of symptoms. HCV RNA has
remained undetectable and ALT levels strictly normal to date. As shown in
Fig. 1, a sample obtained during the acute phase of symptomatic hepatitis in
patient B (B-9/1998) was used for cloning and sequencing. The HLA type II
haplotype of patient B was DR4, DR11 (DRB1* 0402, 1101); DR52 (DRB3* 02);
DRS53 (DRB4*); DQ3, DQ3; and type I A66, A6Y (A*6601, 6901); B41, BS5
(B*4102, 5501); and Cwl (Cw*0102,1701).

RNA extraction and nested RT-PCR. RNA was extracted from 200 jul of serum
by using Amplicor HCV specimen preparation kit v2.0 HCV-PREP (Roche,
Basel, Switzerland). The measures to prevent contamination suggested by Kwok
and Higuchi were strictly applied (32).

For a long reverse transcription-PCR (RT-PCR) product, 1/20 of the extracted
RNA (10 pl) was first denatured for 5 min at 70°C and kept on ice until used for
c¢DNA production. RT was carried out for 60 min at 42°C, followed by a 15-min
incubation step at 70°C (GeneAmp 2700 PCR system; Applied Biosystems,
Foster City, CA), using 50 U Moloney murine leukemia virus RT H— point
mutation (200 U/pl; Promega, Madison, WI), 20 U RNasa inhibitor (40 U/pl;
Promega, Madison, WI), 10 mM each deoxynucleoside triphosphate (Roche,
Basel, Switzerland), 20 pmol of antisense PCR primer MNS3dout (5'TAGGAT
CCAGGCAGCGTTGACAAGCCCGCCA3'), and 1% buffer from high-fidelity
Pfu Turbo DNA polymerase (Stratagene, San Diego, CA) in a final volume of 20

pl. Then, 80 pl of PCR mix containing 1X Pfi Turbo buffer, 20 pmol of sense
primer MNS3upout (5’ATGAATTCAGATACCGCCGCGTGCGGTGACAT3'),
and 2.5 U Pfu Turbo DNA polymerase were added to each tube. After an initial
step of denaturation for 2 min at 95°C, five initial cycles of 30 s at 94°C, 30 s at
55°C, and 2 min at 72°C were done, followed by 35 cycles of 30 s at 94°C, 30 s at
60°C, and 2 min at 72°C and finishing with a single final step of 10 min at 72°C.
A product of 2,399 nucleotides was obtained.

Five microliters of the obtained product was used for nested PCR using
internal primers Plup (up) (5’ATGGATCCATGGCGCCCATTACGGCGT
ACGCCCAG3') and P1893d (down) (5'GTAAGCTITTACGTGACGACC
TCCAGGTCAGCCGACATY'). The nested PCR mix consisted of 1X Pfu
Turbo buffer, 10 mM each deoxynucleoside triphosphate, 20 pmol internal prim-
ers, and 2.5 U Pfu Turbo DNA polymerase in a final volume of 100 ul. After a
single denaturation step of 2 min at 95°C, we carried out 30 cycles of 30 s at 95°C,
305 at 60°C, and 2 min at 72°C and then a final single step of 10 min at 72°C. The
amplified product of 1,915 nucleotides, including the NS3 region of 1,893 nucle-
otides (631 amino acids) and two short sequences for restriction enzymes at the
5" end (BamHI) and the 3" end (HindIII), was analyzed on a 2% agarose gel
stained with ethidium bromide. PCR products were purified using the Geneclean
Turbo for PCR system (Qbiogene Montreal, Canada) for cloning and/or se-
quencing.

Cloning and sequencing. Nested PCR products from samples A-10/1998 and
B-9/1998 were cloned into the pcR-4Blunt TOPO plasmid by using the Zero
Blunt TOPO PCR cloning kit in TOP10 Escherichia coli cells (Invitrogen, Carls-
bad, CA), taking advantage of the fact that the Pfu DNA polymerase is devoid
of terminal deoxynucleotidyl transferase activity and generates blunt-ended PCR
products exclusively.

Overlapping primers in both directions (up and down) (Fig. 2) were used to
obtain the complete NS3 sequence of 1,893 nucleotides from either PCR prod-
ucts or cloned fragments. Consensus sequence was obtained by direct sequencing
of the nested PCR products. We used the Abi Prism BigDye terminator version
1.1 kit (Applied Biosystems) and analyzed the product with the Abi Prism 310
genetic analyzer (Applied Biosystems, Foster City, CA).

Sequence nomenclature. Clonal sequences are identified as A or B plus clone
number, with A corresponding to the chronic carrier and B to the acute resolving
infected partner. Consensus sequences from direct sequencing of PCR products
are specified as A or B plus the month and year when the corresponding sample
was obtained.

Sequence analysis. Nucleotide sequences were aligned by means of the
CLUSTALW program (24). Phylogenetic analysis was carried out using the
PHYLIP package (23) as follows: a bootstrap analysis was performed with 10,000
replicates, and data were analyzed by parsimony and distance methods that
generated 10,000 trees. The consensus phylogenetic tree was drawn using Tree-
view v1.6.5 (50).

Evolution of NS3 consensus sequence. The rate of accumulation of mutations
was calculated as the number of nucleotide or amino acid mutations fixed per
total number of nucleotides or amino acids analyzed per unit of time (in years)
by comparing each sequence with both the most ancient one (1993) and its
immediate predecessor. In both cases, the rate of fixation of mutations was
inferred after regression analysis. The slope reflects the unit increase in substi-
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FIG. 3. (a) Nucleotide mutations per nucleotide position for each consecutive sample plotted against the year the sample was collected and
used for regression analysis. (b) Representation of genetic distances between consensus nucleotide sequences from consecutive samples in patient
A and an acute-phase sample from patient B. IFN+Rb, interferon plus Ribavirin.

tutions over time, and once divided by the number of nucleotides analyzed
(1,893), it represents the rate of fixation of mutations per site and per year (35).

Genetic distance was calculated at the nucleotide and amino acid levels using
the DNASP program following Jukes and Cantor algorithms which average the
number of nucleotide substitutions per site between populations, considering
each sample as a population (53).

HCV population parameters. The complexity of viral quasispecies (a quanti-
tative estimate of the genetic information contained in the viral population) was
evaluated according to two parameters: mutation frequency (Mf) and the ratio of
nonsynonymous (dn) to synonymous (ds) mutations (dn/ds ratio). Mf was calcu-
lated as the total number of nucleotide or amino acid mutations relative to the
consensus sequence of each sample divided by the total number of nucleotides or
amino acids sequenced. Heterogeneity of the quasispecies increases as Mf in-
creases (11). The dn/ds ratio (where dn is the frequency of nonsynonymous
substitutions per nonsynonymous site and ds is the frequency of synonymous
substitutions per synonymous site) was used as an estimate of differences in the
type of pressure exerted on the evolving quasispecies (34, 36).

Quantitation of nucleotide misincorporation with Pfu DNA polymerase. To
minimize misincorporation errors during PCR amplification, we used the high-
fidelity DNA polymerase Pfu (Stratagene, San Diego, CA), which, under the
conditions used, has a reported error rate of between 1.3 X 107° (8) and 6.5 X

1077 (2). After 70 cycles of amplification, the expected number of mutations in
the worst reported case is one error in 9.1 X 10° nucleotides sequenced. In our
study, after sequencing 45,432 nucleotides, the expected number of errors due to
Pfu is 0.5. In addition, a control study has been carried out, in which one of the
clones (1,893 nucleotides) of known sequence was subjected to 70 additional
cycles of PCR in 20 independent amplifications. No mutations were detected
after analyzing 8,140 nucleotides. This result improves our previous estimates of
the misincorporation rate when using a more error-prone polymerase, Tag DNA
polymerase (Perkin-Elmer) (1/5,451 and 2/9,964) (4, 37), and confirms that most
of the observed heterogeneity was independent of artifacts during the amplifi-
cation procedure.

Statistical analysis. We compared population parameters of viral quasispecies
from patient A with those of quasispecies from patient B. Normal distribution of
quantitative variables was assessed by use of the Kolmogorov-Smirnoff test. Contin-
uous variables were expressed as mean and standard deviation or median and
interquartile range and compared by use of the 7 test or Mann-Whitney U test.
Categorical variables were compared by the chi-square test with Yates correction or
Fisher's exact test. All P values were two-sided, and differences were considered
statistically significant when the P value was <0.05. Linear regression and data
analysis were performed using SPSS version 11.0 for Windows.
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TABLE 1. Population parameters of quasiespecies of chronic-phase
sample A-10/1998 from patient A and acute-phase
sample B-9/1998 from patient B

Nucleotides Amino acids
Patient Propgfrtion No. of Proportion No. of
mutations mutations
sequences sequences
A 1/12 22 1/12 4
1/12 21 1/12 3
1/12 19 1/12 2
1/12 12 712 1
1/12 7 2112 0
2112 5
1/12 4
412 3
Median (interquartile 0.5 (4.5-20) 2+071
range) or mean * SE
B 1/12 7 2112 3
/12 5 2112 2
1/12 4 5/12 1
312 3 312 0
3/12 2
3/12 0
Median (interquartile 3.5(2-5) 1.5 £0.65
range) or mean = SE
P value 0.043 0.626
Nucleotide seq accessi bers. The 30 nucleotide sequences gener-

ated in the present study are identified at GenBank with accession numbers
DQ068178 to DQO68207.

RESULTS

Evolution of the NS3 consensus sequence in patient A
over 8 years. Analysis of consecutive consensus nucleotide
sequences in patient A revealed that 7 mutations appeared and
were fixed, while 13 substitutions were only temporarily pre-
dominant (data not shown). One mutation (C4782T), after
being predominant in 1996, disappeared from subsequent con-
sensus sequences but was still present in some clones in the
A-10/1998 sample, indicating its maintenance in the evolving
quasispecies as a minority component. Similarly, comparison
of the deduced amino acid sequences evidenced changes that
were temporarily predominant and then either negatively se-
lected or overtaken by other variants, as well as amino acid
substitutions which appeared and became fixed in the consen-
sus of all subsequent samples.

As shown in Fig. 3a, the rate of fixation of mutations in the
NS3 gene based on regression analysis of sequential samples
obtained over the entire 8-year interval was 1.5 X 10~ muta-
tions/site/year, similar to that previously reported for NS3
when calculation were done by comparing two time points
(1.33 % 1077) (41). The intersample genetic distance of the
consensus sequences is shown in Fig. 3b. A 1.7-year interval of
relative stasis coinciding with the period of antiviral treatment,
during which the viral load decreased by about 1 log unit (from
2.8 X 10° to 1.7 x 10° TU/ml), can be seen, followed by a
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marked increase in genetic distance between the two consec-
utive samples obtained after treatment discontinuation. As
expected, the highest intersample genetic distance corresponds
to the sequence obtained in the newly infected host (sample
B-9/1998).

Comparison of viral quasispecies in the chronic carrier and
infected sexual partner. In patient A, 107 nucleotide mutations
were found in the twelve clones from sample A-10/1998
(Table 1). The maximum nucleotide difference between clones
was 10%, and no master sequence was identified. Only 16
(15%) of the 107 nucleotide substitutions were nonsynony-
mous. At the amino acid level, a master sequence represented
by two identical clones was present. As shown in Fig. 4, of the
16 amino acid changes, 7 occurred within or flanking known
CD4 or CD8 T-cell epitopes (9, 10, 62), 8 occurred in unknown
functional regions, and 1 drastic mutation (A1349D) occurred
in the well-conserved TATPP switch region of the helicase
domain (65).

In patient B, a master sequence was detected at the nucle-
otide and amino acid levels, representing 25% of the clones
which were identical to the consensus sequence (Table 1 and
Fig. 4). Altogether, 31 nucleotide mutations were found within
the 12 clones, with a maximum 3.7% difference between
clones. In this patient, 15 (48%) of the nucleotide substitutions
were nonsynonymous and most amino acid changes (67%)
occurred in the proteinase domain. Nine changes occurred
within known or flanking CD4 or CD8 T-cell epitopes (9, 10,
62), five occurred in unknown functional regions, and one
(R1490K) occurred in a very well conserved residue of the
nucleotide triphosphate binding motif VI, which has been re-
ported to be essential for helicase activity (49).

The complexity of the viral quasispecies at the nucleotide
level was significantly greater in the chronic carrier than in the
partner with acute resolving hepatitis, when considering both
the median number of mutations per sequence and the overall
mutation frequency (Table 1). The difference was not signifi-
cant at the amino acid level. Reduction in genetic diversity in
the quasispecies of patient B was evident when synonymous
sites were compared (ds), but no difference in viral diversity
was apparent when nonsynonymous mutations (dn) were com-
pared (Table 2).

Sixteen nucleotide substitutions (including the above-men-
tioned C4782T substitution) which were present in at least one
of the clones of the A-10/1998 quasispecies (clone A3) became
predominant in the viral population of patient B (B-9/1998)
but were not present in subsequent consensus sequences from
patient A. As shown in Fig. 4, a signature pattern of three
amino acid substitutions simultaneously present in the A3
clone of the A-10/1998 quasispecies became predominant in
the viral population of patient B. In addition, the consensus
phylogenetic tree constructed with consecutive average nucle-
otide sequences from patient A and the 24 individual clones
from both patients (Fig. 5) clearly showed that all sequences
from patient B clustered with clone A3 from A-10/1998, sug-
gesting a major role of this particular clone in the generation of
the viral quasispecies in patient B.

Despite the low error rate of the Pfu DNA polymerase, we
cannot rule out the possibility that some individual mutations
identified in the present study were in fact misincorporation
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FIG. 4. Sequence alignment of the complete 631 amino acids of NS3 in 12 clones of patient A close to the time of transmission to patient B
(sample A-10/1998, clones Al to A12) and in 12 clones from patient B (B-9/1998, clones B1 to B12). Dots indicate residues identical to those of
the consensus sequences. Arrowheads indicate amino acid changes in the consensus sequences of patients A and B. Reported HLA class 1
A-restricted epitopes are underlined, and B-restricted epitopes are shown in italics. HLA class TI-restricted CD4 epitopes are indicated between
vertical lines and labeled according to published reports (9, 10, 62).



3. ESTUDI QRS

VoL. 79, 2005 EFFECT OF BOTTLENECKING ON EVOLUTION OF HCV NS3 GENE 151!

< P14 >1260

1281<C pl28 1300 1321 p132
1248 <7 A > 1267 |29]< p1 > 1310

» 220 | « 200 ‘ 260 * 280 | * 300
Aconsensus: HLHAPTGSGKSTKVPAARYAAQGYKVLVLNPSVAATLGFGAYMSKAHGIDPNIRTGVRTITTGSPITYSTYGKELADGGCSGGAYDIIICDECHSTDATSI : 300
BT T : 300

A3 A2

* 220 * 240 * 260 * 280 * 300
Aconsensus: HLHAPTGSGKSTRVPAAYAAQGYKVLVLNPSVAATLGFGAYMSKAHGIDPNIRTGVRTITIGSPITYSTYGKFLADGGCSGGAYDITICDECHSTDATSI : 300
Alclone : . . . : 300
AZclone PN : 300
A3clone H e i : 300
Adclone : ;300
ASclone : 300
Abclone : 300
ATclone : 300
A8clone : 300
AYclone : 300
AlOclone : 300
Allclone : 300
Al2clone : 300

* 220 * 240 * 260 * 280 * 300
Beonsensus: HLHAPTGSCKSTKVPAAYARQGYKVLVLNPSVAATLGFGAYMSKAHGIDPNIRTGVRTITTGSPITYSTYGKFLADGGCSGGAYDIIICDECHSTDATSI : 300
Blclone : : 300
B2clone ;300
B3clone : 300
Bdclone 1 300
B5¢clone 1 300
Bé6clone ;300
B7clone : 300
B8clone 1 300
B%clone 1 300
BlOclone 1 300
Bliclone : 300
Bl2clone + 300

p132 > 1340 1384 Thl >>1401 1411< pi#
1388 < B {407

> 320 * 340 * 80 | * 380] * 400
Aconsensus: LGIGTVLDQAETAGARLTVLATATPPGSVTVPHENIEEVALSTTGE [PFYGKALPLEAIKGGRALIFCHSKKKCDELAAKLVALGYNAVATYRGLOVSVI : 400
B Ta o= T : 400

B35 A24 B8 A2

* 320 * 340 * 360 * 380 * 400
Aconsensus: LGIGTVLDQAETAGARLTVLATATPPGSVIVPHPNIEEVALSTIGEIPFYGKAIPLEAIKGGRHLIFCHSKKKCDELAAKLVALGVNAVAYYRGLDVSVI : 400
Alclone : : 400
A2clone : 400
A3clone : 400
Adclone : 400
ASclone : 400
Réclone : 400
Alclone : 400
A8clone 1 400
ASclone : 400
AlOclene ;400
Allclene : 400
Al2clone : 400

* 320 * 340 * 360 * 380 * 400
Beconsensus: LGIGTVLDOAETAGARLTVLATATPPGSVIVPHPNIEEVALSTTGEIPFYGKAIPLEAIKGGRHLIFCHSKKKCDELAAKLVALGVNAVAYYRGLDVSVI : 400
Blelone : : 400
BZclone : 400
B3clone : 400
Bdclone 1 400
B5clone : 400
Béclone : 400
B7clone : 400
B8clone : 400
BSclone : 400
EBlOclone : 400
Bllclone : 400
El2clone : 400

FIG. 4—Continued.
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Determinants of viral clearance or persistence after HCV e

exposure are not well defined but are likely to include both
viral and host factors. Among the former, it has been previ-
ously reported that genetic complexity is significantly higher in
transfusion recipients than in intravenous drug users, suggest-
ing that inoculum size influences emergence and development
of the new viral quasispecies (42). Among the latter, both
innate and adaptive immune responses are essential to keep
viral replication under control and eventually clear infection.
Transmission of HCV into a new host provides a unique op-
portunity to identify virus-related features associated with out-
come of infection. Recent reports have provided evidence of
positive Darwinian pressure leading to evolutionary changes
within T-cell epitopes recognized by the host as well as rever-
sion of prior escape mutants unrecognized by the new host (25,
30, 60, 63). Both selection and reversion of T-cell epitope

TABLE 2. Comparison of parameters of viral quasiespecies
complexity between patients A and B

Mutation frequency Genetic divergence

Patient
Nucleotides  Amino acids ds dn dn/ds
A 0.0047 0.0021 0.02681  0.00174 0.065
B 0.0021 0.0020 0.00468  0.00176 0.376
P value <0.001 1 <0.001 0.831 <0.001

9 For abbreviations and mutation frequency units, see Materials and Methods.
% P value refers to the comparison between patients A and B.

1000

FIG. 5. Consensus phylogenetic tree showing frequencies of >70%
in bootstrap analysis. Branch lengths are drawn to scale.

escape variants are influenced by their relative fitness cost to
the replicating quasispecies (1).

In the current study we evaluated evolutionary changes in a
relatively well-conserved genomic region of HCV encoding
essential enzymatic functions and known to contain a large
number of T-cell epitopes. As expected, during persistent in-
fection, the rate of fixation of mutations was relatively stable
despite the marked heterogeneity of the viral quasispecies. The
finding that mutation C4782T, which was predominant in 1996
but not in later samples, was still maintained as a minority
component in some clones in the A-10/1998 sample confirms a
feature of the dynamics of viral quasispecies, namely, that
because of perturbations in environmental conditions, both
master sequences and any given mutant distribution often have
a fleeting existence. It may also represent an example of the
molecular memory proposal in evolving RNA viral quasispe-
cies (54) in the form of genomes hidden in the mutant spec-
trum as a molecular record of the past evolutionary history of
the population. Molecular memory of viral quasispecies has
been documented for several genetic markers in several viruses
(16, 54-56). The presence of memory genomes in the mutant



3.ESTUDIO 1

15140 QUER ET AL.

spectrum of the evolving quasispecies is likely to represent an
advantage by providing a mechanism to respond efficiently to a
selective pressure that has been previously experienced by the
viral population.

When transmitted into a new host, a decrease in viral qua-
sispecies complexity was observed along with an increase in the
proportion of nonsynonymous mutations. These findings
should not be surprising during acute infection of a host with
a different HLA haplotype. Because of the cross-sectional na-
ture of the data, the significantly higher proportion of nonsyn-
onymous mutations in the viral quasispecies of patient B can-
not be interpreted as the result of positive selection and may
only suggest differences in the type of selection exerted on the
viral population in this patient. On the other hand, the excess
of synonymous mutations in the viral quasispecies in patient A
cannot be attributed to purifying selection, since in RNA vi-
ruses the RNA itself is an important part of the viral phenotype
and silent mutations may also be subject to selection (40).
Unexpectedly, however, the consensus sequence of the entire
NS3 gene at the nucleotide and amino acid level was almost
identical to that of a clone (A3) present in the infecting qua-
sispecies, despite the complete disparity in HLA class I and II
haplotypes between the patients and evidence of a strong im-
mune response to the protein in patient B as assessed by
gamma interferon enzyme-linked immunospot assay (data not
shown). Since viral load was not different, the extremely low
level of fixation of mutations after 7 weeks of infection can be
explained only by the effect of genetic bottlenecking. In this
regard, the drastic reduction in the number and diversity of
infectious particles starting infection, along with a reduced
adaptability of the randomly sampled genomes carrying poten-
tially deleterious mutations, might have restricted the genera-
tion of mutants able to overcome the selective pressure exerted
by the innate and adaptive immune responses in the new host
(39, 46, 47). Effects of genetic bottlenecks are stochastic and
hence unpredictable, and although bottlenecking may tend to
favor spontaneous resolution, persistent infection may also
enstue.

Genetic bottlenecks might operate in circumstances in which
HCV transmission occurs through exposure to a very small
inoculum. Male-to-female sexual transmission may be a good
example, since HCV RNA has been detected at very low levels
in semen (33, 64). Although sexual transmission of HCV has
generally been considered rare because of the low prevalence
of anti-HCV among sexual partners of long-term carriers, its
frequency may be much more common than originally thought.
Evidence of HCV-specific T-cell responses directed to non-
structural antigens in the absence of other markers of exposure
has been found in over 40% of sexual contacts of chronic
carriers in retrospective studies (3) and in more than 60% of
prospectively followed contacts of acute hepatitis patients (29).
In the case described here, the effective inoculum size might
have been relatively larger than usual because of vaginal mu-
cosal damage during removal of an intrauterine device, and the
sample of sequences starting infection were fit enough to over-
come innate immune responses and reach high-level replica-
tion. A strong adaptive immune response by the HLA-mis-
matched host subsequently led to acute symptomatic hepatitis
and eradication of a viral population unable to generate suffi-
cient diversity to overcome immune-mediated clearance.

I. VIROL.

In summary, our results suggest that genetic bottlenecking
during sexual transmission of HCV, with its associated reduc-
tion in viral diversity and potential presence of restrictive mu-
tations (6, 12, 38, 46), may help explain the higher likelihood of
spontaneous recovery after low-level HCV exposure and pro-
vide another example of how the quasispecies structure of
most RNA viruses may influence infection outcome (15).
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4 ESTUDIO 2:"NATURALLY OCURRING NS3-PROTEASE-INHIBITOR
RESISTANT MUTANT A156T IN THE LIVER OF AN UNTREATED
CHRONIC HEPATITIS C PATIENT”

4.1 Hipétesis

Las mutaciones de resistencia a antivirales del VHC son generadas
constantemente dentro de la quasiespecies de todos los pacientes con infeccién
crénica por VHC de manera natural. Estos mutantes aparecen como componentes
minoritarios en la poblacién viral de un paciente crénico antes del tratamiento. Se
estudiara la presencia de estos mutantes mediante clonacién-secuenciacién por

Sanger.

4.2 Objetivo

Estudio de la presencia de mutantes de resistencia a inhibidores de la

proteasa NS3 en un paciente VHC crdnico no tratado con estos antivirales.

4.3 Resumen

El tratamiento actual de la infeccidn por VHC consiste en la combinacion de
ribavirina con interferén pegilado, que conduce a una respuesta virologica
sostenida en aproximadamente el 30-45% de los pacientes infectados por VHC
genotipo 1. Dada la eficacia limitada del mismo y el desarrollo frecuente de efectos
adversos, se estan desarrollando tratamientos mas eficaces. Mas de 50 nuevos
antivirales (inhibidores de la proteasa NS3, NS5A y de la ARN-polimerasa NS5B),
globalmente designados DAAs (“Direct antiviral agents”), e inhibidores de proteinas

celulares esenciales en el ciclo bioldgico viral (ciclofilina B), estan actualmente en
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diferentes fases de estudios clinicos, algunos en fase Illl, que combinados con el
tratamiento estandar, han reportado resultados prometedores en pacientes con
VHC genotipo 1. La causa principal de fallo al tratamiento con estos inhibidores es
la aparicion de mutaciones de resistencia.

A partir del conocimiento de la enorme variabilidad que presenta el VHC, el
objetivo de nuestro trabajo fue buscar mediante clonacién y secuenciacién por
Sanger, si estos mutantes estaban presentes en la poblacidn viral de un aislado de
higado de un paciente crénico.

A partir de una biopsia hepatica de un paciente no tratado con inhibidores de
proteasa, se obtuvieron un total de 128 clones del dominio NS3-proteasa (567
nucledtidos) mediante la técnica de clonacidon-secuenciacién por Sanger. El estudio
confirmdé que es una regidon muy conservada, donde el 86% (110/128) de las
secuencias fueron iguales, representando una secuencia master que coincidié con
la secuencia consenso. El resultado principal fue la deteccion de una mutacién, el
cambio de una Alanina por una Treonina en la posicion 156 (A156T) en la
guasiespecies viral del paciente A, con una frecuencia cercana al 1%. La mutacién
A156T se ha descrito en la bibliografia que confiere niveles elevados de resistencia
a los inhibidores de NS3: telaprevir y boceprevir (aprobados para su uso en clinica).

La presencia de mutaciones que confieren resistencia a antivirales, en un
paciente, no tratado es una consecuencia directa de la continua generacién de
variantes, y este hecho representa un inconveniente importante en el tratamiento
de las enfermedades virales.

Estudios diferentes de secuenciacion directa han puesto de manifiesto
variantes resistentes como cepas dominantes preexistentes en las posiciones V36,
T54, R155, D168 Y V170 de la proteasa en el 0,2-2,2% de los pacientes (108-111). La
aparicion rapida de variantes resistentes durante el tratamiento con agentes
antivirales en monoterapia sugiere que estas cepas virales pre-existen en la
poblacién viral. Esto sugiere la necesidad de caracterizar el perfil de resistencia a
los agentes antivirales del VHC con el fin de aumentar la comprension de los

mecanismos de mutaciones de resistencia.
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Dada la limitacion de la clonacién y secuenciacidén por Sanger y la aparicion de
las técnicas de secuenciacidén de alto rendimiento, se analizo la poblacidn viral de
este paciente con una mayor profundidad y de otros aislados de pacientes con

infeccion por VHC en el estudio 3.
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Abstract

An increasing number of new hepatitis C virus NS3-protease inhibitors are being evaluated for the treatment of chronic hepatitis C. Treatment-
induced selection of mutants conferning resistance to protease mhibitors has been shown both in vivoe and in vitro. A specific mutation, A156T has
been shown to confer high-level resistance to several such agents (BILN2061, VX-950, SCH446211 (SCH6) and SCH503034). Here we report the
presence of the A156T mutation in close to 1% of NS3 sequences within the liver quasispecies ol a chronic hepatitis C patient never treated with

anti-NS3-protease inhibitors.
© 2007 Elsevier Inc. All rights reserved.

Keywords: HCV-NS3: Inhibitor; Mutant; Resistant; Untreated; Patient

Introduction

Hepatitis C virus (HCV) infection, affecting 3% of the human
population (210 million people worldwide), has become one of
the leading causes of chronic hepatitis, end-stage liver discase,
and hepatocellular carcinoma. (Quer and Esteban, 2005). Like
most RNA viruses, HCV evolves rapidly due to high mutation
rates and high-level viral replication through an error-prone
RNA polymerase lacking proofreading capacity. Consequently,
in the infected individual, the viral population is composed of a
complex mixture of different but closely related genomes known
as quasispectes (Martell et al., 1992) whose shape is subject o
continuous changes due both, to competitive selection of con-
tinuously arising mutants (Domingo and Holland, 1988, 1994;
Duarte et al., 1994; Eigen and Biebricher, 1988; Holland et al.,
1982, 1992; Steinhauer and Holland, 1987) and to cooperation

* Comesponding author. Liver Unit, Department of Internal Medicine,
Hospital Universitari Vall d’Hebron, Pg Vall d’Hebron 119-129, 08035
Barcelona, Spain. Fax: +34 934894032,

E-mail address: jquer@ir.vhebron.net (J. Quer).

0042-6822/8 - see front matter © 2007 Elsevier Inc. All rights reserved.
doi:10.1016/j.virol.2007.10.006

of variants with different phenotypes and fitness (Vignuzzi et al.,
2006). Among the numerous implications of the quasispecies
structure on the biology of RNA viruses, is that it predicts the
presence in any given patient of all possible genomic variants
carrying single nucleotide substitutions at cach position,
conditioned to the relative fitness of each individual mutant.
The presence in a single host of all single mutants and double or
triple mutants depends on the viral load (with 4 < 10* particles all
simple mutants would be represented, with 1.6 10? particles all
double mutants and 6.4 10" for all single, double and triple
mutants). With high-level HCV replication in the untreated pa-
tient (10'? new viral particles per day), point mutations at cach
position in the genome arise at least once every day, so po-
tentially resistant mutants are constantly being generated.
Currently, the most effective treatment of persistent HCV
infection involves the combination of the nucleoside analogue
ribavirin with pegylated interferon alpha, which leads to a
sustained virological response in ~50-55% of patients (less
than 40% of those infected with genotype 1 and over 80% of
those infected with HCV genotypes 2 or 3) (Fried et al., 2002),
(Manns et al., 2001). Because of the limited efficacy of this



4. ESTUDIO 2



4. ESTUDIQIZ N

(=]
L
L=

Rapid Communication

* 180 * 200 * 220 * 240

CTGTCTACCACGGGGCCGGAACAAGGACCATCGCGTCATCTAAGGGTCCTGTCATCCAGATGTACACCAATGTAGACCAA « 240
vesnans 1 240

: 240
: 240
: 240
3 240
1 240
: 240
: 240
1 240
: 240
: 240
: 240
1 240
: 240
: 240
: 240
: 240
: 240
: 240
240

: 240
: 240
: 240

CONSENSUS
MastLivO06
MutLivs

MutLiv3

MutLiv2 E
AE4-2006 :
AF11-2006 :
AH4-2008 :
Alb-2006 :
A2b-2006 :
A3b-2006 :
A6b-2006 :
ABb-2006 :
Al0b-2006 :
B2b-2006 :
B3iB-2006 :
B4b-2006 :
B6b-2006 :
B9b-2006 :
B12b-2006 :
C5b-2006

Cab-2006

D10b-2006
FBb-2006

F11b-2006
F12b-2006
G9b-2006

H10b-2006 :
HLZD=200E (5 e ivissamin i o0 v s e n e e e e ae e e o s e e R T AR E R TP e, 1]
BED=3008 5 anies i didnesiviies G A e e e R R AR RN PR R R SR R PP e 1]
BN = OINE  58 it o o oo oo 0 T o 0 o ) 0 T T 0 A B i RO MG e R + 240
DBT = DOOE U8 cobevi i oo 0o 0 0 L e b 0 B 0 o 0 N D 0 T 0 o e SR T e : 240
SC4-2006. 2 sswsverasiainses A W e wwaeaae e T A e wieae §240

1 240
@ 240
+ 240

240

» 260 * 280 * 300 * 320
GACCTCGTAGGCTGGCCCGCTCCCCAAGGTGCCCGCTCACTGACACCCTGCACTTGCGGCTCCTCGGACCTTTACCTGGT ¢« 320
e O TR aeaane e ae s s Lesaasa e s e ae s avawaa ot 320

CONSENSUS :

MastLivO06 :

MutLivs B A A A R e T e e e e B D
MutLiv3 E e e e e e e T T TP - .1
MutLiv2 :
RABL=20DE T e e e A O A A T o Y O A g 1 :+ 320
FUETA = UG T o vonin o ohm o 00 0 0000 0 ML A 0 T 00 S0 A e, 1 0 060 00 A o 4 0 T WA D 000 08 : 320
AHE-2008 2 cosvsnsvssnseussss b e A R R PR e : 320
BAlb=2006 & tosesrsverassnarssesssssserossssnasasonsssasssrsanssesestrasnssssensresasessnanass 3 320
AZb-2006 : :+ 320
A3b-2006 : : 320
A6b-2006 : : 320
A8b-2006 : : 320
Al10b-2006 : + 320
B2b-2006 : : 320
BiB-2006 :
B4b-2006 :
B6b-2006 :
BSb-2006 :
B12b-2006 :
C5b-2006 :
CB8b-2006 :
D10b-2006 :
FBb-2006 :
F1l1b-2006 :
F12b-2006 :
G9b-2006 :

H10b-2006 :

HIIB=2006 3 v s iemmeemiie dce e e i e e e e e e e e el e s e 05 320
BER=200E B ciwisrarsre s i oo ises oot o0 a0 o w0 A W0 o R AR TR o T T R L S R R R + 320
BIOBmRUOE & i o s iy o0 o s e (6 5 b 0 e e e b 0 00 000 0 G i 0 BN T : 320
SAT-2006
SC4-2006.

B L Y W TR TP S 11

: 320
:+ 320
:+ 320
: 320
: 320
: 320
: 320
: 320

320
: 320
: 320

320

S T T Y PR G SSp S p ENI PP - "1

B T T e R R T T veasesarasrasasassaanass 3 320

R e A T AT e R B ey wone i R SR e 2 328

Fig. | {continued )

1t, selective inhibitors of the enzymatic activity of non- Because the NS3 protease is essential for viral polyprotein
al proteins of the virus (NS3 protease, and NS5  processing and, hence, productive HCV replication (Kolykha-
-ase) have been developed. lov et al., 2000), several specific inhibitors (VX-950, SCH6 and
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“H503034) have been developed and are currently being  HIV protease inhibitors, resistance to these inhibitors was
-aluated in clinical trials (BILN2061 despite reducing viremia  expected to become a major drawback of these new antiviral
)0-1000 fold in patients during phase Ib clinical trial, proved ~ agents. Indeed, treatment with the new inhibitors may induce
rdiotoxic and its development was halted). However, as with  the appearance of resistant mutants which subsequently would
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gain a selective growth advantage over the existing wild-type
viruses and rapidly become dominant in the viral quasispecies.
This has been demonstrated both in vitro (Neyts, 2006) and in
vivo during phase 1l clinical trials (Sarrazin et al., 2007). Selective
pressure in the replicon system with BILN2061 resulted in several
drug-resistant single mutations: A156T, R155Q and D168V (Lu
etal., 2004); similar results have been reported with VX-950 for
which substitutions A156V/T/S, V36A/M, T54A and R155K/T
induced different degrees of resistance (Wohnsland et al., 2007),
and also with SCHS503034 for which mutations T54A, VI70A
and A156S conferred low to moderate levels of resistance to
SCH503034, while A156T in the replicon system resulted in
high-level resistance to this compound and also to the related
ketoamide SCH446211 (SCH6) (Yi et al., 2006; Tong et al..
2006a,b).

Here we report that sequences carrying the NS3-protease-
inhibitor resistant mutation A1567T, were already present (at a
frequency of 0.78%) within the liver of an HC V-infected patient
who had never been treated with any of these protease inhibitors.

Results

A total of 128 independent clones from the NS3-protease
domain (567 nucleotides cach) were obtained from the liver
biopsy of the anti-protease untreated patient. The population of
sequences at the nucleotide level was composed by a master
sequence that represented 70.31% (90/128), surrounded by a
cloud of mutants, one of them represented 3.91% (5/128),
another 2.34% (3/128), another 1.6% (2/128) and a group of
single mutants 21.9% (28/128) representing each one 0.78% (1/
128) (Fig. 1). The total number of individual mutations was 51
from a total of 72,576 nucleotides sequenced. The master and
consensus were identical.

At the amino acid level NS3-protease region was confirmed
to be a very well conserved region with 86% (110/128) of se-
quences equal, representing a master sequence that coincided
with the consensus one. The master sequence was surrounded by
three sequences with the same mutation that represented 2.3%
(3/128) of the population and 11.7% (15/128) of single point
mutants representing 0.78% each (Fig. 2). The total number of
mutations was 20 from a total of 24,192 amino acids studied.

The principal observation was the presence of mutation
A156T that exerts highly effective resistance in replicon system
studies to protease inhibitors BILN2061, VX950, SCH446211
and SCH503034 (Y1 et al.. 2006). In the mutant named Bob-
2006 the codon GCC (Ala) changed to ACC (Thr). Mutation in
this codon did not seem to be a rare event since another clone
B3b-2006 already had a single point mutation but in the third
position GCA (Ala) that does not generate an amino acid
change (Figs. 1 and 2).

Discussion

Appearance of mutants resistant to anti-NS3-protease treat-
ment has been reported in vitro using the replicon system and
during treatment, but the presence of such mutants in a patient
has not been shown before starting treatment. Here we report

that NS3-protease-inhibitor resistant mutant, A1567T, was al-
ready present at 0.78% in the infected liver of an HCV-infected
patient who had never been treated with any of these protease
inhibitors. Previous estimations of HCV production showed an
average of 1.3 % 10'2 HCV virions produced per day (Neumann
et al.,, 1998), with 4 to 25% (average of 14%) of the 210"
hepatocytes per liver had replicative-intermediate RNA (Chang
et al., 2000), and an average number of viral genomes per
productively infected hepatocyte of 33 (7 to 64) (Chang et al.,
2003). The total HCV genomic RNA in the liver has been
estimated to range from 1.3 10¥ to 1.3 10° RNA molecules
per ¢ of liver tissue. Following these estimations together with
our data that 0.78% of sequences are carrying the protease-
inhibitor resistant mutation A156T in our untreated patient, it
suggests that at the time of analysis, between | * 1001107
RNA molecules per gram of liver tissue may be carrying this
particular mutation, which is not negligible.

Mutation frequency is defined as the proportion of mutation
positions relative to the consensus nucleotide/amino acid se-
quence and it is calculated by dividing the number of mutations
relative to the consensus by the total number of nucleotide/amino
acid sequences. We compared the average mutation frequency of
the HCV NS3-protease region with mutation frequency in
previously described codons directly or indirectly involved in
drug resistance (amino acid V36, T54, R109, R155, A156, D168
and V170 and compensatory mutations Q86, P89 and G162). No
statistically significant differences were found. Average mutation
frequency and mutation frequencies found in residues of unknown
drug resistance was 0.7%107% at the nucleotide level and
0.83%10"* at the amino acid level, while mutation frequencies
at residues related to dmug resistance were 0.52x10 ° and
0.78 % 102 respectively. Therefore, since mutation frequencies at
the codons related to resistance are comparable to the average, it is
expected that, for statistical reasons, mutations will occasionally
affect the drug-resistant codons and relevant substitutions, as the
A156T mutation here reported, will appear by random mutation in
the absence of selection by the inhibitor. At present, we are not
able to differentiate whether naturally occurring A1S6T mutant
was replicating in the liver or was just a simple probabilistic recent
event during viral replication of the wild type.

The fact that sequence with mutation AIS6T represents as
much as 0.78% of the liver viral population despite the sig-
nificant reduction of HCV-NS3/4A catalytic efficiency, poly-
protein processing, and replication fitness (Tong et al.. 2006a)
requires further explanation. Fitness of a viral population de-
pends on multiple factors that are affecting viral replication
(from hepatocyte metabolism, to the immune pressure) and this
may be different from patient to patient and in vitro depending
on the cell culture conditions. It has been described that mu-
tations that largely compensate for fitness reduction often arise
(Escarmis et al., 1999). It has been recently reported that three
separate second-site mutations PS9L, Q86R, and G162R were
capable of partially reversing A156T defects in polyprotein
processing and/or replicon fitness without reducing resistance to
protease inhibitor (Yi et al., 2006). Our mutant A156T and also
all sequences isolated from liver of patient studied, had changes
at positions 89 and 86 (P89Q and Q86P). Since these two
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SC4-2006 100
S102STOP 5139 A156T E1738TOP
* 120 * 1?0 * 160 * 180
CONSENSUS : SSDLYIVTRHADVTPVRRRGDGRGSLLSPRPTSYLKGSSGGPLL.CPAGHAVGT FRARVCTRGVAKAVDFTPUEGLETTMRSPVFSDNSS @ 188
MastLiv06 : : 189 B86%
AE4-2006 : ;188 0.78%
AF11-2006 : : 189  0.78%
AH&-2006 ¢ 188 0.78%
A2b-2006 : 185 2.3%
A10b-2006 : : 189 0.78%
B3b-2006 : 189 0.78%
B4b-2006 1 183 0.78%
B6b-2006 . : 189 0.78%
C5b-2006 : 189 0.78%
C8b-2006 : : 189 0.78%
D10b-2006 : ¢ 188 0.78%
G9b-2006 : : 188 0.78%
H10b-2006 : : 189  0.78%
H12b-2006 - : 188  0.78%
SA7-2006 ;188 0.78%
SC4-2006 : 189 0.78%

Fig. 2. Alignment of the sequences that were different at the amino acid level. Dots indicate residues identical to those of the consensus sequence. The percentage at
which each sequence was present in the isolate is shown atthe end of each sequence. Dash indicates STOP mutation. Arrow caps indicate important amino acid changes
such as STOP codons, mutation A156T, mutations P89Q, Q86P and mutation DS1A that belongs to the catalytic triad H57, D81 and S139. Clonal sequences are
identified with the clonal descriptor and the year 2006 when liver biopsy of the chronic patient was obtained.

mutations have been fixed in the quasispecies of our patient, a
sclective advantage for the mutant carrying them may exist.
Taking all together, the most plausible explanation for the
presence in 0.78% of the viral population of A156T mutant is
that, mutations P89Q and Q86P might compensate for A156T-
associated fitness decrease. Therefore, the presence of putative
compensatory mutations in all viral liver sequences may have
facilitated the random appearance of the A156T mutant, which
might otherwise have been negatively selected in the absence of
protease-inhibitors treatment. The compensatory fitness effect
of these mutations however, would require in vitro confirma-
tion. On the other hand, originally described compensatory
mutations P8IL and Q86R along with the A156T, if present,
would require sequencing 6.4 x 10'* clones to be demonstrated,
in the absence of drug treatment.

The presence of drug-resistant RNA viruses from natural
isolates in untreated patients 1s not a rare event and has been
previously reported for several other viruses, specially in the
case of antiretroviral-resistant HIV-1 (Najera et al., 1995; Mohri
ct al., 1993), and including acyclovir-resistant herpes simplex
virus (Parris and Harrington, 1982), drug-resistant Citomegalo-

virus (Liu et al., 2000) and also lamivudine-resistant HBV
(Kobayashi et al., 2001). Preexistence of such drug-resistant
viruses in an untreated patient is a direct consequence of the
quasispecies structure of RNA viruses with the continuous gen-
cration of variants, and represents an important drawback in the
treatment of viral diseases (Duarte et al., 1994; Domingo and
Holland, 1992). In our study, mutation A156T confers high-level
resistance to drug inhibitors BILN2061, VX-950, SCH446211
and SCH503034. Therefore any combination therapy using only
protease inhibitors, is predicted to be inescapably deemed to
failure, opening important ethical considerations in monother-
apy treatments and suggest that compounds targeting different
regions should be used in combination (Domingo, 1989), to
decrease the likelihood of resistance, or in combination with
other antivirals like interferon and ribavirin.

Patients and methods
Patient A was a 28-year old man with a history of Intra-

venous drug use who was found to be anti-HCV positive at the
time of a volunteer blood donation in 1993, and prospectively
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followed since that time (Quer et al., 2003). He had persistent
HCV infection with a genotype la as confirmed by sequencing
of 5'UTR, E2PePHD and NS3 regions and a viral load in serum
of 10° IU/mL. A liver biopsy showed moderate chronic active
hepatitis and he received treatment with standard interferon and
ribavirin (IFEN+RBV) for 12 months (between February 1996
and March 1997) with transient biochemical but no virological
response. Subsequently, he had not been given further treat-
ment. He underwent a follow up liver biopsy in November 2006
and excess tissue not needed for routine histological assessment
was immediately embedded in RNA later (Ambion Cambridge-
shire, UK) for 24 h prior to criopreservation at —80 °C.

RNA-extraction, nested RT-PCR using pairs of primers
A5319ds 5'CAGGACGCCGCCAACGAGCACCCAY
A3349us S'TGACATCATCAACGGCTTGCCTGTTTC 3/, in-
temmal primers and A47us (up): S’GCGCCCATCACGGCG-
TACGCCCA3’ and p871ds (down): 5'GCATCCGTG-
GAGTGGCACTC3’, for nested PCR.

To minimize misincorporation errors during PCR amplifica-
tion, we used the high-fidelity DNA polymerase Pfu (Stratagene,
San Diego, CA, USA) which, under the conditions used, has a
reported error rate between 1.3 % 107% (Cline et al., 1996) and
6.5% 107 (Andre et al., 1997). After 70 cyles of amplification,
the expected number of mutation in the worse reported case 1s |
error in 9.1%10° nucleotides sequenced. In our study, after
sequencing 45,432 nucleotides, the expected number of errors
due to Pfu is 0.5. Besides, a control study has been carried out
and one of the clones (1893 nucleotides) of known sequence,
was subjected to 70 additional cycles of PCR in 20 independent
amplifications. No mutations were detected after analyzing 8140
nucleotides. This result improves our previous estimates of the
misincorporation rate when using a more error-prone polymer-
ase, Taq DNA polymerase (Perkin-Elmer) (1/5451 and 2/9964)
(Cabot et al., 2001; Martell et al., 1992), and confirms that most
of the observed heterogeneity was independent ofartifact during
the amplification procedure (Quer et al, 2005). GenBank
accession numbers for different sequences are EF613694 to
EF613725.

Acknowledgments

This work has been supported in part by the Spanish Ministry
of Science and Education grant SAF 2006-03681; the Fondo de
Investigaciones Sanitarias, Instituto de Salud Carlos 11, grant
P1061244, Fundacio Maratd TV3 052310 and FIPSE 36623/06.
M. Cubero has a predoctoral fellowship from Fundacio Marato
TV3 052310.

References

Andre, P, Kim, A., Khrapko, K., Thilly, W.G., 1997. Fidelity and mutational
spectrum of Pfu DNA polymerase on a human mitochondrial DNA se-
quence. Genome Res. 7, 843-852.

Cabot, B., Martell, M., Esteban, J.L, Piron, M., Otero, T., Esteban, R., Guardia,
1., Gomez, 1., 2001. Longitudinal evaluation of the structure of replicating
and circulating hepatitis C virus quasispecies in nonprogressive chronic
hepatitis C patients. I. Virol. 75, 12005-12013.

Chang, M., Marquardt, A.P., Wood, B.L., Williams, O., Cotler, S.J., Taylor, S.L.,
Carithers Jr., R.L., Gretch, D.R., 2000. In situ distribution of hepatitis C
virus replicative-intermediate RNA in hepatic tissue and its correlation with
liver disease. J. Virol. 74, 944-955.

Chang, M., Williams, O., Mittler, J., Quintanilla, A., Carithers Jr., R.L., Perkins,
I, Corey, L., Gretch, D.R., 2003. Dynamics of hepatitis C virus replication
in human liver. Am. J. Pathol. 163, 433-444.

Cline, J., Braman, J1.C., Hogrefe, H.H., 1996. PCR fidelity of pfu DNA
polymerase and other thermostable DNA polymerases. Nucleic Acids Res.
24, 3546-3551.

Domingo, E. (1989). RNA virus evolution and the control of viral discase. In
“Progress in drug research.” (Ed. Jucker Birkhauser Verlag, Ed.), Vol. 33,
pp. 93-133. Vol. XXXIII. Basel.

Domingo, E., Holland, I.I., 1988. High error rates, population equilibrium, and
evolution of RNA replication systems. In: Domingo, E., Holland, JI.J. (Eds.),
RNA Genetics. CRC Press, Boca Raton, Florida, pp. 3-36.

Domingo, E., Holland, J.I., 1992. Complications of RNA heterogeneity for the
engineering of virus vaccines and antiviral agents. Genet. Eng. (N.Y) 14,
13-31.

Domingo, E., Holland, J.I, 1994. Mutation rates and rapid evolution of RNA
viruses. In: Morse, S.S. (Ed.), Evolutionary Biology of Viruses. Raven
Press, New York, pp. 161-184.

Duarte, E.A., Novella, LS., Weaver, S.C., Domingo, E., Wain-Hobson, S.,
Clarke, D.K., Moya, A., Elena, S.F., De La Torre, J.C., Holland, I.J., 1994,
RNA virus quasispecies: significance for viral disease and epidemiology.
Infect. Agents Dis. 3, 201-214.

Eigen, M., Biebricher, C.K., 1988. Variability of RNA genomes. Sequence space
and quasispecies distribution. In: Domingo, E., Holland, 1.J., Ahlquist, P. (Eds.),
RNA Genetics, vol. 3. CRC Press, Inc., Boca Raton, Florida, pp. 211-245.

Escarmis, C., Davila, M., Domingo, E., 1999. Multiple molecular pathways for
fitness recovery of an RNA virus debilitated by operation of Muller’s ratchet.
J. Mol. Biol. 285, 495-505.

Fried, M.W., Shiffman, M.L., Reddy, K.R., Smith, C., Marinos, G., Goncales Jr.,
F.L., Haussinger, D., Diago, M., Carosi, G., Dhumeaux, D., Craxi, A., Lin,
A., Hoffman, J., Yu, J., 2002. Peginterferon alfa-2a plus ribavirin for chronic
hepatitis C virus infection. N. Engl. J. Med. 347, 975-982.

Holland, J.1., Spindler, K., Horodyski, F., Grabau, E., Nichol, S., VandePol, S.,
1982. Rapid evolution of RNA genomes. Science 215, 1577-1585.

Holland, 1.J., De La Torre, J.C., Steinhauer, D.A., 1992. RNA virus populations
as quasispecies. Curr. Top. Microbiol. Immunol. 176, 1-20.

Kobayashi, S., Ide, T, Sata, M., 2001. Detection of YMDD motif mutations in
some lamivudine-untreated asymptomatic hepatitis B virus carriers. J. Hepatol.
34, 584-586.

Kolykhalov, A.A., Mihalik, K., Feinstone, S.M., Rice, C.M., 2000. Hepatitis C
virus-encoded enzymatic activities and conserved ARN elements en the 3’
nontranslated-region are essential for virus replication in vivo. J. Virol. 74,
2046-2051.

Liu, W, Shum, C., Martin, D.F., Kuppermann, B.D., Hall, A_J., Margolis, T.P.,
2000. Prevalence of antiviral drug resistance in untreated patients with
cytomegalovirus retinitis. J. Infect. Dis. 182, 1234-1238,

Lu, L., Pilot-Matias, T.J., Stewart, K.D., Randolph, J.T,, Pithawalla, R., He, W.,
Huang, P.P., Klein, L.L., Mo, H., Molla, A., 2004. Mutations conferring
resistance to a potent hepatitis C virus serine protease inhibitor in vitro.
Antimicrob. Agents Chemother. 48, 2260-2266.

Manns, M.P., McHutchison, J.G., Gordon, S.C., Rustgi, V.K., Shiffman, M.L.,
Reindollar, R., Goodman, Z.D., Koury, K., Ling, M.H., Albrecht, 1.K., 2001.
Peginterferon alfa-2b plus ribavirin compared with interferon alfa-2b plus
ribavirin for initial treatment of chronic hepatitis C: a randomised trial.
Lancet 358, 958-965.

Martell, M., Esteban, J.L, Quer, I, Genesca, J., Weiner, A., Esteban, R.,
Guardia, J., Gomez, J., 1992. Hepatitis C virus (HCV) circulates as a pop-
ulation of different but closely related genomes: quasispecies nature of HCV
genome distribution. J. Virol. 66, 3225-3229.

Mohri, H., Singh, M.K., Ching, W.T., Ho, D.D., 1993. Quantitation of zidovudine-
resistant human immunodeficiency virus type 1 in the blood of treated and
untreated patients. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 90, 25-29.

Najera, I, Holguin, A., Quinones-Mateu, M.E., Munoz-Fernandez, M.A.,
Najera, R., Lopez-Galindez, C., Domingo, E., 1995. Pol gene quasispecies of



4. ESTUDI GZZANNNNS

Rapid Communication 245

human immunodeficiency virus: mutations associated with drug resistance in
virus from patients undergoing no drug therapy. J. Virol. 69, 23-31.

Neumann, AU., Lam, N.P., Dahari, H., Gretch, D.R., Wiley, T.E., Layden, T.1.,
Perelson, A.S., 1998. Hepatitis C viral dynamics in vivo and the antiviral
efficacy of interferon-alpha therapy. Science 282, 103-107.

Neyts, J., 2006. Selective inhibitors of hepatitis C virus replication. Antivir. Res.
71, 363-371.

Parris, D.S., Harrington, LE., 1982. Herpes simplex virus variants restraint
to high concentrations of acyclovir exist in clinical isolates. Antimicrob.
Agents Chemother. 22, 71-77.

Quer, I, Esteban, ]I, 2005. Epidemiology. In: Thomas, H.C., Lemon, S.,
Zuckerman, A.J. (Eds.), Viral Hepatitis. Blackwell Publishing, Oxford,
pp. 407-425.

Quer, J., Murillo, P, Esteban, J.1., Martell, M., Esteban, R., Guardia, J., 2003. Sexual
transmission of hepatitis C virus from a patient with chronic disease to his sex
partner afier removal of an infrauterine device. Sex. Transm. Dis. 30,470-471.

Quer, 1., Esteban, 1.1., Cos, J., Sauleda, S., Ocana, L., Martell, M., Otero, T., Cubero,
M., Palou, E., Murillo, P, Esteban, R., Guardia, J., 2005. Effect of bottlenecking
on evolution of the nonstructural protein 3 gene of hepatitis C virus during
sexually transmitted acute resolving infection. J. Virol. 79, 15131-15141.

Sarrazin, C., Kieffer, T.L., Bartels, D., Hanzelka, B., Muh, U., Welker, M.,
Wincheringer, D., Zhou, Y., Chu, HM., Lin, C., Weegink, C., Reesink, H.,
Zeuzem, S., Kwong, A.D., 2007. Dynamic hepatitis C virus genotypic and

phenotypic changes in patients treated with the protease inhibitor telaprevir.
Gastroenterology 132, 1767-1777.

Steinhauer, D.A., Holland, 1.J., 1987. Rapid evolution of RNA viruses. Annu.
Rev. Microbiol. 41, 409-433.

Tong, X., Chase, R., Skelton, A., Chen, T., Wright-Minogue, J., Malcolm, B.A.,
2006a. Identification and analysis of fitness of resistance mutations against
the HCV protease inhibitor SCH 503034. Antivir. Res. 70, 28-38.

Tong, X., Guo, Z., Wright-Minogue, I, Xia, E., Prongay, A., Madison, V., Qiu,
P., Venkatraman, S., Velazquez, F., Njoroge, F.G., Malcolm, B.A., 2006b.
Impact of naturally occurring variants of HCV protease on the binding of
different classes of protease inhibitors. Biochemistry 45, 1353-1361.

Vignuzzi, M., Stone, J.K., Amold, LI, Cameron, C.E., Andino, R., 2006.
Quasispecies diversity determines pathogenesis through cooperative inter-
actions in a viral population. Nature 439, 344-348.

Wohnsland, A., Hofmann, W.P., Sarrazin, C., 2007. Viral determinants of
resistance (o treatment in patients with hepatitis C. Clin. Microbiol. Rev. 20,
23-38.

Yi, M., Tong, X., Skelton, A., Chase, R., Chen, T., Prongay, A., Bogen, S.L.,
Saksena, AK., Njoroge, F.G., Vesclenak, R.L., Pyles, R.B., Bourne, N.,
Malcolm, B.A., Lemon, S.M., 2006. Mutations conferring resistance to
SCH6, a novel hepatitis C virus NS3/4A protease inhibitor. Reduced RNA
replication fitness and partial rescue by second-site mutations. J. Biol.
Chem. 281, 8205-8215.



ESTUDIO 3







5. ESTUDIO 3

5 ESTUDIO 3: IDENTIFICACION DE FACTORES VIRALES Y DEL
PACIENTE INVOLUCRADOS EN RESOLUCION O CRONICIDAD

5.1 INTRODUCCION

Después de la infeccidon por el VHC, el curso natural de la infeccion hacia la

resolucion espontanea o cronicidad depende de:

5.1.1 Factores virales (huésped)

5.1.2 Factores genomicos del paciente (hospedador).

5.2 OBIJETIVOS

El objetivo de esta ultima parte fue el estudio de factores virales y del paciente
gue podrian ayudar a explicar la evolucién hacia cronicidad o resolucién
espontanea, mediante secuenciacion masiva con la plataforma 454-FLX (Roche
Diagnostics). Debido a la importancia del tamafio del indculo viral que se
transmite, se estudiaron 3 rutas diferentes de transmisién del VHC comparando la
fuente (paciente crénico) y el receptor: (i) transmisién de un numero bajo de
particulas por cuello de botella genético (pacientes A y B), (ii) transmision de un
numero indeterminado de virus (pacientes C y D) (iii) la transmisién masiva de
particulas desde un paciente antes y después del trasplante de higado (paciente
Epre Y Epost). La descripcion de pacientes se encuentra en el apartado 8.1 de

Materiales y Métodos. Se estudiaron 6 aislados de suero de 5 pacientes.
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5.3 RESULTADOS

Factores gendmicos del paciente

5.3.1 Haplotipos HLA

El paciente B presentd 3 haplotipos MHC clase Il y 1 haplotipo MHC clase |
asociados con resolucion de la infeccion (Tabla 3). Los alelos de clase || DRB1*1101,
DQB1*0301 y DQB1*0302 se han relacionado con resolucion espontanea de la
infeccion (96;98;101). El paciente A presentd 2 haplotipos de HLA clase Il sobre los
cuales existe cierta discrepancia sobre su implicaciéon en curacién, el HLA
DQB1*0501 que se asocié con resolucion de la infeccidn en una cohorte de
pacientes de Irlanda (112) y el haplotipo HLA-DRB1*1501, sobre el cual se
indentificd un epitopo Th1 (1388-1407) restringido a este HLA, donde mutantes de
escape en esta region, pueden atenuar o inhibir la proliferacion de las células T
(89;102). El paciente D presentd 2 haplotipos de clase Il que se han relacionado
con persistencia de la infeccién (101). En este estudio no se disponen de datos de

haplotipos de HLA de los paciente Cy E.

Tabla 3. Haplotipos de HLA de los pacientes A, B, C, Dy E.

Haplotipos de HLA

Pacientes HLA de clase | HLA de clase Il
HLA A HLA B HLA C HLA-DR HLA-DQ
Paciente A A*201 B*0702 Cw*0702 DRB1*0102 DQB1*0501
(crénico) DRB1*1501 DQB1*0602
HLA-DRB5*
A*6601 B*4102 Cw*0102 DRB1*0402 DQB1*0301
Paciente B A*6901 B*5501 Cw*1701 DRB1*1101 DQB1*0302
(curado) DRB3*02
DRB4*
Paci
|’en.te C ND
(crénico)
Paciente D (inicio ~ A*02 B*18 DRB1*03  DQB1*02
de cronicidad) A*25 DRB1*13 DQBl*06
Paciente E
(paciente ND

transplantado)
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5.3.2 Genotipo 1128B

Los pacientes agudos, By D fueron homocigotos para el genotipo favorable de

IL28 CC en el SNP rs12979860, mientras que el paciente crénico A fue heterocigoto
(CT) y el paciente E presenté un genotipo TT desfavorable (78;79). Importante
destacar que el paciente D, a pesar de ser CC, el virus habia conseguido superar a la

respuesta inmune y estaba en vias de cronificar.

Tabla 4. SNP “upstream” del gen IL28B

GENOTI,POS ASOCIA,DOS A PACIENTE A | PACIENTE B | PACIENTE C | PACIENTE D | PACIENTE E
SNP IL28B CURACION ESPONTANEA O , . .. L . .. L.
SVR (crénico) (curacion) (crénico) (crénico) (crénico)
rs12979860 CC CcT CC ND CC 1T

En resumen, el paciente B curado, tenia el genotipo favorable para el
polimorfismo rs12979860 del gen IL28 y haplotipos de HLA clase | y Il asociados con
curacion. El paciente crénico A tenia un genotipo intermedio CT de IL28 y algun
haplotipo favorable de HLA. El paciente D también poseia el genotipo CC favorable
de IL28, pero presentd polimorfismos de HLA relacionados con persistencia. El
paciente E presenté el genotipo desfavorable TT en IL28 (HLA desconocido). Estos
datos serian indicativos de que el paciente B tiene mas probailidades de curacidn,
qgue los pacientes A, D y E. Los datos genéticos, tanto de IL28 como HLA, deben
traducirse en una respuesta funcional (fenotipo), es decir, en un efecto sobre la

respuesta inmune y sobre la dindmica de la poblacién viral.
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Factores virales

La complejidad viral en los pacientes incluidos en este estudio se caracterizd
por una serie de parametros (descrito en materiales y métodos apartado 8.3.6
pagina 139) que permitieron el desarrollo de estudios comparativos entre
poblaciones. Se analizé el gen NS3 para cubrir toda la regién (y teniendo en cuenta
gue el GS-FLX quimica Titanium permite la secuenciacion de fragmentos de 400
nucledtidos) se dividido la NS3 en 7 amplicones superpuestos (ver en pacientes
materiales y métodos Figura 22) obtenidos utilizando cebadores especificos (ver en
pacientes Materiales y Métodos Figura 22 Tabla 16). Un amplicén es un fragmento
de ADN o ARN que se amplifica mediante unos cebadores especificos. Las
amplificaciones se enumeraron del 1 al 7 desde el extremo 5 'al extremo 3' de la

region codificante NS3.

5.3.3 Andlisis a nivel de nucledtidos de la complejidad viral de la quasiespecie

La complejidad de las poblaciones virales se representd por los pardmetros
de diversidad nucleotidica (Pi), frecuencia de mutacion (Mf) y entropia de Shannon
normalizada (Sn) para los 6 pacientes incluidos en este estudio (Tabla 5).

El andlisis de complejidad de la poblacion viral de la pareja de paciente Ay B
a nivel de nucledtidos mostré como, después de la transmisidon por cuello de botella
y en la fase aguda, se produjo una homogenizacidn importante de la poblacion viral
con una diferencia de una orden de magnitud (por ejemplo, los valores promedios
de Pi fueron 5,9E-03 v 6,13E-04; Mf= 4,125E-03 v 3,33E-04). La complejidad no se
distribuyd de la misma manera lo largo de la regién NS3 (ver amplicén por amplicon

en Tabla 5).
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En el caso del paciente E, después del transplante, la disminucion de la
complejidad fue de 1/3, mientras que en los pacientes Cy D, tan sélo disminuyé a la
mitad.

Por tanto, en las 3 situaciones clinicas diferentes, tan sélo el paciente B que se
curd de manera espontdnea, presentd una reduccion importante de la complejidad
(1 log).

La complejidad no fue homogénea en los 7 amplicones de cada uno de los
pacientes estudiados (Tabla 5). El estudio de complejidad abarcando fragmentos
nucleotidicos grandes puede enmascarar que la variabilidad se concentre en
subregiones del genoma estudiado. Para determinar con mayor exactitud como se
distribuia la variabilidad a lo largo de un segmento gendmico, se realizé el estudio
de complejidad por ventanas de 50 nts que van corriendo de 10 en 10 nts a lo largo

del genoma (en cada paso se solapan 40 nts con la ventana anterior).
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Tabla 5. Indicadores de complejidad de quasiespecies (diversidad de nucledtidos, frecuencia de mutacién y
entropia normalizada de Shannon) por amplicén a nivel de nucledtidos. * En el amplicon 1 del paciente D no

existe un numero suficiente de secuencias para realizar el estudio de complejidad de la poblacién viral.

Diversidad nudectidica (Pi)

Amplicones A B A/B C D c¢/D Epre Epost  Epre/Epost
3297-3634 1,005E-02 2,284E-04 44,00 2,995E-03 0,000E+00 * 9,358E-03 4,011E-03 233
3555-3944 5542E-03 5,034E-04 11,01 2952E-03 2,017E-03 1,46 1,265E-02  3,224E-03 392
38404196 8 790E-03 5,097E-04 17,25 4132E-03 1,526E-03 2,71 3,251E-02 5,936E-03 5,48
4062-4391 1,308E-02 9,867E-04 13,26 4500E-03 1,886E-03 2,39 2,302E-02  6,147E-03 3,74
4302-4661 4,613E-04 6,366E-04 0,72 3,613E-03 2,175E-03 1,66 1,295E-02 4,520E-03 2,87
4614-4986 7,219E-04 1,002E-03 0,72 1,736E-03 8,309E-04 2,09 1,247e-02  6,279E-03 1,99
4926-5281 2,761E-03 4,282E-04 6,45 2A83E-03 6,825E-04 3,64 1,009-02 7,148E-03 1,41

media 5915E-03 6,136E-04 964 3,236E-03  1,520E-03 2,13 1,615E-02 5,324E-03 3,03

Frecuencia de sustitucion de nudeétidos (IVif)

Amplicones A B A/B (o D c/D Epre Epost  Epre/Epost
3297-3634 7,227E-03 1,153E-04 62,68 1,542E-03 0,000E+00 * 5,195E-03  2,190E-03 2,3720
3555-3944 3,970E-03 2,539E-04 15,64 1,526E-03 1,061E-03 1,44 7,039E-03 1,816E-03 3,8755
38404196 5,664E-03 2574E-04 22,00 2,430E-03 8,013E-04 3,03 2,316E-02 3,492E-03 6,6327
40624391 9,843E-03 5,039E-04 19,53 2,657E03 9,760E-04 2,72 1,505E-02 4,428E-03 3,399
43024661 2,333E-04 3,370E-04 0,69 2,233E-03 1,400E-03 1,59 7,832E-03  3,119-03 25111
4614-4986 3,641E-04 6,343E-04 057 8,846E-04 4,202E-04 2,11 8,153E-03 4,126E-03 1,9762
4926-5281 1,576E-03 2,312E-04 6,82 1271803 3471E-04 3,66 6,382E-03  4,691E-03 1,3604

media 412503 3333804 1238  1,834E03 8,343E-04 2,20 1,0406-02  3,409E-03 3,0515

Entropia de Shannon Normalizada (Sn)

Amplicones A B A/B C D c¢/D Epre Epost  Epre/Epost
3297-3634 0,7230 0,1101 6,57 0323371  (0,000000 * 0,591691 0,497066 1,19
3555-3944  0,6095 0,2079 2,93 0424087 0,371677 1,14 0,654525 0,508232 1,29
38404196 0,5864 0,1813 323 0440493 (0225281 1,96 0,728917 0,622167 1,17
4062-4391  0,6553 0,3029 2,16 0395127 0,175743 2,25 0,744650 0,521714 1,43
4302-4661 01616 0,2147 075 0430541 0,326234 1,32 0,723422  0,478055 151
4614-4986 0,2563 0,3774 0,68 0310540 0,146253 2,12 0,703957 0,567470 1,24
4926-5281 0,4770 0,2745 174 0383644 0,182148 2,11 0,710613 0,636687 1,12

media 4,956E-01 2,384E-01 2,08 0397405 0,152352 2,61 0,6039%68 0,547342 1,27
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Sliding Window de nucleétidos

El analisis del gen NS3 del VHC se realiz6 mediante un “sliding window”
(detallado en el apartado de materiales y métodos apartado 8.3.6. pagina 147),
usando un tamafio de ventana de 50, y un tamafio de pasos de 10 nucledtidos. El

resultado global en todo NS3 se representa en la Figura 5.
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Figura 5. a, cy e) Comparacién de la diversidad de nucleétidos de los pacientes A-B, C-Dy Epre-Epost,
por sliding windows de 50nt en pasos de 10nt, donde en abscisas (y) estan representados los valores
de diversidad nucleotidica (Pi) y en el eje de ordenadas (x) las posiciones de nucleétidos a lo largo de
la proteina NS3 del VHC. La diversidad nucleotidica tiene en cuenta el nimero medio de mutaciones
entre cada par de secuencias. b, d y f) Poblacion de sustituciones de nucleétidos posicion por
posicion, donde se representd en el eje de abscisas (y) la proporcién de mutaciones con respecto a la
posicién nucleotidica en el eje de ordenadas. Para distinguir las situaciones observadas en cada
pareja estudiada, los aislados de los pacientes B, D y Epost estan representados en colores diferentes

y los pacientes A, Cy Epre en gris.
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El paciente crénico A presentd una variabilidad nucleotidica mayor en 3
regiones de la proteasa y en el extremo 3' de la helicasa, con respecto al paciente
agudo B (Figura 5a). Este paciente B mostrd una baja diversidad a lo largo de toda
la secuencia de NS3. En el caso de los pacientes C (crénico) y D (agudo) la diversidad
nucleotidica fue baja y similar entre ambos, sin grandes diferencias (excepto
nucledtidos puntuales) tanto en la proteasa como en la helicasa (Figura 5c). En la
tercera situacion, el paciente E antes del transplante de higado, presentd una gran
diversidad nucleotidica que se distribuyd a lo largo del gen NS3. Después del
transplante hepatico, la variabilidad fue menor, pero con picos altos de variacion
tanto en la proteasa como en la helicasa (Figura 5e).

La distribucién de la variabilidad del VHC en NS3 posicién por posicion (Figuras
5b, d y f), mostré que en los pacientes crénicos (representados en gris) existid un
mayor porcentaje de mutaciones, que en los pacientes agudos. De entre los 3

aislados de pacientes crénicos, el Epre fue el que presentd una variabilidad mayor.

5.3.4 Andlisis a nivel de aminodcidos de la complejidad viral de la quasiespecie

En la Tabla 6 se representan los valores de diversicad, frecuencia de mutacién
y entropia de Shannon a nivel de aminoacidos. En el caso de los pacientes Ay B, en
contraste a las secuencias de nucledtidos, la complejidad a nivel de aminoacidos
fue diferente, mientras que el paciente A tenia una diversidad de nucledtidos
mayor que B en los 7 amplicones estudiados, ambos pacientes presentaron una
diversidad, Sn y Frecuencia de mutacién similar a nivel de aminoacidos. Por
ejemplo, la diversidad a nivel de aminoacidos para el paciente A fue de 0,819E-03
similar a la del B=1,09E-03. El cociente A/B de diversidad pasé de 9,64 en
nucledtidos a 0,75 en aminoacidos (Tabla 6).

En general, los valores de Pi a nivel de aminoacidos en cada amplicén de los
pacientes C, D, Epre y Epost, practicamente no varié del observado a nivel de
nucledtidos (de 2,13 a 1,22 y de 3,03 a 2,439). Se observaron resultados similares

para la Mfy Sn.
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En los pacientes A y B, el amplicon mas interesante fue el 7, puesto que se
comporto diferente al resto de amplicones. En el paciente A, los amplicones de NS3
del 2 al 6 (el 1 incluye un fragmento de NS2 y se descarta de la discusion)
mostraron una disminucion significativa en la diversidad respecto al observado a
nivel de nucledtidos, indicando que la mayoria de cambios fueron sinénimos (por
ejemplo, el amplicon 3 con un valor de 8.79E-03 baja a 9.19E-05). Por el contrario,
el amplicén 7 en el paciente A practicamente no varia y pasa de 2,7E-03 a 1,15E-03,
indicando que una gran parte de las mutaciones fueron no sinénimas. En el
paciente B, a diferencia de A, practicamente no varié la diversidad en los
amplicones del 2 al 6 (por ejemplo en el amplicon 3 el valor de diversidad
nucleotidica fue de 5,09E-04 y a nivel de aminoacidos fue de 9,8E-04). En el
paciente B, el amplicon 7, al contrario del resto, presentdé una gran
homogeneizacion bajando a niveles de variacién de aa indetectables. Todos estos
resultados indican un comportamiento especial en el amplicén 7, alertando de una
posible implicacion de la variacion antigénica en esta regién carboxi-terminal de
NS3 con el resultado de la infeccidn.

Si comparamos los pacientes con nueva infeccion A, D y Epost, la
homogeneizacion en el amplicon 7, tan sdlo se observé en el paciente que resolvio

la infeccion (paciente B).
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Tabla 6. Indicadores de complejidad de quasiespecies (diversidad, frecuencia de mutacion y entropia normalizada
de Shannon) a nivel de aminoacidos. * En el amplicon 1 del paciente D no existe un numero suficiente de
secuencias para realizar el estudio de complejidad de la poblacién viral. *En el amplicon 7 del paciente B no se

observé cambio alguno de aa.

Diversidad aminoacidos (Pi)

Amplicones A B A/B o D ¢/D Epre Epost Epre/Epost
986-1097 4,074E-03  1,192E-04 34,18 4,497E-03  4,742000E-04 * 9,151633E-03 3,358394E-03 2,73
1072-1201 0,000E+00 1,039E-03 0,00 4,190E-03  3,228445E-03 1,30 7,309162E-03 1,772841E-03 412
1167-1285 9,195E-05 9,888E-04 0,09 3,163E-03  2,482748E-03 1,27 1,724158E-02 8,224166E-03 2,10
1241-1350  7,425E-05 9,422E-04 0,08 2,226E-03  2,106872E-03 1,06 1,418490E-02 7,661772E-03 1,85
1321-1440 5,813E-05 1,544E-03 0,04 3,187E-03  2,144121E-03 1,49 1,568364E-02 1,667821E-03 9,40
1425-1548  2,810E-04 3,015E-03 0,09 1,230E-03  1,771326E-03 0,69 9,753233E-03 3,390303E-03 2,88
1529-1646 1,156E-03 0,000E+00 # 9,304E-04  4,980277E-04 1,87 4,814623E-03 6,087194E-03 0,79

Mean 8,193E-04 1,093E-03 0,75  2,487964E-03 2,038590E-03 1,22  1,116268E-02 4,594642E-03 2,43

Frecuencia de sustitucion de aminoacidos (Mf)

Amplicones A B A/B C D c/D Epre Epost Epre/Epost
986-1097  3,144E-03 5,981E-05 52,57 2,288E-03  2,374000E-04 * 5,205337E-03 1,695847E-03 3,07
1072-1201 0,000E+00 5,247E-04 0,00 2,150E-03  1,708027E-03 1,26 4,089428E-03 8,960052E-04 4,56
1167-1285 4,622E-05 5,008E-04 0,09 1,639E-03  1,299570E-03 1,26 1,225205E-02 5,560623E-03 2,20
1241-1350  3,727E-05 4,790E-04 0,08 1,138E-03  1,093808E-03 1,04 9,408458E-03 5,738173E-03 1,64
1321-1440 2,917E-05 8,276E-04 0,04 1,651E-03  1,092798E-03 1,51 9,365109E-03 8,366104E-04 11,19
1425-1548 1,411E-04 1,908E-03 0,07 6,173E-04  8,984723E-04 0,69 6,564774E-03 1,817816E-03 3,61
1529-1646 5,976E-04 0,000E+00 # 4,666E-04  2,495213E-04 1,87 2,721225E-03 3,737945E-03 0,73

media 5,708E-04 6,143E-04 0,93  1,277001E-03 1,057033E-03 1,21  7,086625E-03 2,897574E-03 2,45

Entropia de Shannon aminoacidos (Sn)

Amplicones A B A/B C D ¢/D Epre Epost Epre/Epost
986-1097  0,9360 0,0408 22,97 0,214812 0,032580 * 0,316305 0,220133 144
1072-1201  0,0000 0,1689 0,00 0,278718 0,272274 1,02 0,311836 0,161184 1,93
1167-1285  0,0492 0,1465 0,34 0,202814 0,187696 1,08 0,466901 0,348321 1,34
1241-1350  0,0384 0,1036 0,37 0,121501 0,104954 1,16 0,425438 0,279842 1,52
1321-1440  0,0336 0,2204 0,15 0,208157 0,182279 1,14 0,481250 0,146854 3,28
1425-1548  0,0698 0,3774 0,18 0,118700 0,124040 0,96 0,372572 0,201607 1,85
1529-1646  0,1642 0,0000 # 0,095051 0,072145 1,32 0,272814 0,293432 0,93

media 1,845E-01 1,511E-01 1,22 0,170824 0,157231 1,09 0,378159 0,235910 1,60
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Sliding window a nivel de aminodcidos

Al igual que para nucleétidos, el comportamiento diferente de los amplicones

a nivel de aminoacidos, indujo a realizar el estudio por ventanas discretas (“sliding

windows”) donde el tamafio de ventana fue de 12 (posible tamafio de un epitopo) y

la amplitud de pasos de 3.
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Figura 6. A, c y e) Comparacion de la diversidad de aminodcidos de los pacientes A-B, C-D, y E-pre y E-
post, por sliding windows de 12nt en pasos de 3nts. b, d y f) Poblacion de sustituciones de
aminoacidos posicion por posicion (los pacientes A, C y Epre estan representados en gris y los
pacientes B, D y Epost estdn representados en colores diferentes. En el eje de ordenadas se
representaron las posiciones nucleotidicas del gen NS3 y en el eje de abscisas se representod el
porcentaje de mutacién de cada aminoacido dentro de la poblacion (coloreado por tipo de cambio

segun propiedades quimicas de cada aminodcido).
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La diversidad de la poblacidn viral a nivel de aminoacidos representada en las
graficas de sliding window (Figura 6) refleja la diferencia en el patrén de cambios
respecto al estudio a nivel de nucleétidos (Figura 5). Descartando las 2 posiciones
polimodrficas (paciente A=Ile1059Val; paciente B=Asp1431Asn) observadas en la
grafica (Figura 6a), la diversidad de aminodcidos fue similar entre A y B,
exceptuando el extremo C-terminal de la helicasa, donde los cambios de
aminodcidos fueron mas prevalentes en el paciente A. En los pacientes Cy D, y Epre
y Epost, el patron de cambios de aminoacidos (Figura 6) fue similar al observado a
nivel de nucledtidos (Figura 5).

En el estudio de las sustituciones de aminoacidos posicién por posicion
(Figuras 6b, d y f), de los 6 pacientes, la muestra Epre fue la que presentd un mayor

porcentaje de mutaciones no sindnimas.

5.3.5 dN/dS poblacional

La relaciéon entre cambios sindnimos y no sindnimos se representd por el
cociente de mutaciones no sinénimas respecto a las sindnimas.

De la observacion de los valores promedio dN/dS, se concluyé que en el
paciente que resolvié la infeccién (paciente B) predominaron las mutaciones no
sinénimas (dN>dS) con un valor de sustitucion cercano a 1 (0.77), este resultado se
interpreta como un predominio de sustituciones por azar. La segunda poblacion
mas homogénea fue la del paciente D con un valor promedio de dN/dS de 0,47.
Este paciente se encontraba en una fase de rebrote viral que, posteriormente,
condujo a cronicidad. En el resto de los casos, tanto los pacientes crénicos A, Cy
Epre, como la situacion de Epost-transplante, que como se ha visto anteriormente,
presentd un patrén de complejidad parecido a la situacién crénica, en todos ellos el
valor dN/dS presentd una valor lejos del valor de azar (dN/dS<<1), por tanto,
predominaron las mutaciones sindnimas, y este hecho se ha asociado a una

situacion de seleccién natural.
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Tabla 7. Relacién entre los valores medios de dN (mutaciones no-sindnimas por posiciones no-
sindnimas) y dS (mutaciones sindnimas por posiciones sindnimas) que resulta de la comparacién de
todos los pares de secuencias en la poblacién.

* No determinado debido a escasas diferencias poblacionales en el amplicdn.

dN/dS poblacional

PACIENTE PACIENTE
Amplicones PACIENTEA PACIENTEB  PACIENTEC PACIENTED

Epre Epost

3297-3634 0,08344 0,11640 0,48560 0,16459 0,26024 0,27192
3555-3944 0,00000 1,16800 0,43587 0,57274 0,11383 0,12139
3840-4196 0,00150 0,83710 0,16353 0,56891 0,10104 0,44510
4062-4391 0,00077 0,22700 0,10990 0,29642 0,12226 0,37386
4302-4661 0,02354 2,27300 0,21931 0,29621 0,36206 0,07536
4614-4986 0,06878 * 0,15216 1,28822 0,18401 0,10532
4926-5281 0,08356 0,00000 0,06434 0,11586 0,09422 0,19842

Media 0,03737 0,77025 0,23296 0,47185 0,17681 0,22734

5.3.6 Interaccion entre factores virales y del paciente. Variabilidad y respuesta

inmune adaptativa CD4 especifica

El genotipo de HLA esta directamente relacionado con la respuesta inmune. En
pacientes con resolucion espontdnea de la infeccion se ha demostrado una
respuesta de células T CD4 multiple y vigorosa a péptidos de NS3 (113). La
respuesta de células T frente a antigenos de VHC restringidos a HLA de clase |l se ha
asociado con resultado de la infeccidn por VHC, porque se ha descrito que es fuerte
en pacientes que resuelven la infeccidon aguda por VHC, mientras que es débil en
pacientes que desarrollan una infeccidn crénica (87;95).

En nuestro estudio, se tuvo acceso a la donacidn de PBMC por parte de los
pacientes A y B, lo cual permitié la evaluacién de la respuesta CD4 especifica
mediante ELISPOT, donde se midid el numero de células CD4 especificas
productoras de IFN-y frente a pools de 13 péptidos que cubrian el gen NS3 helicasa.

El paciente crénico A presentd una respuesta inmune CD4 débil y concentrada
en 2 epitopos (aal241-aal274 y aal583-aal604) restringidos por el haplotipo HLA
DRB1*1501.
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El paciente B, que resolvié la infeccidn, presentd una respuesta inmune CD4+
fuerte y amplia frente a epitopos restringidos para su haplotipo HLA DRB1*1101
(aal423-aa1458, aal459-1520), y también frente a 2 epitopos (aal583-aal604 y

2al634-1657) no asociados en la literatura a ningun haplotipo de HLA Il (Figura 15).
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VHC en el eje de abscisas. En la parte inferior se indican los valores de ELISPOT en donde se

produjo una mayor respuesta de CD4 antigeno- especifica frente a epitopos de NS3 helicasa.
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Los datos de complejidad de la poblacién viral obtenidos por secuenciacidn masiva
indicaron que el paciente A presenté mayor cambio de aa justo en la zona carboxi-
terminal de la helicasa y en cambio la respuesta inmune fue inexistente,
observandose todo lo contrario en el paciente B (resolucion espontanea de la

infeccién) que tenia una buena respuesta inmune, pero pocos cambios de aa

(Figura 15).
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Figura 16. Resultados de ELISPOT de las células CD4 productoras de IFN-y de los pacientes
Ay B frente al total de 13 péptidos que cubren todo el gen de NS3. Los valores indican
numeros de “spots" de células CD4 productoras de IFN-y frente a péptidos de NS3

helicasa.

La respuesta inmune en el paciente agudo B fue multiespecifica contra la
region carboxi-terminal (la mitad de la helicasa), mientras que el paciente crénico A

fue casi inexistente (Figura 16).
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5.3.7 Densidad de mutacion poblacional (Montserrat plots)

Una manera de visualizar la diversidad poblacional especto al haplotipo mas
representativo, consistio en representar plots de densidad mutacional. Tomando la
secuencia mas representada como haplotipo de referencia, se contabilizé el
nimero de mutantes de 1 posicion, 2, 3 y asi sucesivamente, se calculdé su
frecuencia y se representdé en plots de densidad de mutacién poblacional
(bautizados como Montserrat plots por su similitud a las montafias con este
nombre). Cuantas mas mutaciones de diferencia se detecten, mas diversa sera la
poblacién. Fue posible la representacion de la distribucion esperada de simples,
dobles, triples, etc de mutantes en la poblacién gendmica siguiendo una
distribucién de Poisson en base al nimero promedio de mutaciones determinadas

experimentalmente para dicha poblacidn gendmica.
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Paciente A VHC crénico
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Figura 7. Distribucion de densidad de mutacién respecto al haplotipo dominante en los 7

amplicones estudiados. En los diagramas de la izquierda se representa como se distribuye la

poblacidn viral del paciente A y en los de la derecha el paciente B.
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Paciente C VHC crénico Paciente D agudo
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La frecuencia de mutantes del paciente agudo B (Figura 7) en los 7 amplicones
siguid un patron de distribucion idéntico al esperado si se tratase de una
distribucién debida al azar. Esto sugiere que en el paciente B las mutaciones
aparecieron de forma aleatoria, tal como indica el estudio de la relacion dN/dS. El
paciente crénico A también presentd una distribucidn al azar en los amplicones 5y
6. En cambio, en los amplicones del 1 al 4, y ligeramente en el 7, esta distribucion
difirié del simple azar. Este resultado sugiere que la poblacidn viral podria estar
sometida a presion selectiva en estas regiones. Sorprendentemente, en los
amplicones del 1 al 4, la poblacién viral presentd una estructura bimodal donde se
distinguieron 2 subpoblaciones, la poblacion alrededor de la secuencia mayoritaria
y una segunda poblacién alrededor de secuencias con 3 a 10 mutaciones (segun
haplotipo).

En el caso de la 22 pareja de pacientes (C y D), la curva real y la curva tedrica
se superpusieron, sugiriendo en ambos casos una situaciéon de acumulacion de
mutaciones al azar, con ligeras variaciones en el paciente crénico (Figura 8).

En el paciente cirrdtico E pre-transplante, la curva real fue diferente a la de
azar en los 7 amplicones estudiados, indicando que la poblacion viral esta lejos de
azar (Figura 9). Es interesante observar la enorme heterogeneidad de la poblacién
gue aparecio en la situacidn de cirrosis antes del transplante, presentando incluso
una distribucion trimodal en los amplicones 2 y 4. Seria interesante comprobar con
un nimero mayor de pacientes cirréticos si esta distribucidn se asocia a dafo

hepatico.
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Analisis comparativo entre parejas de pacientes relacionados

5.3.8 Identidad poblacional mediante coeficiente de Bhattacharyya

El coeficiente de Bhattacharyya (Tabla 8) permite representar la identidad
(similitud) entre 2 poblaciones de virus. Este coeficiente es igual a 1 cuando las
poblaciones virales son idénticas y es igual a 0, en el caso de que no exista ningun

haplotipo idéntico.

Tabla 8. Valores de coeficiente de Bhattacharyya en los aislados de las parejas de pacientes
A-B, C-D y E pre-transplante y E post-transplante.
Coeficiente de Bhattacharyya

Pacientes
Amplicones AyB CyD E-pre y E-post
1 0,00000 * 0,278630
2 0,00000 0,81404 0,145669
3 0,00000 0,67054 0,087599
4 0,02812 0,68253 0,09290
5 0,00000 0,14642 0,232259
6 0,78055 0,21095 0,518537
7 0,07479 0.050881 0,625183

La pareja de aislados con mayor identidad poblacional fue la de los pacientes
Cvy D (con valores cercanos a 1, excepto en los amplicones 6 y 7), seguido de E-pre y
E-post, y finalmente, la pareja de pacientes A y B (transmision del VHC de tipo
cuello de botella genético-estudio 1) fue la que presenté una divergencia mayor,
excepto en una subregion de la helicasa (amplicon 6) donde ambas poblaciones
coincidieron.

El coeficiente de Battacharyya también se representd por sliding window,
donde se puede obervar que en los pacientes C y D (Figura 10b) es donde existid
una identidad poblacional mayor, mientras que la pareja de pacientes Ay B fue

donde se produjeron menos coincidencias, excepto en el amplicon 6 (Figura 10a).
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El coeficiente de Battacharyya también se representd gréficamente (Figura
10).
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Figura 10. Coeficiente de Battacharyya como medida de identidad poblacional entre los pacientes A
y B (10 a), Cy D (10b) y Epre y Epost (10c) por sliding window de 50 nucleétidos en pasos de 10
nucledtidos. Las secuencias de cada par de pacientes se compararon una a una en ventanas de 50

nucleédtidos.



5. ESTUDIO 3

5.3.9 Distancia genética

El hecho de que cada pareja de pacientes haya compartido indculo, permitié

comparar cuanto se parecen las poblaciones después de la transmision. Para ello se

realizd el cdlculo de la distancia genética (Da) de los 7 amplicones, en la cual,

cuanto mas cercano el valor de Da a 0, mas se parecen las 2 poblaciones virales

comparadas.

Tabla 9. Valores de distancia genética

Distancia genética (Da)

Pacientes
Amplicones AyB CyD E-pre y E-post
1 6,60703105 1,02802194 3,8692578
2 5,55207707 0,01608232 7,7724927
3 5,2322938 0,11962913 10,7526256
4 2,48798052 0,12778528 5,9210072
5 3,00292196 0,95890033 4,4039158
6 0,05108796 0,92084094 0,6914808
7 2,29067187 1,01017173 0,3886573

En el caso de la pareja de pacientes A y B, todos los amplicones (excepto el 6)

presentaron valores de Da superiores a 2 (Tabla 9). En el caso de los pacientes Cy

D, la poblacion viral practicamente no varid, con valores de Da en los 7 amplicones

no superiores a 1. Con respecto a los 2 aislados del paciente E, se produjo una gran

divergencia de la poblacién virica con valores entre 3 y 10, excepto en los

amplicones 6y 7.
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5.3.10 Arboles filogenéticos

El estudio de pacientes que han compartido indculo ofrecid la oportunidad de
analizar la relacidn filogenética entre los virus (secuencias clonales) identificados
por secuenciacion masiva de los aislados de cada paciente. El analisis filogenético
incluyd secuencias que estuvieran representadas por mas de un 0,5% de lecturas
(“reads”), y se incluyeron las secuencias consenso de aislados de dichos pacientes

(Figuras 11, 12y 13).

Arboles filogenéticos pacientes A y B

En el caso de los pacientes A y B, el resultado mas interesante del andlisis
filogenético fue que 2 haplotipos del paciente A con 4 y 5 mutaciones (A.4.002 y
A.5.003) en el amplicon 1 (Figura 11a), un haplotipo con 5 mutaciones (A.5.003) en
el amplicén 3 (Figura 11c) y un haplotipo con 3 mutaciones (A.3.003) en el amplicén
7 (11g), se agruparon con la secuencia mayoritaria y el resto de haplotipos virales
del paciente B, en cada uno de los amplicones nombrados. Este resultado sugiere
gue la infeccion en B pudo iniciarse por un nimero reducido de virus del paciente

A, tal como se expuso en el trabajo del estudio n? 1 (pagina 22).

Figura 11. Arboles filogenéticos UPGMA de amplicones 1 (11 a), 2 (11 b), 3 (11 c), 4 (11d), 5 (11e),
6 (11f) y 7 (11 g) de los pacientes Ay B (Ver paginas 72-78). Sélo secuencias con mas de un 0,5% de
“reads” estan representadas. Las secuencias representadas en naranja corresponden al paciente A,
las secuencias representadas en azul a la paciente B, y en verde secuencias obtenida de la base de
datos GenBank. Cada haplotipo se enumeré como Z.n.mmmm, donde Z era la identificacién del
paciente, n se referia al nUmero de mutaciones respecto al haplotipo dominante y mmmm era el
numero de orden del haplotipo con n mutaciones, donde el orden de la frecuencia respectiva fue
decreciente (por ejemplo A.6.004 es el 49 haplotipo mas abundante del paciente A con 6
mutaciones respecto a la secuencia mas representada). Cada secuencia consenso se enumerod
como Z-mm/yyyy, en el que mm= mostré el mes e yyy= afio (por ejemplo A-5/2001= un aislado del

paciente A aislado en mayo de 2001). Los circulos en negro (amplicones 1, 3 y 7) engloban las
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AMPLICON 3

A&B-3840:4196
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AMPLICON 5
A&B-4302:4661
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AMPLICON 7
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Arboles filogenéticos pacientes Cy D

Con respecto al estudio de la filogenia de los pacientes Cy D, en los amplicones
del 1 al 4 coincidieron las secuencias dominantes. La poblacién del VHC del
paciente C que inicid la infeccién en el paciente D se adapté rdpidamente al
ambiente nuevo, sufriendo poca diversificacion, ya que muchas secuencias con
mutaciones de ambos pacientes coincidieron. Los 7 amplicones presentaron un
perfil filogenético similar. Por tanto, o bien la infeccidn se pudo iniciar a partir de la
secuencia mayoritaria del paciente, o a partir de una representacién importante de

la poblacién del paciente crénico (transmisidon poblacional).

Figura 12. Arboles filogenéticos UPGMA de los amplicones 1 (12a), 2 (12b), 3 (12c), 4 (12d), 5 (12e), 6
(12 f) y 7 (12g). El circulo rojo en los amplicones 1, 2, 3 y 4 engloba las secuencias master de ambos
pacientes. (Representado en las paginas 80-86). La nomenclatura de cada haplotipo fue Z.nmmmmm,
donde Z.n es la identificacién del paciente, mm se refiere al nimero de mutaciones respecto al
haplotipo dominante y mmm el n? de orden del haplotipo con n mutaciones, donde el orden de la

frecuencia respectiva fue decreciente.
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AMPLICON 1

C&D-3420:3634
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AMPLICON 2

C&D-3555:3944
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AMPLICON 3

C&D-3840:4196
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AMPLICON 4
C&D-4062:4391
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AMPLICON 5
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AMPLICON 6
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AMPLICON 7
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Arboles filogenéticos pacientes E-pre y E-post

En relacién con el andlisis filogenético de los pacientes Epre y Epost (Figura 13),
mostrd que en los amplicones 2, 3, 4 y 5 la poblacion viral después del transplante,
provenia de secuencias del aislado del pre-transplante con 9-10, 17-18, 8-9, 5-7
mutaciones respectivamente respecto a su secuencia mayoritaria. En los
amplicones 1 y 6, las secuencias mayoritarias del Epre y Epost coincidieron,
mezclandose ambas poblaciones, mientras que en el amplicdn 7, las secuencias de

Epre con 3-7 mutaciones fueron iguales a secuencias de la muestra de Epost.

Figura 13. Arboles filogenéticos UPGMA de amplicones 1 (13 a), 2 (13b), 3 (13c), 4 (13d), 5 (13e),
6 (13f), y 7 (13g) del paciente E pre-transplante y E post-transplante. La nomenclatura es la misma
que para los pacientes A y B. Los circulos en negro engloban las secuencias que estan
relacionadas (amplicones 2, 3 4 y 5). El circulo en rojo en los amplicones 1 y 6 engloba las

secuencias master de ambos pacientes.
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AMPLICON 1
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AMPLICON 2
Epre&Epost-3555:3944
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AMPLICON 3
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AMPLICON 5
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AMPLICON 6
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AMPLICON 7

Epre&Epost-4926:5281
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5.3.11 Comparacion andlisis filogenéticos y estructura de la densidad de mutacion

de los pacientes Ay B

La observacién de una estructura bimodal en los plots de densidad de
mutacion en el paciente A indicé un posible estado de evolucién/competicion
dentro de la poblacidn del paciente crénico A en el aislado del afio 1998. A partir
de aislados secuenciales del paciente crénico obtenidos en 1993, 1996, 1997, 1998
y 2001, se comparé la secuencia consenso de estos aislados con los haplotipos de
1998 obtenidos en la secuenciacién masiva (Figura 14).

El estudio longitudinal de secuencias consenso de aislados de 1993, 96, 97, 98
y 2001, comparado con las secuencias obtenidas en 1998, mostré que los
haplotipos de los amplicones 1, 2, 3, y 4 englobados en el segundo pico de densidad
de distribucién de la poblacién viral (Figuras 14 a, b, c y d) se agruparon junto con
las secuencia consenso del aislado del 2001. Por lo tanto, el segundo pico en los
diagramas de densidad representa una subpoblacién viral, que en 2001 se
selecciona y que podria haber desplazado a la poblacién viral mayoritaria
observada en el afo 1998. Esto indica que durante la fase crénica la poblacién viral

esta evolucionando de manera continua y estd sometido a cierta presion selectiva.

Figura 14. Comparacién de secuencias de nucledtidos entre los pacientes A y B. Combinacion de
arboles filogenéticos UPGMA y Montserrat plots (paginas 96-102) . A la izquierda se representan
los darboles filogenéticos y a la derecha los Montserrat plots en relacién con el haplotipo
dominante para los pacientes A (arriba) y B (abajo).

- El circulo continuo indica la agrupacion de la secuencia consenso del paciente A del aislado del
2001 (A-5/2001) con secuencias de clones del paciente B aislados cerca del momento de
transmision en 1998.

- La doble flecha indica los mismos haplotipos en el arbol filogenético y en los Montserrat plots.
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AMPLICON 1

UPGMA tree (KBO: gamma=0.21): ARB-2420-3634
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AMPLICON 2

UPGMA tree (KB0; gamma=0.26): A&B-3555:3944
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AMPLICON 3

UPGMA tree (T92): AERB-3840:4196
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AMPLICON 5

UPGMA tree (K80; gamma=0.22): ALB-4062:4391
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UPGMA tree (KBD; gamma=0.21}: AEB-4302:4661
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AMPLICON 6

UPGMA tree (T92): ASB-4614:4986
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AMPLICON 7

UPGMA tree (T92): A&B-4926:5281
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5.3.12 Andlisis de mutaciones de resistencia contra inhibidores de NS3 proteasa del

VHC

El desarrollo de inhibidores de accién directa contra proteinas virales y en
concreto contra NS3 del VHC ha generado interés en detectar la presencia de
mutaciones que confieren resistencias y que pueden conducir al fallo en el
tratamiento. Las posiciones aminoacidicas asociadas a resistencia a inhibidores de
NS3 incluyen las posiciones: C16 (111), V36 (114-117), A39, Q41 (118), F43 (118),
T54 (114;115;117;119), V55, R109 (71), R155 (114;115;117;119), A156 (71;115;117-
119), V158 (120), G162 (71), D168 (114), V170 (114;118), M175 (114) y las
compensatorias Q86 (71) y P89 (71) (Tabla 12). Nuestros controles internos usando
clones, han revelado que la secuenciacién masiva permite detectar de manera
fiable mutantes de resistencia presentes alrededor del 0,5% en la poblacién, por
debajo de este valor, habran sustituciones que estan en la poblacion viral y
sustituciones artefactuales producto del error, sobre todo de la polimerasa usada
durante la PCR, dificiles de distinguir.

Para determinar si cualquiera de los 5 pacientes, no tratados previamente con
inhibidores de NS3 proteasa, albergaban mutaciones preexistentes asociadas con
resistencia a nuevos inhibidores de proteasa de VHC en los aislados de suero
estudiados, 17 sitios en la regién NS3 fueron examinados. El paciente C mostré una
mutaciéon de resistencia pre-existente en la region de NS3 (V55A), presente en la
poblacion viral con una frecuencia elevada de 3,12% y otra mutacion con una
frecuencia de 0.1% (A156T). Con respecto al aislado del paciente Epre también se
analizé otra mutacidn con una frecuencia de 0.1% (D168E). En el resto de pacientes,
se detectaron mutantes de resistencia en proporciones inferiores al 0.01% (Tabla
10). Hacen falta estudios mds profundos para determinar cudl es el umbral a partir
del cual una mutacién detectada a nivel basal tiene un valor predictivo de fallo de
respuesta al tratamiento antiviral con inhibidores especificos. Estudios preliminares
sugieren que las mutaciones de resistencia en la proteasa presentes en menos del

1% de las quasiespecies virales en individuos naive pueden emerger como
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, asl cOomo e

mutaciones dominantes sélo unos dias después del tratamiento (121)

desarrollo de resistencia cruzada con compuestos relacionados.

Tabla 10. Mutaciones que confieren resistencia a inhibidores de NS3 proteasa del VHC
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6 DISCUSION

La transmision de virus de un paciente a otro es una oportunidad Unica para
estudiar factores virales y del huésped que pueden influir en el curso natural de la
infeccién por VHC hacia resolucién espontdanea o cronicidad.

En el presente trabajo se han estudiado 3 casos de transmision del VHC, que a
priori, podrian involucrar un tamafo de indculo viral diferente. Un caso de
transmisién por cuello de botella genético demostrado (estudio 1), un caso de
transmisién nosocomial por TAC con contraste en que se desconoce el tamafio de
inoculo transferido y un tercer caso de contacto masivo después de un transplante
de higado en un paciente crénico VHC+.

En los 3 casos, no existieron diferencias significativas en el titulo viral
comparando cada miembro de la pareja: 10° Ul/ml. Este dato permitié comparar la
variabilidad en cada pareja sin riesgo de sesgo debido a la carga viral.

El objetivo de este trabajo fue comprobar cémo se comportaban las
poblaciones virales después de la transmisidon, comparados con su fuente y con el
resultado de la infeccidn, teniendo en cuenta datos genéticos del paciente, datos

gendmicos del virus, asi como la respuesta inmune.

6.1 Factores del paciente (IL28 y HLA)

Respecto a los datos genéticos de IL28 y HLA de los pacientes, se observd que
el paciente agudo curado B y el paciente agudo D, que estaba en fase de iniciar
persistencia, presentaron el genotipo favorable CC. Por tanto, presentar un
genotipo CC que se ha asociado a curacidén espontanea o resolucion de la infeccién
por VHC, no es un requisito suficiente para determinar el resultado de la evolucién
de la infeccion por VHC. En relacién a los alelos de HLA clase Il que se relacionan
con respuesta inmune anti-VHC especifica, tanto A (crénico) como B (curado)
presentaron haplotipos asociados a curacién. Por tanto, presentar un haplotipo

favorable no permite predecir si el paciente se curard espontaneamente o no. En

105
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conclusion, el SNP de IL28B y el haplotipo de HLA por si sélo son datos gendmicos
insuficientes para predecir la resolucién espontanea de la infecciéon por VHC en

estos casos concretos.

6.2 Factores virales

- Nucledtidos

El inicio de la infeccion en un individuo naive o que recibe una
inmunosupresion, suponen situaciones interesantes de estudio donde se predice
gue los virus con mayor fitness pueden proliferar con mayor eficacia que los
competidores, hecho que se refleja en una homogeneizacién de la poblacién viral,
hecho que ya ha sido descrito en la literatura.

En nuestro estudio, la diferencia en el grado de homogeneidad fue clara entre
las 3 situaciones clinicas y sobre todo entre pacientes agudos y cronicos, estos
ultimos presentando una gran heterogeneidad. Respecto a las diferentes
situaciones clinicas, después de un cuello de botella (estudio 1) y en plena fase
aguda (caso A/B), la homogeneizacion fue mucho mas acentuada (valor de
diversidad de nucledtidos A/B=9,64) que en el caso del trasplante (caso
Epre/Epost=3,03) o de la transmision por TAC con contraste (caso C/D=2,13). En los
3 casos estudiados, tan sélo el paciente B que se curd espontdneamente, es el que
presentd la poblacion viral mas homogénea.

En el 22 caso (caso C/D), los datos de complejidad junto con los datos de
filogenia molecular, indicaron una situaciéon de transmision de un numero
importante de particulas (ya que en fase aguda el paciente D presentd una
poblacién compleja similar a su partner paciente C), por tanto, la transmision del
VHC por TAC con contraste puede suponer un riesgo importante de transmision del
VHC en cantidades suficientes para causar cronicidad en un porcentaje de pacientes
alto, mas similar a una transfusidén de sangre que a un pinchazo accidental con

aguja infectada.
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La gran homogeneizacidon observada en el paciente curado B puede haber
facilitado la eliminacién del virus. Se ha descrito en la literatura que una respuesta
inmune efectiva dirigida hacia una poblacion homogénea tiene mas probabilidades
de éxito que frente a una poblacidn heterogénea de virus, donde es mas probable
que aparezcan mutantes de escape. Farci et al. demostraron que pacientes
infectados por el virus que presentaban escasa evolucién durante la etapa aguda de
la infeccidn se recuperaron completamente, mientras que los pacientes en los que
el virus evolucioné rdpidamente desarrollaron infeccién crénica (55). Varios
estudios han asociado una complejidad alta del espectro de mutantes con la
ausencia de la resolucion de la infeccion por VHC, ya sea espontanea o mediada por
tratamiento (122;123). En el caso del trasplante de higado por VHC, numerosos
estudios muestran que la reinfeccidn y seleccién de variantes virales son procesos
muy dinamicos después de la reperfusion y la poblacion viral del VHC se vuelve mas
homogénea, incluso después de cambios importantes en su composicion, pero en
este caso la cronificaciéon puede ser favorecida por la inmunosupresion a la que

estan sometidos estos pacientes (124-126).

- Aminoacidos

Sorprendentemente, la diferencia en complejidad de las quasiespecies a nivel
de nucledtidos entre pacientes agudos y cronicos, no se reflejo a nivel de
aminodcidos. En los 3 pacientes crénicos, la gran proporcion de mutaciones
nucleotidicas observadas en pacientes cronicos no se vio reflejada a nivel de
aminoacidos. El valor mas espectacular se observé en la pareja A/B donde el
paciente agudo B presentd incluso mayor nimero de mutaciones en aminoacidos
gue en la fuente de infeccion (paciente A). De los 7 amplicones estudiados por
secuenciacion masiva, el numero 7 (1529aa-1646aa), situado en el fragmento
carboxi-terminal de la NS3, fue el que presentd una frecuencia de cambios no
sindbnimos mas alta en el paciente crénico A y la mas baja en el paciente curado B,
todo lo contrario de lo observado en el resto de amplicones (del n2 1 al n2 6), en los

qgue la mayoria de las mutaciones fueron sinénimas. Por tanto, los datos de
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secuenciacion masiva nos dirigen hacia la regién terminal de la helicasa como una
region clave de comportamiento diferencial entre los pacientes A y B. El estudio de
respuesta inmune confirmd el interés de esta region viral, puesto que en los
pacientes A y B, la técnica de Elispot demostré que el paciente crénico tenia una
respuesta inmune CD4 especifica indetectable en esta regidén carboxi-terminal de
NS3, mientras que por el contrario, la paciente curada fue precisamente en esta
region, donde presentd una mayor respuesta especifica tipo CD4. Estos resultados
sugieren que esta zona carboxi-terminal de NS3 puede ser relevante para explicar
el resultado de la infeccion (curacidn o cronicidad). Cabe destacar que a nivel de
mutacion, esta regidn fue precisamente, donde la poblacién viral del paciente
crénico A aceptd una mayor proporcion de mutaciones no sinénimas, sugiriendo
gue a pesar de la baja respuesta inmune, estos cambios podrian conferir una
ventaja al virus para mantener la cronicidad.

En el paciente agudo B, la fuerte respuesta inmune fue acompafiada de un
minimo o nulo cambio de aminodacidos. Esta situacién podria parecer paraddjica, en
el sentido de que siempre se ha hablado de que una mayor presidon selectiva induce
al virus a mutar, pero existe una explicacion que fue sugerida por Farci et al. que
propuso que esta gran homogeneizacion de la poblacion puede ser un reflejo de la
respuesta inmune efectiva, que supone un paso previo a la eliminacion de la
infeccion viral (55). Esta observacion fue similar a previas publicaciones que han
documentado que una respuesta persistente y multi-especifica dirigida a epitopos
de NS3 de células T fue mas eficaz en los pacientes que resolvieron la infeccién
(87;89;93;127;128). En contraste, la cronicidad a menudo se caracteriza por la
anergia de células T causadas por la inactivacion de la respuesta de las células T
CD4+ especificas de VHC que impide la eliminacion viral (129;130). Estudios de
modelos en ratones infectados con otros virus han demostrado que la inactivaciéon
funcional de las células T CD4+ puede ocurrir (a nivel celular e independientemente
de las células T reguladoras o de células presentadoras de antigeno-CPA-) al
principio de su transicion a la persistencia viral, que llevan a su consiguiente
incapacidad para mantener la funcién de las células T citotdxicas, facilitando asi la

persistencia, aunque un reservorio pequefio de las células T CD4+ activas pueden
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persistir durante la cronicidad (131). Recientemente se ha demostrado, que una
vez, que la cronicidad se ha establecido, la respuesta especifica CD4 inactiva, se
puede restaurar, mediante la expansion ex vivo de células CD154+ especificas de
NS3 de pacientes crénicos, la produccién de IFN-y e IL-2 y la proliferacién a niveles
similares a las de pacientes que resolvieron la infeccién espontaneamente,
cultivando las células CD4+ en ausencia de antigeno especifico (132). La
acumulacién de cambios de aminoacidos en epitopos de células T de la regién
carboxi-terminal de NS3, junto a la ausencia detectable de CD4+ activadas, sugiere
un estadio de evolucién viral continuada para mantener el estado de tolerancia
inmunoldgica como consecuencia de la competencia entre la entrada mutacional
del VHC vy la respuesta del sistema inmune del individuo infectado, mas que
aparicién de mutaciones de escape a la respuesta inmune (133;134). Al menos
cuando una infeccidn estd bien establecida, el VHC puede mostrar una dinamica de
escape frente a anticuerpos neutralizantes y células T citotéxicas, como uno de los
mecanismos evolutivos que contribuyen a la persistencia (68;135;136).

En conclusidon, la regién carboxi terminal de NS3 de VHC presentd un
comportamiento diferente cuando se compard el paciente crénico A y su pareja
curada B, revelado por analisis de secuenciacion masiva y evidenciado a nivel
fenotipico por una respuesta fuerte multiespecifica CD4 contra epitopos de células

T situada en la regién pertinente.

- Density plots (Montserrat plots)

Durante la caracterizacién de las poblaciones virales, se construyeron plots de
densidad que reflejan si las poblacionales virales estan alejadas o cercanas a lo
esperado si las mutaciones fuesen fijadas al azar. En los 3 pacientes infectados “de
novo” los plots de densidad presentaron una distribucion muy cercana al azar. Por
el contrario, el paciente crénico A, con mas de 8 afios de cronicidad, aparecio una
distribucién bimodal alejada del azar. Esta distribucion fue ain mas extrema en el

paciente Epre cirrético donde, en algiun amplicon aparecié una distribuciéon
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trimodal con subpoblaciones con mds de 15 mutaciones respecto a la mas
representada (master). Esta gran complejidad puede ser un reflejo del dafio
hepatico, con islas de hepatocitos infectadas aisladas por una estructura fibrosa del
higado. El paciente C fue un caso particular, pues a pesar de ser crdnico, presentd
una distribucién de azar. Seria interesante estudiar si la distribucién en plots de

densidad se relaciona con dafio hepatico.

- Rreja de pacientes A/B

En el caso del paciente A, en el que la distribucidon de la poblacién viral se
alejé del azar, se observéd que la mayoria de las mutaciones fueron sindénimas,
sugiriendo que tenia una quasiespecies muy bien adaptada, permitiendo pocos
cambios drasticos. Todos los cambios de nt son cambios genotipicos pero aquellos
gue inducen cambio de aminoacido, pueden afectar a la actividad de la proteina y
por tanto, pueden implicar cambios fenotipicos. En términos de biologia de
sistemas, se define a una poblacion como robusta si su funcién o estructura
persiste, a pesar de las mutaciones, mientras que se define como evolucionable si
las mutaciones pueden producir cambios fenotipicos (137). En nuestro caso
podemos definir robustez como la constancia en la secuencia de aminodcidos a
pesar de la mutacién genotipica. En el caso del paciente A, si nos restringimos al
nivel fenotipico (cambios de aminoacidos), la poblacion viral en el aislado de 1998,
parecia que estaba en un estado de estasis evolutiva, donde los cambios de
aminoacidos fueron seleccionados negativamente, lo que en evolucidn se conoce
como seleccién purificadora. No obstante, a nivel gendmico (cambio de
nucledtidos) presentd una frecuencia de mutacion elevada, y por tanto, un
potencial de evolucion alto. El hecho de poseer muestras seriadas de suero del
paciente A, permitié comparar la poblacion viral de 1998 con la secuencia consenso
de 2001. Sorprendentemente, la secuencia consenso de 2001 derivé de una
subpoblacion detectada en 1998 y que tenia mas de 3 mutaciones (entre 3 y 10)
con respecto a la secuencia mayoritaria encontrada en el aislado de 1998,

indicando que la poblacion de 1998 estaba en continua evolucion. En los plots de
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densidad (Montserrat plots) esta poblacidon conformé un 22 pico. Los mutantes de
este pico se agruparon junto al aislado de 2001 en los arboles filogenéticos.

Por tanto, estos resultados sugieren que bajo una poblacidén altamente robusta
a nivel fenotipico, pueden acumularse cambios a nivel genotipico que permiten a la
poblacién, en un momento dado, evolucionar. Si esto se extrapola a términos de
“fitness landscapes” (paisajes de fitness”), se podria hablar de que en 1998, la
poblacién viral del paciente A estaba situada alrededor de un pico de fitness, bien
adaptada, pero que debido a la continua acumulacion de mutaciones, esto pudo
haber permitido a la poblacién viral expandir sus limites, facilitando que encontrase
un pico de fitness mejor, sobre todo, en un ambiente cambiante, conduciendo

finalmente, a un cambio evolutivo, como el observado en el afio 2001.

- Pacientes C/D y Epre/Epost

En los otros 2 casos de transmisién del VHC, en los casos D y Epost de nueva
infeccion, la poblacidn viral evoluciond hacia cronicidad.

A destacar que en el aislado post-trasplante, en una situaciéon de
inmunosupresion, la poblacion viral a los 3 meses, presentd una estructura mas
cercana a una fase de cronicidad avanzada que a una fase aguda previa a la
cronicidad. Este hecho podria ser debido a que en un medio donde la presién
inmune estd limitada, no existe presion selectiva, el virus puede evolucionar y

adaptarse de una manera mas rapida al nuevo higado.

- Andlisis filogenéticos

El modo de transmisién del VHC asociado a la cantidad de virus transmitidos
podria ser uno de los factores clave para la transicion de infeccién aguda a
persistente. La entrada masiva de virus se ha asociado a un mayor riesgo de
cronicidad, mientras que la entrada de un indculo pequeno (cuello de botella

genético), a una menor capacidad del virus para persistir.
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Nuestros datos confirman estas observaciones, ya que en la transmisidon por
cuello de botella (A/B) la paciente aguda B se curd, mientras que en los casos C/D y
Epre/Epost se establecié cronicidad. Es interesante destacar que la pareja de
aislados C y D, fue la que presenté mayor similitud entre poblaciones, sugiriendo
gue la infeccion del paciente D pudo iniciarse a partir de una parte representativa
de la poblacion viral del paciente crénico C, y ello facilitar el desarrollo de una
infeccidn crénica. En cambio, las poblaciones virales de los pacientes Ay B, caso en
el que se produjo una transmision por cuello de botella, estaban mas separadas
filogenéticamente, mientras que el caso del trasplante, la infeccidon masiva del
nuevo higado se caracterizd por una estructura poblacional mdas cercana a un
estado de cronicidad avanzada que en una fase aguda en un paciente
inmunocompetente. Esta estructura poblacional podria ser el resultado de la
seleccion de las variantes virales mas competitivas (con mayor fitness),
acompafiado por el estado de inmunosupresion del paciente. Es decir, tres casos,
tres situaciones clinicas diferentes, pero se necesitaria corroborar estos estudios
con otras parejas similares. Esto es dificil en los casos A/B, C/D, pero puede ser

interesante realizarlo en pacientes transplantados.

- Estudio de mutaciones de resistencia

En el caso de los 6 pacientes del estudio, ninguno de los cuales recibid
tratamiento, se detectd en suero en el paciente C una mutacion de resistencia
(V55A) con una frecuencia de 3,12% y otra A156T a una frecuencia de 0,1%
(A156T). En el aislado del paciente Epre también se detecté la mutacién D168E con
una frecuencia de 0,1%. En el paciente A la mutacion A156T (estudio 2-pdagina 36),
gue estaba fluctuando en un 0.78% en la poblacién viral en un aislado de biopsia
hepatica, en el suero correspondiente al afio 98 no se detecté en valores de
frecuencia >0,1.% Es importante realizar mds estudios para determinar cudl es la
frecuencia en la que estan presentes estas mutaciones en la poblacién viral, si se
mantienen en el tiempo, y cudl es la frecuencia minima clinicamente relevante

cuando se pretende tratar al paciente con los inhibidores especificos de NS3.
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En la actualidad el procedimiento de secuenciacion masiva es una
herramienta que permite cuantificar la complejidad de las poblaciones virales y
estudiar la composicidon del espectro de mutantes en profundidad. Aunque se
conocen numerosas interacciones entre factores virales y celulares (esenciales para
la replicacion y/o en la respuesta anti-viral intracelular y su evasion), aun no ha
sido posible establecer un mapa poblacional de las variantes virales de cada
paciente en funcién de polimorfismos genéticos virales y del huésped, que
permitan predecir la respuesta terapéutica con suficiente precision para
individualizar el régimen terapéutico. Por tanto, el conocimiento detallado de
factores virales y del paciente, proporcionard una herramienta util para la
comprension de la infeccién por VHC y proveer perspectivas para el diagndstico y

disefio de una terapia personalizada.
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7 CONCLUSIONES

®

La transmision del VHC por via sexual supone un cuello de botella genético.

La transmision por cuello de botella supone una homogeneizacién muy

importante de la poblacion viral.

Pacientes antes del tratamiento pueden presentar mutaciones de

resistencia que dificulten el tratamiento con inhibidores especificos.

El inicio de la infeccidn supone una homogeneizacién de la poblacion viral

gue es mas acentuada cuanto menor es el indculo viral infeccioso.

En la infeccidn crénica predominan los cambios sinénimos.

La mutacién se distribuye de manera desigual a lo largo del gen NS3.

La region carboxi-terminal de NS3 puede jugar un papel clave en la

resolucién/cronicidad de la infeccion por VHC.

La R.l. CD4+ frente a diferentes epitopos de la regidn carboxi-terminal
acompafiada de una homogeneizacidn a nivel de aas se asocia a resolucion

de la infeccion.

La falta de R.I. CD4+ y cambio de aa en la region carboxi-terminal se detecta

en la situaciéon de infeccidn crénica por VHC en un paciente.

10- La poblacidén viral en fase crénica, a pesar de presentar pocos cambios de

aa, mantiene un nivel de variacidon a nivel de nt que indica una evolucion

viral basal continuada en el tiempo.
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11- La presencia de mutaciones de resistencia con baja frecuencia (<1%) en la
poblacién viral, antes de un tratamiento, podria ser un factor clave para
definir la terapia antiviral personalizada mds efectiva. Para ello es
importante establecer cual es la frecuencia minima a la que se detecta un

mutante que tiene relevancia clinica mediante la técnica de UDPS.
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8 MATERIALES Y METODOS

8.1 Pacientes

Paciente A: paciente con historial de drogas intravenoso encontrado anti-VHC
positivo en 1993 durante una donacién voluntaria y al cual se le hizo un
seguimiento en el tiempo. Este paciente tenia infeccién persistente con un
genotipo 1a, que se confirmé por secuenciacion de las regiones 5' UTR, E2PePHD vy
NS3 y una carga viral en suero de 10°1U/ml. Presentd niveles elevados de alanina
aminotransferasa (ALT) en el tiempo con una media de 178 Ul/ml y mediante
biopsia hepatica se demostré que padecia una hepatitis crénica activa moderada.
Este paciente recibio un tratamiento con interferén estandar y ribavirina (IFN+RBV)
durante 12 meses (entre Febrero 1996 y Marzo de 1997) con bioquimica transitoria
pero no respuesta viroldgica. En Noviembre de 2006 fue sometido a una biopsia

hepatica de control.

Paciente B: pareja del paciente A, desarrollé en agosto de 1998 una hepatitis aguda
sintomatica. El desarrollo de estudios filogenéticos demostré que el paciente A
transmitio la infeccion por via sexual a su pareja la paciente B aproximadamente en
la fecha de Junio de 1998. El episodio ocurrié cerca de siete semanas después de
tener relaciones sexuales sin proteccién con el paciente A, poco después de la
eliminacion de un dispositivo intrauterino, debido a hemorragia vaginal. En el
paciente B los niveles de ALT se normalizaron en 6 semanas y el ARN del VHC se
elimind 8 semanas después del inicio de los sintomas. Las muestras utilizadas para
demostrar la transmisidn, fue en septiembre de 1998, después de superar el pico
de ALT en el momento de la infeccidn aguda en el paciente B y en octubre de 1998

en el paciente A.
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Figura 16. Valores de alaninoaminotransferasas (ALT) en pacientes A (grafico superior) y B (grafico inferior).
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Paciente C: paciente con enfermedad de Crohn ileocdlica y con infeccién por
virus C genotipo 1b que en Junio de 2004 fue sometido a una tomografia axial
computerizada (T.A.C.) por contraste justo antes que el paciente D. Este paciente
fallecié afios antes de que se le realizaran pruebas de IL28 o HLA. Dicho paciente

fue objeto de una exploracién abdominal, la TC con contraste antes de paciente D.

Paciente D: paciente vardn de 29 afios de edad, con enfermedad activa ileo-
colica de Crohn. Se sometié a un TAC con contraste en 2004. Las serologias de
hepatitis B y C durante el ingreso fueron negativas. Siete semanas mas tarde, fue
admitido en el hospital debido a nauseas, fatiga e ictericia. Las pruebas bioquimicas
mostraron unos niveles de ALT de 1117 Ul/Ly de bilirrubina de 7.6mg/dL junto con
la presencia de anticuerpos anti-VHC y niveles séricos de ARN del VHC. Fue
diagnosticado de hepatitis C aguda. Después de la normalizacion transitoria de la
ALT y la desaparicidon del suero del ARN del VHC, los niveles de ALT se elevaron
ligeramente de nuevo junto con la reaparicion simultdnea de ARN-VHC en
noviembre de 2004 y se traté con interferén pegilado alfa2b durante 6 meses
logrando una respuesta viroldgica sostenida. La investigacion epidemioldgica
identifico que la transmisién del VHC se produjo de paciente a paciente durante el
TAC (138). En este estudio se incluyd la muestra recogida en noviembre de 2004,

antes de empezar el tratamiento con peglFN+RBV.
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Figura 17. Valores de alaninoaminotransferasas (ALT) en pacientes C (grafico superior) y D (grafico inferior).
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Paciente E trasplantado: El paciente E era un paciente varéon de 69 afos con

infeccion crdnica por VHC con genotipo 1b, que después de una cirrosis hepatica, se
sometidé a un trasplante de higado (la fecha del trasplante fue 21/06/2006). El
nuevo higado se reinfectd, tal como ocurre en el 100% de los casos. Se estudio una
muestra antes del trasplante (Epre) y otra a los 3 meses después del trasplante
(Epost). Las pruebas bioquimicas mostraron unos niveles de ALT de 64 Ul/L antes
del trasplante hepatico. Para facilitar la discusidn, se consideraron las muestras

Epre y Epost como si se tratasen de dos pacientes.

8.2 TECNICAS DE BIOLOGIA MOLECULAR 1° Y 2°ESTUDIO

- Conservacion de la muestra

La biopsia hepatica se conservd en RNA later (Ambion Cambridgeshire, UK)

durante 24 horas antes de su criopreservacién a -80 2 C.

8.2.1 Homogeneizacion de la muestra

Se utilizd el Fast Prep (101 Savant),
instrumento dotado de un rotor que se mueve a
elevada velocidad y en multiples direcciones, capaz
de homogeneizar la muestra en un periodo de
tiempo muy reducido, que depende de la dureza y
cantidad de la muestra. La gran rapidez con la que

el Fast Prep homogeneiza la muestra en presencia

del buffer de extraccién de 4cidos nucleicos . . o
Figura 19. Sistema de homogeneizacion

minimiza la degradacion del ARN durante su  ge myestra Fast Prep

manipulacion.
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- Extraccion de ARN de higado

El ARN se extrajo con el kit Rneasy Mini KQiagen)

8.2.2 Control de cantidad y calidad de ARN extraido

Para el control de cantidad de ARN total extraido se utilizd un Nanodrop ND-
1000, que es un espectofotémetro de UV/VIS de elevada precisidn y sensibilidad,
donde el volumen necesario para determinar la concentracién de la muestra
problema es de un 1pl. Este instrumento realiza un amplio barrido de espectro
desde 220-750nm. La cantidad de acidos nucleicos se mide a una longitud de onda
de 260nm.

El control de calidad también se realiz6 mediante un equipo 2100 Bioanalyzer
(Agylent Technologies), que permite medir la integridad del ARN utilizando de 20-
250ng de muestra. Mediante una separacion electroforética en unos microchips
especializados, las diferentes muestras de ARN son separadas y monitorizadas
(deteccién de fluorescencia con laser). El software del bioanalyzer genera un gel

virtual que permite determinar el grado de integridad del ARN.
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8.2.3 RT-PCR-NESTED

Se estudid toda la region NS3. El ARN fue convertido a cDNA mediante

transcripciéon reversa con el uso de la Transcriptasa Reversa MMuLV con la

Ill

mutacion puntual H- (Promega). El “primer” empleado en la RT fue A5319ds

>CAGGACGCCGCCAACGAGCACCCA®.

Tabla 11. Condiciones de la RT tanto de reactivos (tabla superior) como de temperaturas

(tabla inferior)

Reactivos Concentracién en Volumen (ul)
la reaccion

H,O 10.3

Buffer Pfu 10x 1x 2

dNTP mix 10mM de cada uno/pl 2mM total 1

Primer 5319ds 20uM 20pmoles 1
Rnasin (Promega) 40U/ul 20U 0.5
Retrotranscriptasa MMulLV 40U 0.2

(Promega) 200u/pl

ARN muestra problema 5
Volumen final 20
Tiempo Temperatura
Pasos
60 minutos 42°C
Retrotranscripcion Sminutos 992C
5minutos 5¢C

a 4°C
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Es interesante destacar, que se realizaron una serie de experimentos previos
para poder realizar la copia del cDNA y la PCR en un mismo vial sin necesidad de
precipitar entre las dos reacciones. Para ello, se uso el buffer de la Pfu para realizar
la reaccion de retrotranscripcion y se pudo comprobar que la enzima MMuLV era
capaz de tener muy buena actividad en este buffer (resultados no mostrados). Se
preparo la mezcla de reaccidn de PCR siguiendo el esquema de la Tabla 3, usando el
“primer” A3349us ° TGACATCATCAACGGCTTGCCTGTTTC?. Se afiadieron 80ul de la
mezcla de PCR a cada vial correspondiente para conseguir un volumen final de

reaccion de PCR de 100pl.

Tabla 12. Condiciones de la PCR

Reactivos Concentracion Volumen (ul)
reaccion
H,0 70
Buffer Pfu 10x 1x 8
Primer A3349us 20 uM 20pmoles 1
Polimerasa Pfu turbo 2,5U/ pl 25U 1
cDNA 20

Volumen final 100
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El cDNA se amplifico en el termociclador GeneAmp PCR 2720 mediante los

siguientes ciclos de temperatura:

Tabla 13. Condiciones de T2 de la PCR

Pasos Tiempo Temperatura Ciclos

Desnaturalizacion 2 minutos 95eC
30 segundos 95eC

30 segundos 55eC 5x
Extensidn 2 minutos 72°C
Desnaturalizaciéon 30 segundos 952C

Alineamiento 30 segundos 602C 35x

Extension 2 minutos 72°C Por

Extensidn 10 minutos 72°C

ultimo, se realizd6 una Nested-PCR con una pareja de “primers” internos
Ad7us (up) > CGCCCATCACGGCGTACGCCCA3 ' y 871ds (down)
> GCATCCGTGGAGTGGCACTC?.

Tabla 14. Condiciones de TeC de la Nested

Pasos Tiempo Temperatura Ciclos
2 minutos 95¢C
30 segundos 95eC
30 segundos 602C 30x
Extension 2 72°C
Extension 10 minutos 72°C
Conservacion a 4°C

Para minimizar errores durante la amplificacién, se usé la Pfu ADN polimerasa de
alta fidelidad de copia (Stratagene, San Diego, CA,USA), que bajo nuestras condiciones

experimentales, se ha demostrado que tiene una tasa de error entre 1.3x10° (139) y
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6.5x107 (140). Después de 70 ciclos de amplificacién, el nimero esperado de
mutaciones segln el fabricante es 1 error en 9.1x10° nucleétidos secuenciados. En
nuestro estudio control uno de los clones (1893 nucledtidos) de secuencia conocida,
fue sujeto a 70 ciclos adicionales de PCR en 20 amplificaciones independientes. No se
detectaron mutaciones después del analisis de 8140 nucleétidos. Estos resultados
demuestran que la heterogeneidad observada es independiente de cualquier artefacto

durante el procedimiento de amplificacion (141).

Clonacion

- Determinacion del tamafio molecular del producto amplificado

Los segmentos amplificados producto de la Nested se visualizaron por

electroforesis en gel de agarosa al 1.5% y se tifleron con bromuro de etidio.

- Purificacion del ADN

La purificaciéon del ADN amplificado resultante de la Nested se realizo lo que
se utilizé el kit de purificacién en gel de agarosa de QlAquick Gel Extraction Kit

(Qiagen, GMBH, Hilden).

- Reaccion de clonacion

El producto purificado de la PCR-Nested con extremos romos se clond en un
vector plasmidico (pCR 4Blunt-TOPQ) y éste a su vez, se transformé en células E.coli
competentes TOP10. Esta clonacion se realizd con el Kit Zero Blunt TOPO PCR
Cloning Kit for Sequencing (Invitrogen), el cual permite la insercion directa en el
pldasmido de productos de PCR “blunt-end” (extremos romos) que se generan por la

polimerasa Pfu turbo High fidelity para su posterior secuenciacion.

- pCR 4Blunt-TOPO

El pldsmido pCR 4Blunt-TOPO tiene un genoma compuesto por 3956

nucledtidos, y posee un gen que le confiere resistencia a la ampicilina, permitiendo
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solo el crecimiento de los recombinantes positivos en placas de Petri con medio LB

con ampicilina, después de la transformacién en células E.coli.

Figura 20. Mapa plasmido pCR-Blunt-TOPO

Los reactivos y las cantidades empleadas en la mezcla de clonacién fueron los

siguientes:

Tabla 15. Reactivos de la mezcla de clonacidn.

Producto de PCRNESTED

Reactivos Control + (pl) Control — (pl) (ul)
Volumen DNA 0 0 1
Sales 1 1 1
H,0 4 4 1
Vector plasmidico pUC 19 Control pCR 4Blunt-TOPO pCR 4Blunt-TOPO
(10ng/ul) 1 1 1

Volumen final 6 6 6
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- Se mezcld la reaccién suavemente.

- Se incubd 30 minutos a RT. En el protocolo del Kit indica que la incubacion
con la mezcla de clonacién puede ser en un intervalo de duracion de 30
segundos hasta 30 minutos, decantdndonos por este ultimo, con la finalidad
del aumento del rendimiento final de transformantes que contengan el
inserto.

- Se anadieron 2ul (como indica el protocolo del kit) de la reaccién de
clonacién del control negativo y positivo a los viales que contenian las
bacterias quimicamente competentes TOP10 y se mezcld suavemente. Para la
clonacion de la Nested-PCR de NS3 del VHC se afiadieron 2ul y 4ul de la
mezcla de reaccién de clonacion, con esta ultima cantidad se obtuvo un
mayor nlimero de colonias después de la siembra de las bacterias E. coli
competentes transformadas con el inserto de serin-proteasa NS3.

- La reaccion se incubd en hielo durante 30 minutos que es el tiempo
maximo recomendado y que hemos comprobado que incrementa la eficiencia

de transformacion.

- Transformacion en E. coli TOP10 competentes

- Las bacterias quimicamente competentes se transformaron con el plasmido
mediante un choque térmico de las células durante 30 segundos a 42°C en el
bafo termostatico, sin agitacion y se transfirieron los tubos al hielo.

- A cada vial se afiadieron 250ul de medio S.0.C. a RT, medio rico en sales,
cuya funcién es estabilizar las membranas de las bacterias quimicamente

competentes.

- Andlisis y seleccion de colonias

- Se agitaron los tubos horizontalmente en un agitador a 200 rpm a 37 2 C durante 1
hora.
- Las placas de Petri con el medio de LB+Ampicilina (100ug/ml) se precalentaron en

la estufa durante media hora antes de sembrar las muestras.
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- Se sembraron 50pul, 100ul y 150ul de cada muestra en las placas de LB y se
incubaron a 37 2 C durante 24 horas. En las placas donde se obtuvo un mayor
numero de colonias fueron aquellas donde se sembré un volumen de 150ul, pero la
incubacidn se realizd entre 18-20 horas, para evitar el solapamiento de las colonias

y aparicién de satélites.

- Purificacion del ADN clonado en E. coli competentes

El conjunto de colonias obtenidas resistentes a Ampicilina, se picaron con
agujas estériles y se introdujeron en placas microtiter de 96 pocillos, donde en cada
uno se habia depositado previamente 200ul de medio LB liqguido con ampicilina
para su conservaciéon. Cada colonia picada se paso a un pocillo diferente de la placa
de microtiter. Dicha placa se incubd 24 horas a 372C. Las colonias obtenidas se
pasaron de los pocillos de la placa de microtiter a tubos de vidrio, que contenian
1ml de medio LB con ampicilina, mediante puntas de pipeta estériles. Una vez
efectuada esta operacion, se dejaron incubando 24 horas a 379C en el agitador a
230rpm. Una vez crecieron las bacterias, se pasaron de los tubos de vidrio a
eppendorf de 1.5ml y se centrifugaron durante 5 minutos a 13.000rpm y RT.

Las colonias obtenidas de las clonaciones, se sometieron a una lisis con el Kit
QlAprep Spin Miniprep Kit Using a Microcentrifugue (Qiagen) para la obtencion del
ADN, y su posterior secuenciacion. Este método estd basado en una lisis alcalina de
las bacterias, seguida de una adsorcion del ADN en una membrana de silice en

presencia de una solucién salina.

- Secuenciacion del ADN obtenido de los clones de la reqion NS3 VHC

Los productos de amplificaciéon se secuenciaron utilizando terminadores de
reaccion marcados con fluorescencia (“dye terminators”) de la casa Applied
Biosystems. Para ello se empled el Kit de secuenciacion ABI Prism BIGDYE
Terminator version 1.1. La secuenciacion automatica fue llevada a cabo
inicialmente en nuestro laboratorio con el secuenciador ABI PRISM 310 vy

posteriormente se utilizd el servicio de secuenciacién ABI PRISM 310 de 16
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capilares de la Unidad Cientifico-Técnica de Soporte (UCTS) del Institut de Recerca
del Hospital Universitario Valle de Hebron.

Las secuencias obtenidas se procesaron con el programa SeqScape v. 2.0 de
Applied Biosystems. El analisis y alineacidn a nivel de nucledtidos y aminoacidos se

realizo con el programa GeneDoc.

8.3 TECNICAS DE BIOLOGIA MOLECULAR 3¢ ESTUDIO

8.3.1 IL28 y HLA

Para los estudios gendmicos se obtuvo la aprobacion del CEIC y de los
pacientes. EIl ADN gendmico fue extraido con el kit comercial de ADN Flexigen
(Qiagen, Hilden, Alemania). El kit IL28B LightMix (TIB MolBio) se uso para definir el
genotipo del polimorfismo bialélico, rs12979860 (CC, CT, TT), fuertemente asociado
con respuesta al tratamiento. El kit contiene cebadores para amplificar una regién
de 139pb y sondas especificas para el alelo -3176C. A partir de 5ul de ADN
gendmico, cada alelo del polimorfismo fue identificado por curvas de melting (alelo
T Tm=512C y alelo C con una Tm=592C), usando el LightCycler 2.0 (Roche
Diagnostics GMBH, Mannheim, Alemania). El haplotipo de HLA se determind

mediante secuenciacion por Sanger.

8.3.2 Antigenos del VHC

Los pools de péptidos derivados de secuencias de genotipo 1a que cubrian la
regiéon completa de NS3 se adquirieron de Beiresources (Biodefense and emerging
infectious research resources repository beiresources Manassas VA USA) y 63
péptidos de 20 aminoacidos que cubrian también la regién NS3 sintetizados por

CIMA (Universidad de Navarra, Pamplona.)
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8.3.3 Ensayo de Enzyme-Linked Immunospot (ELISpot)

Para el ensayo de IFN-y ELISpot se realizaron duplicados de 1x10° células CD4
basales y de células CD4 expandidas que fueron cultivadas a 372 C en una
proporcién de 1:4 con células presentadoras de antigeno (CPA) autdlogas irradiadas
(30 Gy) pulsadas con diferentes pools de péptidos o controles. Los pools para la
proteasa NS3 fueron: 1027-1117 y 1117-1217 y para la NS3- helicasa fueron 1227-
1317, 1327-1417, 1427-1517 y 1527-1642. El ELISpot se desarrollé siguiendo el
protocolo siguiente: las células se cultivaron en placas de 96 pocillos de fondo
redondo pre-incubadas con anticuerpo monoclonal anti-IFN-y (1-D1K, Mabtech,
Suecia) y con una concentracion de 2ug/ml con los diferentes antigenos del VHC,
2pug/ml de PHA (Fitohemaglutinina) o de buffer control. Después de 48 horas a 37°C
y 5% de CO,, las células se eliminaron mediante lavado de las placas 5 veces con
PBS. Se anadieron 100ul de fosfatasa alcalina conjugada con anticuerpo monoclonal
(7-B6-1, Mabtech, Suecia) a cada pocillo a una concentracion final de 1ug/ml vy se
incub6 a 2h a temperatura ambiente. El conjugado no unido se elimind con lavados
de las placas con PBS y se desarrollé una incubacién durante 5 minutos con una
solucion de sustrato de 5-bromo-4-cloro-3-indolil fosfato/nitroblue tetrazolium
(BCIP/NBT-plus;Mabtech, Suecia). La reaccion de color se detuvo mediante lavado
con agua del grifo. Las células formadoras de puntos péptido-especificas (spot-
forming cells-SFC-) se contaron con un lector de ELIspot (Auntimmun Diagnostika
GMBH, Strassberg, Germany) con la ayuda del sotware (ELISpot 4.1 SR program).
Los resultados se expresaron como el nimero de SFC productoras de IFN-y por 10°
células CD4 (SFC IFN-y/10° CD4). Los ensayos con ruido de fondo alto (media de 40
SFC/por pocillo con buffer control) o con nula respuesta a PHA se excluyeron. Para
normalizar el nimero de células especificas de VHC productoras de IFN-y, se
descontd el numero de SFC productoras de IFN-y sin péptidos del numero de SFC

con presencia de péptidos.
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8.3.4 Andlisis de la region NS3 mediante secuenciacion masiva

Se realizd una secuenciacion masiva (Ultra-deep pyrosequencing-UDPS-)
mediante reactivos de la serie GS-FLX Titanium en la plataforma Roche 454 GS-FLX)
de 7 fragmentos (amplicones) de 400 nt correspondientes a la region no estructural
NS3 (proteasa y helicasa) en los pacientes A, B (infectados por el VHC genotipa 1a);
C y D (infectados por el VHC genotipo 1b); E-pre y E-post (genotipo 1b). Para la
amplificacién de la proteina NS3 se utilizaron cebadores especificos, y teniendo en
cuenta que la quimica de GS-FLX Titanium permite la secuenciacion de 400
nucledtidos, se dividid la NS3 en 7 amplicones solapados. Los amplicones fueron
enumerados del 1 al 7 desde el extremo 5' hasta el final de la regién codificante 3'
de NS3. Cada amplicdn se analizé independientemente. Para minimizar los errores
de muestreo y amplificacion, se realizaron RT-PCRs-Nested por triplicado.
Finalmente, los productos de PCR se cuantificaron, se mezclaron y purificaron en
gel de agarosa mediante electroforesis, previo a la secuenciacién masiva por ultra-
deep-pyrosequencing (UDPS) plataforma 454/Roche (Roche, Brandford, CT 06405,
USA). Se realizaron 3 placas 454 GS FLX Titanium, y cada una se dividid en dos
carriles (en cada carril se depositd la muestra de un paciente). El sistema generé un

archivo en FASTA con los “reads” secuenciados de cada carril.

Figura 21. Aparato 454 GS FLX Titanium
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Figura 22. Esquema de la region no estructural del VHC donde se representan los 7 amplicones de 400 nts

cada uno que cubrian la proteina NS3.

Tamaiio
Nombre de Cebadores Secuencias
amplicones
NS2up315pcr  GTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGCAYCTBACYCCNCTBCRRGAYTGGGC
RT-PCR1 *|: 1542pb
NS3d4736 CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGCAYCTBACYCCNCTBCRRGAYTGGGC
NS2up3272 CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGCMVVATGGAGACCAAGCTCATYAC 442pb
NeStedl{ NS3d3663 CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAGGRTCYTGRTCYACATTRGTRTACATYTGG
NS3up3531 CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGACYGCDRCVCARWCYTTCCTRGC 489pb
NeStedz—[ NS3d3969 CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAGAVACCGGRGAYCKCATRGTDGTYTC
Nesteda | NS3up3816 CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGTCYTACYTGAARGGYTCBTCVGG 457pb
| NS3da222 CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAGGARTAYGTRATRGGRWYRCCNGTGGT
Nesteda NS3up4038 CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGGGHAGCGGYAARAGBACYAARGT 424pb
|_NS3d 4411 CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAGACRGTRRYNGAKCCCGGAGG
\ —NS3up4279 CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGTAATNTGYGAYGARTGCCAYTC 456pb
ested5 | Ns3da68a CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAGCMAGRTGGTCYTGVCANACGG
NS3up4379 CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGCGCCACYGCYACNCCTCCGGG 1730pb
RT'PCRZ—I: NS4Bd6108 CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAGCGAAWGCTATYAGCCGGTTCATCC
Nested 6_[ NS3up4588 CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGCNTAYTACCGVGGBCTYGAYGTRTC 470pb
NS3d5007 CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAGCMAGRTGGTCYTGVCANACGG
Nested? { NS3up4905 CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGGAYGCRGGCTGYGCTTGGTA 447pb
NS3d5301 CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAGCNAGGTCRGCYGMCATGCAT

Tabla 16. Secuencias de cebadores para la amplificacion de NS3.
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- Control de calidad de los amplicones

El control de calidad se realizé mediante el equipo 2100 Bioanalyzer (Agylent
Technologies), que permite obtener una inspeccion visual de la integridad del ARN
utilizando de 20-250ng de muestra. Mediante una separacidon electroforética en
unos microchips especializados, las diferentes muestras de ARN son separadas y
monitorizadas (deteccion de fluorescencia con laser). El software del bioanalyzer
genera un gel virtual que permite determinar el grado de integridad del ARN.

La concentracién de ADN se determindé mediante el uso de un colorante
fluorescente que se une al ADN de doble cadena (PicoGreen, Molecular Probes),
mediante el Kit PicoGreen dsDNA Quatitation Kit (Invitrogen, Carlsbad, California),
gue tiene un maximo de excitacion a 480nm y un pico maximo de emisién a530nm.

- Disefio de los cebadores

La preparacidon de las muestras de ADN para la secuenciacién de amplicones
consiste en una simple reaccion de amplificacion por PCR con cebadores especiales
(cebadores de fusion). Los cebadores de fusion permiten la unién de los fragmentos
de ADN a las bolas de captura de ADN vy su posterior amplificacion clonal mediante
una PCR en emulsidon (emPCR). Poseen un tamafio entre 20-25pb. Las ultimas 4

bases de los cebadores de fusion es la secuencia clase “TCAG”.

Forward primer (Primer A-Key):

5'-CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAG- t-éimplate specific sequence- _%»

Reverse primer (Primer B-Key):

3'-CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAG-{empIate specific sequence-}S'

Figura 23. Estructura de los cebadores de fusion Ay B.
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Para la realizacidon de la emPCR fueron necesarios dos kits (Figura 24): uno
para la secuenciacion de la libreria del primer A (GS emPCR Kit Il) y el segundo para
la secuenciacién del Primer B (GS emPCR Kit Ill). Es decir, para la emPCR de cada

amplicon se utilizaron 2 cebadores (A 'y B).

Figura 24. GS emPCR kit Il y kit 111

- emPCR

La libreria sstDNA de amplicones se consiguié disefiando los cebadores con los
adaptadores Ay B en cada extremo, tal y como se especifica en la pagina 135 Figura
24. Se mezclan cada bola con las moléculas de ADN, de manera que cada bola, en
condiciones éptimas, contendrd una Unica molécula de sstDNA de la libreria. La
bola unida a la cadena de ADN se emulsiona con los reactivos de amplificacion en
una micela de agua y aceite. Cada perla queda englobada en su propio microreactor
dentro del cual ocurre la amplificacién mediante PCR. El resultado serd una bead

inmovilizada conteniendo fragmentos de ADN amplificados clonalmente.
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Figura 25. Pasos secuenciales de la emPCR.

- Secuenciacion

Las beads unidas a los fragmentos de la libreria ADNsst se afiaden al DNA Bead
Incubation Mix (contiene ADN polimerasa) y se distribuyen en capas dentro de la
placa junto con unas beads enzimdticas que contienen luciferasa y sulfurilasa. La
capa de beads enzimaticas asegura que las perlas con ADN permanezcan en el
interior del pocillo durante la reaccidon de secuenciacién. El proceso de deposicidn
en la placa maximiza el nimero de pocillos que contienen una Unica perla con ADN
amplificado (evitando mds de una bead unida a ADNsst por pocillo). Cuando la
placa estd correctamente cargada se coloca en el equipo donde los reactivos de
secuenciacion (tampones y nucleétidos) fluiran a través de la placa. Durante el flujo
de nucledtidos, cada una de los cientos de miles de beads con millones de copias de
ADN se secuencian en paralelo. Si un nucleétido es complementario a la cadena
molde en algln pocillo, la polimerasa extiende la hebra existente de ADN mediante

la adicién de nucledtido(s). La adicién de cada nucledtido genera por reaccion la
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emisidon de un fotdn. La seiial luminica es recogida por la camara CCD del equipo. La
intensidad de la sefial es proporcional al nimero de nucledtidos incorporados en un

solo flujo de nucleétidos en el respectivo pocillo.

£ it Signal image
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Figura 26. Reaccion de secuenciacion.

8.3.5 ALGORITMO PARA INTERPRETAR LAS SECUENCIAS

Las lecturas (“reads”) correspondientes a cada amplicén se identificaron por
su correspondiente primer. Los datos se validaron de acuerdo a procedimientos ya
publicados (Homs M. et al. Nucleic Acids Res. 39:8457-8471; Campbell P.J. et al.
Proc. Natl. Acad. Sci. U.S. A 105:13081-13086; Huse S.M. et al. Genome Biol.
8:R143;Zagordi O. et al. Nucleic Acids Res. 38:7400-7409). Como filtros de calidad,

se excluyeron las secuencias que:

Tenian mas de 2 errores con respecto al cebador.

Las que no cubrian todo el amplicon

Las que tenian Ns en la secuencia
- Las que tenian inserciones o delecciones con respecto a la secuencia de

referencia.
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Las sustituciones con respecto a la secuencia de referencia fueron evaluadas
estadisticamente por un filtro de Poisson, utilizando una matriz de sustituciones de
error empirica obtenida por secuencias clonales adicionales obtenidas por UDPS.
Una vez identificadas y filtradas los “reads” se colapsaron en haplotipos y se
determinaron sus correspondientes frecuencias. Los haplotipos con un solo “read”
se rechazaron. Los haplotipos resultantes con sus respectivas frecuencias son
considerados como una muestra representativa de la composicion de la poblacién
viral, y se utilizaron en los analisis siguientes, incluyendo un analisis de las
mutaciones posicion por posicion y la evaluacion de la complejidad mediante

“sliding windows”, a nivel de nucledtidos y a nivel de aminodcidos.

8.3.6 ANALISIS DE LAS SECUENCIAS

Las definiciones de los términos utilizados en el analisis de secuencias son las
siguientes:
Amplicén: un fragmento de secuencia de ARN o ADN que es amplificada mediante
cebadores especificos.
Read: cada una de las secuencias identificadas a través de sintesis durante el
proceso de la UDPS, correspondiente a un amplicon.
Mutacidn: sustitucion de un nucledtido por otro nucledtido. Cuando se habla del
numero total de mutaciones se refiere al nimero total de mutaciones diferentes,
independientemente de sus frecuencias dentro de la poblacion. La mutacidn se
entiende como un cambio respecto al haplotipo dominante.
Haplotipo: en el contexto del andlisis de los amplicones, un haplotipo es cada una
de las diferentes secuencias identificadas por UDPS, cada una de ellas representada
por un numero de reads que debe corresponder aproximadamente a su frecuencia
en la poblacion de la quasiespecie obtenida por muestreo. Los haplotipos son
entonces el conjunto de secuencias Unicas en el amplicdn dentro del conjunto de la

poblacién viral.
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El analisis se realiza posicidn por posicidn, en el que se obtiene una lista de
todos los sitios polimérficos, junto con las frecuencias de mutacion de nucledtidos
correspondientes. Se analiza cada amplicdn segln una heuristica que favorece las
secuencias con un mayor numero de lecturas. El recorte de los reads para conectar

los amplicones es un paso importante en el flujo de trabajo.

Andlisis de nucledtidos de cada amplicén

1. Filtrado de reads: se realizd un filtrado de reads de manera que cada

haplotipo estuviera representado por un minimo de lecturas, excluyendo
todos los haplotipos con menos de 2 reads. Esto contribuyd a aumentar el
peso de la evidencia y evitar posibles artefactos.

2. Complejidad de quasiespecies: la complejidad de las quasiespecies se

caracterizo por una serie de parametros para realizar estudios comparativos

entre poblaciones virales, que se describen a continuacion:

Diversidad nucleotidica (pi,rt): tiene en cuenta el nimero medio de

mutaciones entre cada par de secuencias en la poblacién viral.

Frecuencia de mutacion (Mf): obtenida como la relacion del nimero de

mutaciones observadas por el nimero total de nucledtidos secuenciados. El
nimero de nucleétidos secuenciados es el producto del nimero de reads por el
tamafio de cada read. El calculo de las mutaciones observadas tiene en cuenta
las frecuencias de los haplotipos dentro de la poblacién viral, y el nimero de
mutaciones en cada haplotipo.

Entropia de Shannon (H): la entropia de Shannon mide la variabilidad de las

guasiespecies teniendo en cuenta el niumero de haplotipos y sus frecuencias:

H=-Z; piln(p)
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Donde pj es la frecuencia relativa del haplotipo i-ésimo dentro de la poblacion
viral, y la suma se extiende a todos los haplotipos. Un valor alto de H implica
una variabilidad alta. El minimo valor de entropia, es 0, cuando tenemos un

haplotipo Unico.

Entropia de Shannon normalizada: es una medida de diversidad de

haplotipos, independientemente de sus frecuencias de mutacién.

Sh=-2; piln(pi) / In(h)

Al dividir H por el logaritmo del numero de haplotipos Sn varia entre Oy 1,

con un valor de Sn, de 1, como la entropia maxima.

Gréficos de barras: se representaron graficamente los sitios polimdrficos (eje
de ordenadas) con las frecuencias de mutacion relativas respectivas (eje abscisas).
En la parte inferior se da una representaciéon reducida en color que muestra la
secuencia consenso, y las barras apiladas sobre ella dan el porcentaje de mutacién
para cada nucledtido dentro de la poblacién. Cada nucleétido esta representado
por un color diferente. La linea en 0 diferencia, por debajo, el nucleétido

mayoritario, y por encima, la mutacion.
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PatA.NS3.FW-ampl2 - amplicon
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Figura 27. Ejemplo de grafico de barras con las frecuencias de mutacidn relativas.

- Contenido de informacidn de una posicion (ic;)

Dada la frecuencia relativa en la poblacién de cada nucledtido p;, en un sitio

determinado, el contenido de informacioén, en unidades de bits se obtiene como:

ic = logx(4) + Z; pilog:(pi) = 2 + Z; pilog:(pi)

La entropia es una medida de diversidad. Aqui esta medida se invierte para
proporcionar el contenido de informacidon de un sitio dentro de una poblacién.
Ambos conceptos estan inversamente relacionados. Si la entropia de Shannon de
las quasiespecies es una entropia que mide por filas (secuencias), el contenido de
informacidn en un sitio es un analisis de la entropia por columnas (sitios).

Un sitio conservado 100% tiene 2 bits de informacion, mientras que un sitio

con 25% de cada nucledtido mostrara un contenido de informacion de bits O.
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Grdficos de densidad mutacional (Montserrat plots)

Los Montserrat plots son graficos que sirven para visualizar la diversidad de la
poblacién respecto al haplotipo dominante. Tomando como referencia la secuencia
dominante de la poblacion viral en cada amplicdn, este grafico representa la
densidad del nimero de mutaciones en la poblacién viral respecto a esta secuencia
de referencia. El histograma habitual se transforma en un grafico de densidad
usando a kernel gaussiano con un ancho de banda de 0,3, transformando el gréfico
en continuo y virtualmente mas cercano a la dindmica de la quasiespecie. Se
superpone la densidad que se deriva, en las mismas condiciones, de una
distribucién de Poisson, cuyo parametro es el nimero medio de mutaciones.
Cuando ambas curvas coinciden la poblacién tiende a ser mas aleatoria, mientras
gue cuando divergen notablemente, la poblacién estd mas sujeta a factores
evolutivos, representando eventualmente 2 o mas subpoblaciones separadas por

un cierto niumero de mutaciones.

Andlisis de la region de nucleétidos

En general, la region de interés en el genoma viral se compone de una serie de
diferentes amplicones, por lo general cubren unos cuantos miles de bases. El
solapamiento entre amplicones se resuelve apoyandose en el amplicén con mayor

numero de reads.

amplicons connection: PatA.NS3.FW

] I I ] : :
! ) r— 1 i
—— : ; ;
12367 : 19306 iﬂﬁﬁé 43537 : 13670 : 14801 : 11843
—— | — P P
[ I I I I I | 1 II
3500 4000 4500 5000

Figura 28. Ejemplo de solapamientos de los 7 amplicones de NS3 del paciente A
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El analisis de la regidn se ha realizado de forma independiente para las
cadenas forward y reverse, y el siguiente paso fue combinarlas para obtener una
imagen final posicion por posicion de la regidn de interés. Se consideraron primero
los sitios polimérficos comunes, testando la homogeneidad de la frecuencia de
sustituciones de nucleétidos entre ambas cadenas mediante el test de Fisher. Los p-
valores resultantes se ajustan por la correccion Benjamini y Hochberg. Los sitios no
significativamente diferentes son promediados para las cadenas forward y reverse,
mediante el correspondiente nimero de reads de cada cadena. Para los sitios
significativamente diferentes, si el niumero de reads es muy desequilibrado entre
ambas cadenas, se toma la frecuencia de mutacidon dada por el nimero de
secuencias mas abundantes. Al final tenemos un cuadro con las frecuencias de cada
nucledtido en cada sitio polimdrfico que finalmente es aceptado. El informe
representa los resultados obtenidos en cada caso, dando para cada sitio
polimérfico aceptado, las coordenadas, las frecuencias de nucledtidos en %, y el p-

valor ajustado por un test multiple.

Chi - square test

Common positions, non-significatively different,
with BH adjusted p-val ues above 0.05

G ving the average nutation frequenci es wei ghted by
reads nunber.

pPA pC pG pT adj.p.va
3317 99.218 0.000 0.397 0.385 0.461
3320 0.000 99.261 0.000 0.739 0. 319
3323 0.000 0.133 0.000 99.867 0. 258
3326 0.000 99.620 0.000 O0.380 0.138
3329 0.000 99.833 0.000 O0.167 0. 442
3337 0.128 0.000 99.872 0.000 0. 755
3338 0.000 99.561 0.000 O0.439 0. 557
3339 0.000 66.115 0.000 33.885 0. 189
3350 0.000 0.249 0.000 99.751 0. 325
3356 0.000 99.779 0.000 O0.221 0. 557
5255 142 0.000 99. 858 . 000 . 964

0 0 0
0. . . 0. 0.
5267 0.000 99.817 0.000 O.183 0. 930
0.301 0.000 99.699 O 0

Common positions, significatively different
wi th BH adj usted p-val ues bel ow 0. 05
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If the nunber of reads is markedly unbal anced, the
nmutation in the nost abundant strand, the m ni num
frequency ot herw se.

pPA pC pG pT adj.p.va
3305 0.384 0.000 99.616 0.000 0. 020
3314 0.000 99.241 0.000 0.759 0. 000
3347 0.000 0.982 0.000 99.018 0. 001
3524 0.000 98.932 0.000 1.068 0. 027
3545 0.000 67.404 0.000 32.596 0. 000
3563 0.000 1.343 0.000 98.657 0. 020
4868 000 99. 662 000 0. 338 009
4886 0.000 99.480 0.000 0.520 0. 005
5138 000 99. 820 000 0.180 020

Summary of total nutation frequency in the forward
strand only:
Mn. 1st Qu. Median Mean 3rd Qu. Max.
0.1010 0.1070 0.1290 0.1405 0.1420 0.4251

No significative nutations in the FWstrand only.

Summary of total nutation frequency in the reverse
strand only:

Mn. 1st Qu. Median Mean 3rd Qu. Max.
0.1000 0.1090 0.1330 0.1417 0.1655 0.3010

RV only, significative nutations to the test,
RV/IFWreads ratio higher than 1.5
Total nutation frequency higher than 0.1 %
Reads numnber hi gher than 5000
Adj ust ed p-val ues bel ow 0. 05

pPA pC pG pT p.val s adj. p.val
reads
3297 0.000 0.000 0.205 99.790 1.904e-11 4.251e-10
22940
3311 0.000 99.820 0.000 0.179 4.111e-10 3.935e-09
22940

3315 0.100 0.000 99.900 0.000 4.465e-06 7.671le-06
22940
3333 99.900 0.000 0.100 0.000 4.465e-06 7.671le-06
22940

3533 0.000 0.135 0.000 99.860 7.047e-08 2.623e-07

3983 0.000 99.890 0.000 0.105 6.124e-05 8.373e-05

4019 0.000 99.770 0.000 0.232 6.828e-10 5.147e-09
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Para las mutaciones puntuales se requiere un umbral de frecuencia minima, el
valor predeterminado se establece en el 0,1%. Para los sitios polimdrficos en una
sola cadena se requiere, ademads, una frecuencia minima de mutacién total y un
nimero minimo de reads. En la actualidad los valores por defecto son de un p-valor
ajustado de 0,05, un porcentaje de 0,1%, como frecuencia minima de mutacién

total, y un minimo de 5000 reads.

RATIO dN/dS

Se calculé la relacién de dN/dS como la relacion entre los valores medios de
dN (mutaciones no sindnimas por posiciones no sindénimas) y dS (mutaciones
sinénimas por posiciones sindnimas) que resultan al comparar pares de reads en la
poblacién viral. Las presiones evolutivas de las proteinas son cuantificadas por la
tasa de sustitucion en posiciones sindnimas y no sinébnimas. Como consecuencia de
la degeneracion del cédigo genético, el resultado esperado de mutaciones al azar
no sindnimas se aproxima a 75% y las mutaciones sinénimas a un 25%. La relacién
dN/dS se desarrollé originalmente para el andlisis de secuencias genéticas de
especies divergentes. Sin embargo, la medida de dN/dS también se suele aplicar a
las muestras de una sola poblacién. En el caso de las poblaciones de virus, entre las
secuencias no existe fijacion a lo largo de linajes independientes, sino mas bien la
segregacion de polimorfismos en una sola poblacién. Por lo tanto, la relacién entre
dN/dS es cuantitativamente diferente en las muestras de una sola poblacidon en
comparacidon con las muestras de linajes divergentes. En este ultimo caso, la
relacion dN/dS=1 se interpreta como neutralidad, cuando dN/dS<1 como seleccidn
negativa y dN/dS>1 como seleccidn positiva. Pero en el caso de las poblaciones de
virus (estudio de muestras dentro de una misma poblaciéon) cuando dN/dS es
mayor o menor que 1, se interpreta que existe presion evolutiva, pero no se puede
afirmar si hay seleccién positiva o negativa (142). En nuestro estudio se calculd, a
partir de los haplotipos observados y las frecuencias correspondientes, el nimero
de posiciones sindnimas (S) y no sindnimas (N) respecto a la secuencia master. Para

cada posicion mutada se determind si la mutacién era coddn sinénimo (mS) o no
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sinénimo (mN) respecto a la master, teniendo en cuenta las frecuencias de cada
haplotipo. La relacién de posiciones no sindnimas a sinénimas, se compara con la
relacion mN/mS, y de la misma forma se comparan las relaciones mN/N y mS/S,
como aproximacidon a la relacion dN/dS. La relacion que existe entre ambos
estimadores permite determinar si las secuencias se encuentran bajo el modelo
neutral, donde se esperaria un valor (mN/N)/ (mS/S) préximo a la unidad, o se

desvian del mismo. Este valor puede ayudar a distinguir los crénicos de los agudos.

Sliding window

Aparte del andlisis posicion por posicidon es interesante evaluar la secuencia
completa por pequefios segmentos, llamados ventanas, que se desplazan por
pasos, hasta cubrir toda la region (“sliding window”). Como en el analisis posicién
por posicion los reads se conectan de forma dptima, teniendo en cuenta el nimero
de reads que pertenece a cada amplicdn, los reads se recortan de acuerdo con esta
conexién optima, y las ventanas se desliza desde 5 'a 3' en pasos de pocos
nucledtidos. En el sliding window se representé el parametro de diversidad

nucleotidica (Pi).

PatB.NS3.FW - Sliding window (sz=50, step=10)

— FW strand
= RV strand
— weighted mean

0.004 0.008
| |

Pi

0.002
|

0.000
|

I T I 1
3500 4000 4500 5000

Figura 29. Representacion grafica de sliding windows de nucleétidos
donde en el eje de abscisas se representdé la Pi (diversidad

nucleotidica) v en el eie de ordenadas se representaron las
Se desarrollaron sliding windows a nivel de nucleétidos (el tamano de la

ventana es 50 con pasos de 10) y de aminoacidos (el tamafio de la ventana es de 12

con pasos de 3).
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COMPARACION DE 2 POBLACIONES: A vs B

Comparacion a nivel de nucledtidos

Se realizé una comparacién mediante graficos de barras de los sititos
polimodrficos de 2 poblaciones virales. La poblacion en segundo plano se representd
en gris y la poblacidén en primer plano, se representd cada nucleétido en un color
(en el eje de abscisas se represento las posiciones nucleotidicas del gen NS3 y en el
eje de ordenadas se representd el porcentaje de mutacidon de cada nucleétido

dentro de la poblacién).

PatB (colored) on PatA (gray) mutations

-mor

40
I

30

mutations proportion (%)

10
|

] I]II! JUIN BRIITEE I OW Fll]l]] L BN L RONINNL DINBOUIHE TOW Q1 l1 10

3500 4000 4500 5000
Figura 30. Grafico de barras con comparacion de frecuencias relativas de

mutaciones de nucleétidos de 2 pacientes (un paciente representado en

gris y otro paciente en colores diferentes.

Comparacion a nivel de aminodcidos

Cada aminodcido se representd de acuerdo a sus propiedades quimicas,

mediante 5 colores.

aa.PatB.FW-NS3 whole region

20

R
—_—

= Speclal
= Hydrophobic
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— STOP
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Figura 30. Grafico de barras con comparacion de frecuencias

relativas de mutaciones de aminodcidos de 2 pacientes.
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Identidad poblacional. Coeficiente de Bhattacharyya

Una poblaciéon viral puede caracterizarse por el conjunto de pares (h;, f), i:1..n
, donde h; es el haplotipo i-ésimo, y f; su frecuencia relativa en la poblacién. Dadas 2
poblaciones se utiliza el coeficiente de Bhattachayya como medida de identidad

poblacional, definido como:

A

BC = ) > dlh,hy) [y [5

i=1 j=1
Donde 6 es delta Kronecker, con valor 1 cuando los dos haplotipos son iguales, o
cero, en caso contrario, y las sumas se extienden a todos los haplotipos de ambas
poblaciones. Este coeficiente da una aproximacion del solapamiento de la
poblacién, de tal manera que cuando es 1, las poblaciones son idénticas, y cuando

es cero, no existe ningun haplotipo idéntico.

PatA.vs.PatB-FW

1.0

Population identity
086

02 04

0.0

| - | | |
3500 4000 4500 5000
Figura 31. Representacion grafica de similitud de 2 poblaciones

virales de 2 pacientes (ejemplo de Ay B).

Distancia genética

Supongamos que hay m haplotipos diferentes de una region particular del ADN
de las poblaciones X e Y, donde X; e Yy; son las frecuencias del haplotipo i-ésimo en
la muestra para las poblaciones X e Y, respectivamente. El nimero promedio de
sustituciones de nucledtidos para un par de haplotipos escogido de forma aleatoria
(dx) en la poblacién X puede ser estimada como:

~ A A

dx— Ny zinindij
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donde ny es el numero de secuencias de la muestra y dj es el nimero de
sustituciones de nucledtidos por sitio entre los haplotipos i-ésimo y j-ésimo.
Cuando todas las secuencias de ADN son diferentes, xi=1/nyx. El nimero medio de
sustituciones de nucledtidos para Y puede ser estimado de la misma manera.

Por otra parte, el nUmero medio de sustituciones de nucledtidos entre los
haplotipos de ADN de X e Y puede ser estimado por:

~

dxy= zinindﬁ
donde djj es las sustituciones de nucleétidos entre el haplotipo i-ésimo de X y el

haplotipo j-ésimo de Y. El nimero neto de sustituciones de nucleétidos entre las 2

poblaciones (da) es entonces estimado por:

aA=axy—(Adx+dy)/ 2
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