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PROLEG

El virus de la hepatitis C (VHC) infecta a 170 milions de persones arreu del
mon, causant hepatitis cronica que, en la majoria dels casos, acaba desembocant
en malalties hepatiques molt greus com la cirrosi o I'hepatocarcinoma cel-lular.
De moment, no es disposa de cap vacuna preventiva o profilactica, i la terapia que
s’utilitza avui en dia, basada amb interfer6-a pegilat més ribavirina (peg-IFNa/RBV),
no és efectiva per a tots els pacients, és molt costosa, de llarga durada i provoca greus
efectes secundaris. El tractament esta basat en el mecanisme de defensa que efectua
la cél-lula un cop és infectada, ja que quan aixd passa, s’activen una serie de rutes de
senyalitzacié que tenen com a finalitat 'expressié de molecules d’interfer6 o/, les
quals son les encarregades d’activar la resposta immunitaria innata i I'adaptativa,
cabdals per eliminar la infeccid. El VHC bloqueja aquest sistema antiviral cel-lular i
de retruc, la terapia basada en ell, gracies a la gran variabilitat genomica que presenta
el virus intraindividu (quasiespécies) i també, gracies a la inhibici6 d’aquestes rutes
de senyalitzacio cel-lulars que acaben provocant I'expressi6 d’interferons, per part de
certes proteines virals, com per exemple la proteasa NS3. A més laresposta al tractament
basat amb IFN també depen de les caracteristiques del pacient, ja siguin cliniques
(per exemple: sexe, edat o pes) o gendmiques. Recentment s’han relacionat diferents
polimorfismes trobats en la zona genética que codifica per diferents interferons-A, en el
cromosoma 19, que podrien estar involucrats tant en la depuracié espontania del virus,

sense ajut del tractament, com també en la resposta a la terapia basada amb IFN-a.

En els pacients coinfectats amb el virus de laimmunodeficiéncia humana tipus-1
(VIH-1) i el VHC, els index de resposta al tractament amb IFNa/RBV, sén encara més
baixos que en monoinfectats. La coexisténcia dels dos virus fa que la patologia provocada
pel VHC sigui més rapidaivirulenta, i que els efectes secundaris siguin encara més greus,
ja que es sumen els efectes secundaris provocats per les dues terapies combinades
(terapia antiretroviral i peg-IFN/RBV). Es obvi doncs, que sén un grup de pacients
dificil de tractar, i per tant és vital i necessari trobar factors predictius de resposta al

tractament actual, per tal d’evitar-los més complicacions cliniques de les que ja tenen.
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1- EL VHC

1.1- Origen

El camp de la investigaci6 sobre virus hepatics va iniciar-se entre els anys 1950
i 1960, amb el descobriment d’agents infecciosos en serums que causaven hepatitis
(inflamaci6 del fetge) post-transfusio, com ara el virus de la hepatitis A (VHA), identificat
pel Dr. Stephen Feinstone i col-laboradors?, i el virus de la hepatitis B, (VHB) identificat
pel Dr. Baruch Blumberg i col-laboradors?. Durant els anys 70 els tests serologics que
s’havien desenvolupat per tal d’identificar aquets virus (VHA i VHB) en sérums, eren
incapacos de detectar aquests patdogens en casos on també, s’havia transmes hepatitis
de manera parenteral. Aixi va néixer el terme “Non-A Non B hepatitis” (NANBH) per
designar aquesta patologia que provocava un nou patogen designat primerament com
“non A non B” (NANB)?. No va ser fins 'any 1989, que en una companyia biotecnologica
de California, Chiron Corporation, gracies a la feina dels Drs. Kuo, Choo i Houghton*, es
va poder aillar un clon cADN procedent d’'un ximpanzé, préviament infectat amb un
sérum d’un pacient infectat post-transfusié amb 1'agent NANB. Aquests investigadors
van anomenar aquest nou patogen descobert, Virus de la Hepatitis C (VHC), i més
endavant, gracies als grans avencos en tecniques moleculars, diferents grups van poder
aillar, clonar i seqtienciar diferents variants del VHC.
1.2- Classificacio

El VHC va ser classificat com a membre del génere Hepacivirus (del grec hepar,
heptos, que vol dir fetge), dins la famfilia Flaviviridae (del l1ati flavus, que vol dir groc, ja
que el membre més destacat d’aquesta familia és el Virus de la Febre Groga)®. Aquesta
familia consta d’aproximadament 80 virus, els quals presenten embolcall, tenen una
cadena senzilla i positiva dARN com a genoma, i sén els causants d’'un gran nombre
de malalties, provocades tant en humans com en animals, importants a nivell mundial.
Aquesta familia inclou 3 generes, els Flavivirus (Ex: Virus de la Febre Groga, Virus del Nil
occidental i Virus de la Febre del Dengue), els Pestivirus (del llati pestis que vol dir plaga;
Ex: el Virus de la Diarrea viral Bovina) i els ja esmentats Hepacivirus (Ex: el Virus de la
Hepatitis Ci el Virus de la Hepatitis G).

1.3- Variabilitat
El VHC, com a bon membre de la comunitat dels virus ARN, presenta una gran

variabilitat, representada per els diferents genotips i subtipus que circulen pel planeta,
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i en un subnivell més profund, per les quasiespecies que conviuen dins d'un pacient
infectat. Les diferents variants del VHC es poden classificar, a partir d’'un arbre filogenetic
fet amb genomes sencers o fragments subgenomics, en 6 grups molt ben diferenciats
entre si, aixi parlem de 6 genotips diferents (designats per numeros del 1-6), i dins
d’aquests, es poden diferenciar variants de fins a 100 subtipus diferents® (designats per
lletres, per exemple: 1a o 1b), i en una subdivisié més profunda, a nivell de variabilitat
dins de l'individu infectat, podem parlar de quasiespecies, ja que el VHC es dissemina
per I'hoste en forma de milions de genomes diferents pero altament relacionats entre
si. Les variants de diferents genotips es diferencien des d’'un 30% fins a un 50% en la
seva seqiiencia en nucleotids, mentre que dins dels subtipus les diferéncies entre les
seqiiencies en nucleotids son del 10% al 30% i entre quasiespécies del 5% al 10%’
(Figura 1).

Genotips Subtipus Quasiespécies

_10% 4a 3K 9 @

Quasiespécie
majoritaria

Espectre
de mutants

Diferéncies
en nucleotids

30-50%
5-10%

Figura 1. Variabilitat del VHC. Amb aquest esquema podem veure les diferéncies en % en nucleotids,
entre els diferents nivells de variabilitat que presenta el VHC.

1.3.1- Genotips i Subtipus
Els genotips i els subtipus del VHC estan distribuits de manera desigual en

diferents parts del planeta, aixi certs genotips predominen en certes arees. Els genotips
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1, 2 i 3 estan extensament escampats per tot el mén, mentre que el 4, el 5i el 6 es
troben en alta proporcié només en determinades zones. A ’Africa del Nord i Central
sobresurt el genotip 4, a Sud Africa el genotip 5 i al Sud-Est Asiatic el genotip 6° (Figura
2). El genotip 1b és el més prevalent a I'Estat espanyol, pero sembla que el niimero de
noves infeccions amb aquest genotip va disminuint, mentre que els genotips 3 i 4 s’ha
observat que la seva prevalenca va en augment, sobretot entre persones coinfectades
amb VIH-11i VHC i persones usuaries de drogues intravenoses®.

Figura 2. Distribucié geografica dels diferents genotips del VHC'. Els genotips 1, 2 i 3 estan distribuits
pertotel planeta, mentre que els genotips 4, 51 6 només presenten prevalencesimportants en determinades
zones de la Terra.

Un dels principals objectius dels estudis clinics ha estat relacionar els diferents
genotips del VHC amb la resposta als diferents tractaments contra la infeccié per
VHC. Els genotips 1 i 4 han estat relacionats sempre, amb respostes més discretes
als tractaments utilitzats, que no pas els genotips 2 i 3, tant en monoinfectats com
en coinfectats (VIH-1 i VHC). Només un 40-50% dels pacients infectats amb VHC de
genotip 1 o 4 arriben a obtenir la resposta viral sostinguda (RVS), és a dir 'ARN del
virus indetectable en sang,6mesos després d’haver deixat el tractament. En canvi un
80% dels pacients infectats amb VHC de genotips 2 i 3, obtenen la RVS'.. Respecte els
genotips 5 i 6, com que no s6n predominants ni als Estats Units ni a Europa, no ha estat

estudiada a fons la relaci6 entre aquests genotips i la resposta al tractament contra la
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infeccié. Tot i amb aix0 existeixen alguns estudis que apunten que els genotips 51 6,
tindrien més bon pronostic de resposta que el genotip 1 o 4 perod no arribarien als alts

index de RVS aconseguits pels genotips 2 i 31213,

1.3.2- Quasiespecies

Els primers en parlar del terme quasiespécie, nivol de genomes molt relacionats
entre si, van ser el premi nobel, Dr. Manfred Eigen i el seu col-laborador el Dr. Peter
Schuster, els quals van introduir aquest concepte per poder interpretar el procés evolutiu
que seguien les macromolécules autoreplicatives, com 'ARN i 'ADN o els organismes
asexuals com les bacteries i els virus, com també per poder, inclus, interpretar 'origen
de la vida'. Mitjancant els treballs del Dr. Domingo i col-laboradors®®, els quals
demostraven que la heterogeneitat dels virus ARN era conseqiiencia d’errors en el
procés de la replicacié6 de I'ARN, molts estudis van postular que els virus ARN dins
de I'hoste, seguien el model de quasiespecie d’Eigen i Schuster, formant una mescla
heterogenia de genomes intimament relacionats entre ells, en cada ronda de replicacié,
i que dins d’aquest eixam de seqiiencies, n’existia una d’altament representada,
majoritaria o dominant, anomenada seqiiéncia master i tot un espectre de seqiiéncies
mutants o seqiiéncies minoritaries'®'’(Figural). El VHC, com a membre de la familia
dels virus ARN, tenia molts nimeros de seguir aquest patr6, i amb el treball de la
Dra. Martell i col-laboradors?®?, els quals van poder seqiienciar fins a 20 clons de dues
zones genetiques molt conservades del virus a partir del serum d’un pacient infectat
va quedar ben clar, que aquest virus circulava com una poblaci6é de genomes diferents
perd altament relacionats entre si, és a dir, que tenia una distribucié genomica tipica
de quasiespecie. Aquest model s’ha vist que es manté gracies a 'alta capacitat que té el
VHC en reinventar-se (“turnover”), ja que s’estima que la seva vida mitja és de només 2-3
hores, que la produccié de nous virus és d’aproximadament 10%° o 10*2 virions per dia
i que la seva ARN-polimerasa’’, encarregada de fer copies del genoma viral, no és gaire
fidel al motlle i a més no té capacitat de correcci6 sobre la cdpia que realitza del genoma.
Totes aquestes caracteristiques sumades a l'alta capacitat de replicacié6 mostrada pel
VHC, fa que un gran nombre de variants produits durant la infeccid tinguin una taxa de
mutacié de 10 a 10" substitucions per nucleotid en cada ronda de replicaci6?’. Aquest
model de quasiespecies confereix al VHC un important avantatge adaptatiu, ja que la
simultania existéncia de multiples variants gendomiques (i I'alta capacitat per generar-

ne) permet la rapida seleccié d’'un mutant eficient per qualsevol condicié ambiental que
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es pugui trobar el patogen. Es per tant, un mecanisme perfecte per la persisténcia del
VHC (en el 80% dels individus infectats, el virus cronifica), ja que li permet evadir-se del
sistema immunitari o bé del tractament.

Sén molts estudis que han encaminat els seus esforgos en esbrinar quin és el paper
deles quasiespecies del VHC en 'eliminacio del virus de manera natural o en la cronicitat
de la infeccid, en I'evoluci6 de la infeccio cap a cirrosi o I'hepatocarcinoma cel-lular en el
fetge, o en el tractament contra la infeccid. En la majoria dels articles s’ha observat que
una major variabilitat genética intra-pacient (quasiespecies), en unes determinades
zones genétiques del virus, com I'embolcall i la proteina NS5A (de la qual encara no se
sap exactament la seva funcid), podria estar relacionada en la cronicitat de la infeccié?,
en el dany progressiu al fetge que acaba provocant cirrosi i/o hepatocarcinoma?2*, o
en la no resposta al tractament?>26272829 [Jembolcall del virus ha estat una de les zones
genetiques més analitzades per trobar relacions entre variabilitat i patogénesi, perque
és la zona del virus més subjecte a canvis per pressié ambiental, en canvi pel cas de
la proteina NS5A, s’ha estudiat en profunditat perqué un grup d’investigaci6 del Japg,
amb el Dr. Enomoto al cap davant, va trobar que 40 aminoacids en aquesta proteina
(entre el cod6 2209 i 2248 en la seqliéncia de referencia HCV-J; seqiiéncia de referencia
genbank: D90208), estaven intimament relacionats amb la resposta al tractament,
anomenant aquesta zona, ISDR (“Interferon-sensitivity determinin region”). Ells van
postular que mutacions en aquesta zona respecte la variant HCV-J, conferien sensibilitat
a la terapia contra la infeccié®. Tot i amb aixo, altres grups d’investigacio, van trobar
que aquesta relacié entre mutacions en la proteina NS5A i la sensibilitat al tractament
no existia en variants d’altres zones geografiques fora del Jap63!3? o qiiestionaven que
una major variabilitat en termes de quasiespécies en aquetes dues zones genetiques
(lembolcall i la NS5A) pogués estar relacionada amb la progressié a la malaltia a dany
hepatic irreversible* o en el bon pronostic de la terapia®***®. En canvi, pocs estudis s’han
encaminat en associar la diversitat de les quasiespécies en una altra zona geneética del
VHC fora del embolcall i la regié6 NS5A, i menys en pacients coinfectats. Recentment
pero, ha sortit un estudi amb pacients coinfectats que relaciona una major diversitat a
nivell de quasiespécies de la proteasa NS3 del VHC entre els no responedors a la terapia

respecte a aquells pacients que van aconseguir la RVS3®,
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1.4- Epidemiologia
1.4.1- Prevalenca del VHC

La infeccié pel VHC es un problema sanitari important a nivell mundial ja que
s’estima que hi ha un total de 170 milions de persones infectades. La prevalenca del
VHC en la poblacié mundial varia considerablement depenent de la regid, sent de I'1 al
2% en paisos industrialitzats, en canvi, a I’Africa i a paisos del Mediterrani la prevalenca
és molt més alta, arribant fins al 13 a Egipte® (Figur 3). Respecte a la mortalitat,

estimacions realitzades per la Organitzacié6 Mundial de la Salud (OMS) mostren que el

VHC és responsable directe o indirecta, d’aproximadament un milié de morts a I'any*®.

b

B <1%
B 1%-2,4%
B 2,5%-4,9%
E 5%-10%
B >10%

] No hi ha dades

Figura 3. Prevalenca del VHC a nivell mundial®.

A Espanya, s’ha estimat que entre 1’1 i el 2.6% de la poblacié podria estar infectada
amb VHC (Figura 3), aix0 significaria unes 800 000 persones*’. A Catalunya la prevalenca
rondaria el 2.6% de la poblacio, el que significaria més de 100 000 persones a les portes
de desenvolupar una malaltia hepatica greu*'.

1.4.2- Vies de Transmissio
Via Parenteral

Només les persones i els ximpanzés so6n susceptibles a ser infectats
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pel VHC. La via principal de transmissié del VHC és la parenteral, aixi el consum de
drogues intravenoses i les transfusions de sang i derivats, han estat els principals
factors de risc per contraure el VHC*2. Estudis serologics han demostrat que el 40-95%
dels usuaris de drogues intravenoses (UDI) han estat exposats al VHC, i per tant sén el
col-lectiu amb més alta incidéncia d’infeccié per VHC*®. En compartir la via parenteral
d’infeccio, el 50% de pacients infectats amb el virus de la immunodeficiéncia tipus-1
(VIH-1), també ho estan amb el VHC*. La prevalenca de pacients coinfectats amb VIH-
11 VHC a Espanya perd, sembla que va disminuint ja que, un estudi va demostrar que
al 1997 la prevalenca era del 73.8% i al 2006 s’havia reduit fins al 19.8%. Aquesta
disminucio s’ha suggerit que podria ser a causa de canvis en les rutes d’infeccié pel VIH,
ja que paral-lelament també s’ha detectat un descens en I'is de drogues intravenoses
per part dels pacients infectats amb VIH-1 en el mateix periode de temps, passant a ser
del 67.3% al 1997 al 14.5% al 2006*.

Les transfusions de sang van ser, en el passat, el principal factor de risc d’infecci6
per VHC, pero gracies a la introduccio obligatoria de la determinacié d’anticossos
anti-VHC en les bancs de sang a partir de 1991, es va reduir drasticament el risc de
transmissié del VHC a través d’aquesta via*®. Lhemodialisi i els transplantaments
d’organs solids també han estat relacionats com a factors de risc per infeccié de VHC,
a través de la transmissié nosocomial, amb I'is d’equips o materials contaminats i
exposicié entre pacients*’*8, Aixi, la infeccié transmesa per procediments relacionats
amb l'atenci6 sanitaria, sén pocs i estranys, pero se’ls ha de tenir en compte, ja que
un estudi recent ha detectat varis casos on l'inic factor documentat i relacionat amb
pacients amb infeccié d’hepatitis aguda, no seria res més, que I'admissi6é hospitalaria
(cirurgia, emergencies mediques, procediments invasius terapéutics i de diagnosi)*.
Aquestes dades recalquen la necessitat d’'una estricta adhesio6 a les mesures universals
de precauci6 per part del moén hospitalari.

Tot i el gran coneixement que tenim sobre els factors de risc de contraure la
infeccio pel VHC, existeix quasi un 50% de pacients infectats que no presenten una
historia que suggereixi una adquisicié de la infeccié per via parenteral. La principal
explicacio6 per aquests casos és la transmissié parenteral de manera no aparent, és a dir,
per injeccions intramusculars no esterils, tatuatges, pircings, acupuntura, afaitats en
barberies o neteges bucals al dentista, etcétera®.

Via Sexual

Encara que el VHC es transmet majoritariament per via parenteral, existeixen
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altres vies com la transmissi6 sexual que posseeix una prevalenga que oscil-la entre el
0iel 2% i es considera probable, en el 20% dels casos en els quals no existeixen altres
factors®l. Aquesta transmissio no esta clarament definida, s’ha vist que en fluids sexuals
hi ha presencia del VHC, pero no s’han demostrat que aquests puguin ser infectius. S’ha
establert per aixo, certs factors de risc principals per aquesta transmissio: un elevat
numero de parelles, relacions homosexuals home-home, practiques sexuals d’elevat
risc, antecedents d’altres infeccions de transmissid sexual i estar infectat amb el VIH-
1. Probablement la immunodeficiéncia causada pel VIH-1 és la responsable de la
transmissio del VHC per via sexual en els pacients coinfectats®*>3,
Via Perinatal

Latransmissio perinatal éslacausaprincipal d’infeccié ennensambunaprevalenca
a nivell mundial del 5% (del 19.4% en mares coinfectades amb VIH-1i VHC)*. Es limita
quasi sempre en mares amb I'’ARN del VHC detectable en sang periférica. No és gens
recomanable practicar cesaries, en mares infectades amb VHC. La lactancia, en mares
VHC positives és segura, sempre i quant, els mugrons no estiguin danyats®.
Via Familiar o Domeéstica

Lainfeccid per transmissid intra-familiar (conviure un llarg periode de temps amb
una persona infectada) és molt rara, quasi anecdotica, perod existeixen en la literatura

alguns casos documentats®.

1.5- Historia Natural de la Infeccio
L'hepatitis causada pel VHC, és una malaltia que es presenta en la clinica com una

hepatitis aguda o bé cronica.

1.5.1- Infeccié Aguda

L'hepatitis C aguda és poc sovint diagnosticada ja que la majoria dels individus,
75-80%, amb infeccié aguda no presenten cap mena de simptoma®®. A 2-8 setmanes
després de la infeccié el nivell de les transaminases (glutamicooxalacetica; GOT i
la transaminasa glutamicopirivica; GPT) en sérum, indicadores de mort cel-lular,
augmenten quasi 10 vegades respecte els nivells de normalitat®’. LARN del VHC pot
ser detectat en serum a 1 o 2 setmanes després de I'exposicid, a partir d’aqui, es va
replicant rapidament i quan arriba a les magnituds entre 10°-107 Ul/ml, els nivells
de les transaminases en serum també arriben al seu pic maxim i en aquest moment

solen apareixer simptomes com malestar general, debilitat, anorexia i ictericia. Aquests
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malestars poden durar diverses setmanes i disminueixen a mesura que els nivells dARN
del VHC i els nivells de les transaminases també ho fan. La infecci6 aguda pel VHC pot
ser greu, pero la insuficiéncia hepatica fulminant és rara®®.

Que la infeccié passi de ser aguda a cronica, podria explicar-se en part, per la
incapacitat de controlar la virémia per part del sistema immunitari, és a dir per la
impossibilitat de l'individu infectat, de generar una efectiva resposta immunitaria
adaptativa mitjancant les cel-lules CD4+ i CD8* 9061, Aixi la persisténcia del VHC podria
ser, en part, a causa d’una transitoria o bé nul-la resposta cel-lular immunitaria (Figura

4). Tot i que es controli la infeccid, la resposta cel-lular sempre apareix amb un retras
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Figura 4. Representacio esquematica de la resposta immunitaria cel-lular durant una infeccio pel
VHC®. La persisténcia del VHC (infecci6 cronica) es portara a terme si en el pacient es dona una nul-la o bé
transitoria resposta immunitaria cel-lular a través de les cél-lules CD4+ i CD8+ (a i b). En canvi la infecci6
aguda acabara resolent-se, si el pacient és capag¢ de generar una resposta immunologica a través de les
cél-lules CD4+ i CD8+ efectiva (c).
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destacable (setmanes), respecte 'aparici6é de '’ARN del virus en escena. Aquest fenomen
s’ha vist tant en humans com en ximpanzés i no esta clar perque succeeix d’aquesta

manera’®%60.61,

1.5.2- Infecci6 Cronica

L'hepatitis C cronica es caracteritza per la permanencia de molecules dARN
del VHC en la sang del pacient durant almenys 6 mesos després de l'inici de la
infeccié aguda. Es pensa que només un 15-25% de les persones infectades poden
superar la infecci6, és a dir mantenir 'ARN del VHC indetectable i els nivells de
les transaminases normals en sang després d’'un episodi agut, de manera natural,
mitjangant el sistema immunologic i sense tractament®’. Malauradament el 75%
-85% dels pacients infectats no eliminen el virus i per tant desenvolupen una
hepatitis cronica (Figura 5). Es creu que certs factors com I'edat o patir ictericia en el
moment de la infeccid, I'étnia a la que es pertany o el génere, podrien jugar un paper
important en la persisténcia del VHC. Aixi, I'index de cronicitat de la infecci6 amb VHC
sembla ser menor en els individus joves®?, en dones®, entre caucasics i els blancs no
hispans®>® i en pacients que desenvolupen ictericia o simptomes d’aquesta durant
I'inici agut de la infecci6 per VHC®.
Cirrosi

El 20% de les persones amb infeccié cronica pel VHC, desenvolupa cirrosi, una
malaltia greu, que consisteix en la mort progressiva del teixit hepatic normal, el qual és
substituit per teixit fibrds. S’ha observat que hi ha factors externs i interns que podrien
influir en el risc de progressié a cirrosi. Multiples estudis han demostrat que, ser un
gran consumidor d’alcohol és un important factor de risc extern per a la progressio
de I'hepatitis C cronica, a cirrosi i hepatocarcinoma cel-lular®” (Figura 5). I com a
factors interns, és a dir de I'hoste, 'edat avancada en el moment de la infeccid, el sexe
masculi, el grau de la inflamaci6 o de fibrosi del fetge®®, la coinfeccié amb el virus de la
immunodeficiéncia humana (VIH) o hepatitis B (VHB)®, i les condicions co-morbides,
com ara la immunosupressio, la resisténcia a insulina, I'esteatohepatitis no alcoholica,
I'hemocromatosi i 'esquistosomiasi, també podrien ser factors que influenciarien la
progressid a malaltia hepatica greu’®’!. La progressi6 a cirrosi molt sovint és clinicament
silenciosa, i molts pacients coneixen que estan infectats amb VHC, a la vegada que se’n
assabenten que estan en una etapa-terminal de malaltia hepatica o que presenten un

hepatocarcinoma cel-lular (HCC).
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Infeccié amb VHC l

Infecci6 aguda
80% asimptomatica

Depuraci6 de 'ARN del VHC
15%-20%

Hepatitis fulminant
Molt rara

Infeccié cronica
75%-85%

Complicacions
extrahepatiques

Hepatitis cronica activa
simptomes greus

Cirrosi després de 20 anys

10%-20%
HCC
1%-4% per any

Figura 5. Historia natural del VHC en monoinfectats’. Des de la infeccié aguda, a la infeccié cronica
acabant amb una malaltia hepatica greu.

Cirrosi descompensada
5 anys de supervivencia del 50%

Hepatocarcinoma cel-lular

La mortalitat causada per la infecci6 cronica del VHC, és principalment per
descompensacié de la cirrosi que no pas per I'aparicié del HCC. Aixi el HCC relacionat
amb el VHC sorgeix normalment entre pacients que presenten un estat previ de cirrosi’2.
Un estudi dut a terme pel Dr. Castell, va determinar que els anys que passarien des de
la infeccié aguda amb VHC fins a desenvolupar cirrosi o HCC serien uns 24 i 27 anys
respectivament’3. Un cop la cirrosi esta establerta, el risc de
patir HCC augmenta cada any en un 1-5%7*75, Veient que la cirrosi i el HCC poden
presentar-se en un rang de temps tant estret, és important en el moment que es detecti

un estat cirrotic, efectuar proves per tal de descartar el HCC.

1.5.3- Coinfecci6 amb VIH-1i VHC

Aproximadament, al mén hi ha 40 milions de persones infectades amb el virus de
la immunodeficiéncia tipus-1 (VIH-1), mentre que infectades amb el VHC n’hi ha quasi
4 0 5 vegades més, uns 170 milions. En els Estats Units d/Ameérica i a Europa s’estima
que entre el 13-43% de les persones que es troben infectades amb el VIH-1, també
ho estan amb el VHC, i el 85% d’aquests casos desenvolupen hepatitis cronica’””’8. La
prevalenca de la coinfeccid varia marcadament depenent de la ruta de transmissio

per la qual s’ha adquirit, sent molt més alta entre persones usuaries de drogues
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intravenoses’’, hemofilics”® i entre homes homosexuals®’. Tot i que els dos virus tenen la
via de transmissi6 parenteral com a via preferida per infectar, presenten diferéncies en
I'eficiencia d’infecci6 per aquesta via. Aixi, el VHC és aproximadament 10 vegades més
infeccios que el VIH-1 en exposicions de sang percutanies per volums de sang petits.
Aixi el VHC pot infectar en 15-30 de cada 1000 casos®! on per accident hi ha hagut una
punxada amb una agulla infectada, mentre que el VIH-1 infecta en 3 de cada 1000 casos
com aquest®?. En canvi el VIH-1 és molt més transmissible entre parelles heterosexuals
i entre mares i fills®8*,

La infeccié amb VIH-1, s’ha vist que afecta en totes les etapes de la historia natural
del VHC. Alguns estudis han apuntat que la vida mitjana dels virions del VHC podria
estar alterada per la preséncia del VIH, sent més llarga i fent més dificil I'eliminacié
del virus durant la infeccié aguda®. La coinfecci6 sembla estar associada, a una més
elevada carrega viral del VHC en sang i en fetge (ref). La terapia antiretroviral de gran
activitat (TARGA) en un principi hauria de fer baixar aquests alts nivells de viremia del
VHC en serum, ja que estimula el sistema immunologic, pero no ha estat demostrat de
manera contundent i ha esdevingut un gran tema de debat entre diferents grups de
recerca. Mentre que uns apunten que no hi hauria canvis en la carrega viral en sérum
del VHC pel fet de prendre TARGA®?, altres han apuntat que TARGA provocaria un
augment de la viremia en sang®?® i d’altres que, en canvi, la faria disminuir o que inclus
podria ajudar a I'eliminacié del VHC***. Estudis sobre fibrosi hepatica amb pacients
coinfectats, han mostrat que la preséncia del VIH-1, accelera la progressié a cirrosi®*%.
Després de 10 anys amb infecci6 per VHC, el 15% dels pacients coinfectats amb VIH-1
desenvolupen cirrosi, mentre que en monoinfectats aixo passaria en el 3% dels casos®*.
També s’ha vist que el temps entre infeccié per VHC i cirrosi s’escurca en coinfectats
respecte els monoinfectats, essent de 26 i 38 anys respectivament®. El VIH-1 també
podria influir en el risc de contraure un hepatocarcinoma cel-lular (HCC) en un periode
més curt que en monoinfectats, passant de 40 anys a 10-20 anys en coinfectats®. El
VIH debilita les cel-lules encarregades de la resposta immunitaria adaptativa, i aixo
podria ajudar a que el VHC pugui desenvolupar la seva gran viruléncia i patogénesi.
Encara que s’ha constatat que la coinfeccié portaria a una carrega viral de VHC en sang
més alta, no s’ha pogut relacionar directament I'elevada carrega viral del VHC amb les
malalties greus hepatiques®. Aixi el VIH-1 podria contribuir al dany hepatic mitjangant
efectes immunitaris (produccié de citocines, expressiéo de molecules d’adhesié, entre

d’altres.)?” o per efectes virals directament, ja que s’ha demostrat que a part d’infectar
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les cel-lules de sang periferica, els limfocits CD4+, el VIH-1 també és capag d’infectar
cél-lules intrahepatiques immunitaries especialitzades com les cel-lules de Kupffer, les

cél-lules intrahepatiques mononucleades, i els hepatocits?®.

1.6- Genoma del VHC

El VHC és una particula viral d’aproximadament 50 nm de diametre®’, composada
per una nucleocapsida icosaédrica, que envolta el genoma, confinada en un embolcall
derivat de la membrana d'una cél-lula hoste. El genoma del VHC és una cadena senzilla
d’ARN de polaritat positiva, d’aproximadament 9,6 quilobases Kb, formada per dues
zones no codificants, 5’ i 3’ (“non-translated regions”; NTRs), altament estructurades,
essencials per la replicacié i la maduraci6 de I'ARN, separades per una llarga zona
genetica amb marc de lectura obert (“open reading frame”; ORF), que codifica per una
Unica poliproteina precursora de quasi bé 3 000 aminoacids?*!?°. Aquesta poliproteina
conté les proteines funcionals del virus, en el seu extrem N-terminal presenta les
proteines estructurals: core (C), embolcall 1i2 (E1 i E2) que formaran I'estructura del
virus;ien el seu extrem C-terminal les no estructurals (NS): NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A
i NS5B, encarregades del cicle biologic del virus (Figura 6). Les proteines estructurals
estan separades de les no estructurals per un peptid de membrana anomenat p7, que
s’ha suggerit que podria ser una viroporina, és a dir una proteina hidrofobica que fa de

canal ionic'°.

} | < 9500 nd »
A < 9030-9099 nd >
C E1 E2 NS2 NS3 NS4 NS5
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Senyals peptidasa Senyals serina-proteasa NS3
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Serina - proteasa RNA polimerasa
Helicasa NS5B
NS3

Figura 6. Organitzacié del genoma del VHC2, El genoma del VHC és una cadena senzilla d’ARN de polaritat
positiva, de 9,6 Kb, composat per dues zones no codificants, 5’ i 3’, separades per un ORF, que codifica
per una unica poliproteina, la qual la podem dividir en proteines estructurals, que formaran I'estructura
del virus, i en no estructurals que formaran el complex replicatiu. Les primeres seran alliberades de la
poliproteina per peptidases de I'hoste i les segones per la proteasa NS3 del virus.

Embolcall
E1-E2
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1.7- Proteines Virals

L'expressio de les proteines funcionals del genoma monocistrionic del VHC,
s’aconsegueix mitjan¢ant una senyal d’entrada a ribosoma (“internal ribosome entry
site”; IRES), localitzada en la regié 5’NTR, que provoca l'ingrés del genoma viral al
ribosoma cel-lular, talment com si es tractés d'un ARN missatger propi de I'hoste. Un
cop la poliproteina és traduida tota sencera d’un sol cop, es processa proteoliticament
per proteases de I'hoste i per proteases virals, per alliberar-ne les diferents proteines
funcionals del virus. Aixi, les proteines estructurals (core, E1 i E2) i el peptid p7 sén
alliberades de la poliproteina per peptidases cel-lulars, mentre que les no estructurals

son alliberades per proteases virals!®,

1.7.1- Proteines Estructurals
Core

El Core és una proteina enllacadora d’ARN (“RNA-binding protein”) que forma la
nucleocapsida que protegeix el genoma viral’®* (Figura 6). Esta implicada en la regulacio
delatraduccié de 'ARN, en el muntatge i generacié del nou virio, en 'activaci6 de senyals
cel-lulars i en el metabolisme lipidic!®.

Una proteina anomenada proteina amb marc de lectura alternatiu (“alternative reading
frame protein”; ARFP) o proteina F (“frameshift”) ha estat identificada per diferents
grups dins el marc de lectura de la proteina core!’®. Aquest alternatiu marc de lectura
obert (“open reading frame”; ORF) és present en tots els genotips del VHC'Y, pero la
seva funcié encara és un misteri.

Proteines de I'’embolcall (E1i E2)

Les proteines de I'’embolcall E1 i E2, son proteines de membrana del tipus I, que
un cop han estat alliberades de la poliproteina viral, per proteases cel-lulars, passen
per un procés de glicosilaci6'®. Aquests glycans en I'embolcall del VHC, s’ha vist que
poden jugar un rol important en I'entrada del virus a la cél-lula, i en la protecci6 contra
anticossos neutralitzants!®® 1% 111 E1 i E2 interaccionen formant un heterodimer

enllacat de manera covalent que sera la unitat basica de 'embolcall del virus**2.

1.7.2- El Polipeptid P7

Entre les proteines estructurals i no estructurals es troba una regié que codifica
pel polipéptid p7, que no s’ha pogut incloure ni en unes, ni en les altres perqué encara,
no esta clara la seva funcié. Es una proteina hidrofobica de 63 aminoacids que forma

un canal ionic. S’ha demostrat que aquesta proteina és imprescindible per la infeccié i
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segregaci6 de particules virals en cultiu i que és susceptible (depenent del genotip) a

molts inhibidors de manera in vitro!t3101.114,

1.7.3- Proteines no Estructurals

Les proteines no estructurals (NS) s’alliberen de la poliproteina mitjancant dues
proteases virals, la NS2 i la NS3/4A. La primera, efectua un processament autocatalitic,
per tal de que la segona, la NS3/4A, acabi de fer els tall proteolitics necessaris, per
deslliurar totes les proteines no estructurals de la poliproteina!>11¢,
NS2

La proteina NS2, és una de les proteases del virus, que s’autocatalitza fent un tall
intramolecular en el punt anomenat 2/3, alliberant la NS2 de la proteina NS3¢, Sembla
que no estigui intimament implicada en la replicacié del virus''’, pero que si, tingui
certa importancia en el muntatge i I'alliberament dels virions*2.
NS3

La NS3 és una proteina bifuncional amb una serina-proteasa en el seu extrem
N-terminal i una helicasa en el seu extrem C-terminal'®%. El seu domini proteasali permet
proteolitzar la poliproteina viral, i poder alliberar les proteines virals, que formaran el
complex replicatiu, mentre que el domini helicasa li permet relaxar el duplex ARN-ARN,
pentinant les estructures secundaries de 'ARN, per tal de que les proteines enllagadores
d’ARN puguin actuar, i aixi ajudar en el procés replicatiu del genoma viral'?3.
NS4A

La NS3 no té un domini intra-membrana, aixi que necessita de la proteina NS4A
perque la fixi en la membrana intracel-lular i aixi, poder realitzar els processaments en
la poliproteina. No obstant, la funci6é de la NS4A no acaba aqui, ja que també 'ajuda en
el plegament i en incrementar l'activitat proteolitica'**'* de la proteasa.
NS4B

Laproteina NS4B és una proteina molt hidrofobica, no es coneix exactamentlaseva
funci6 pero s’ha suggerit que podria mantenir el complex replicatiu a les membranes
del reticle endoplasmatic'?*.
NS5A

La proteina NS5A és una fosfoproteina que s’ha observat que té una importancia
cabdal enla replicaci6 del genoma del VHC i en el muntatge dels virions'?>!26, S’ha trobat
que aquesta proteina pot trobar-se en dos estats diferents de fosforilacio, en una forma

basal i en una altra d’hiperfosforilada, i s’ha pogut demostrar que aquest canvi afectaria
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directament a la replicacié del VHC!#7-1?%, La regulacio de la replicacié via fosforilacio de
la NS5A, s’ha pogut observar, també, en altres virus dels generes hepacivirus, pestivirus
i flavivirus 13°.
NS5B

Es una ARN dependent ARN polimerasa (RdRp) és a dir, la responsable de la
sintesi del genoma del VHC. La NS5B és una proteina molt conservada entre diferents
variants del VHC, entre els diferents generes de la familia flaviviridae (hepaci-, pesti-, i

flavivirus) i fins i tot entre diferents virus ARN3.,

1.8- Cicle Biologic
Del cicle biologic del VHC podem diferenciar 4 etapes, I'entrada del virus a la
cél-lula, la replicacié del genoma, assemblatge de les proteines i la sortida dels virions

a l'exterior (Figura 7).

1.8.1- Entrada

Mitjanc¢ant pseudovirus (“HCV pseudotype particles”; HCVpp) amb glicoproteines
modificades s’ha pogut demostrar que els heterodimers E1-E2'32133 s6n les proteines
virals implicades en I’enllag amb els receptors cel-lulars, anomenats CD81 i el receptor
Scavenger de classe Bitipus I (“Scavenger receptor Class B type I”; SRBI) 34135 que faciliten
I'entrada del virus en la cel-lula hoste. Molts estudis han encaminat els seus esforcos en
estudiar quina és la zona d’interacci6 important de la E2 amb aquests receptors per tal
de dissenyar inhibidors d’aquesta unio6 i aixi evitar I'entrada del virus a la cél-lula'3¢1%’,
Alguns estudis han apuntat que la proteina viral E1 podria estar involucrada en el procés
de fusié del virus a la cél-lula3®1*%, A part dels receptors CD81 i SRBI, s’han trobat que
moltes proteines de membrana com ara el receptor de lipoproteina de baixa densitat
(“low density lipoprotein receptor”; LDL-R)'*! i els components d'uni6 cel-lular estreta
Claudin-1 (CLND1)*?i occludin'*3, podrien actuar de coreceptors d’entrada. També s’ha
proposat que el virus podria entrar a la cél-lula via endocitosis de manera dependent

de clatrines,

1.8.2- Replicacié

Una vegada el genoma viral és en el citoplasma de la cel-lula infectada, aquesta el
reconeix com si es tractés d'un ARN missatger propi, i per tant és portat fins al reticle
endoplasmatic (RE) on les proteines virals seran sintetitzades. Aquestes, restaran

associades a la membrana del RE durant el procés de formacié del complex replicatiu
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(CR), composat per proteines virals, 'ARN motlle i factors proteinics de I'hoste!*>1%,
Un cop el CR esta format i ben fixat en la membrana del RE, comenga la replicaci6 del
genoma viral dut a terme per la ARN polimerasa dependent dARN (RdRp), la NS5B.
Amb I'ajuda i cooperacié de les proteines NS3/4A i NS5A i de factors cel-lulars, la
NS5B s’enganxara a 'extrem 3’ del genoma viral ARN de polaritat positiva (ARN+) i
iniciara la sintesi de novo, generant el genoma ARN de cadena negativa (ARN-)*. La
unié covalent de les dues molecules de cadenes de signes contraris servira de motlle
a la NS5B per generar multiples copies del genoma viral'®*!*8, Aquests nous genomes
produits seran usats per iniciar una altra ronda de replicaci6, per ser transcrits o bé per
ser empaquetats per proteines virals per produir els nous virus infectius. La réplica que
realitza la NS5B és asimétrica i semiconservativa, produint un gran nimero de genomes

diferents pero altament relacionats entre si, les quasiespécies? (Figura 7).

1.8.3- Assemblatge i Sortida

L'empaquetament del genomes sintetitzats i 'alliberament dels nous virions sén
les tltimes etapes del cicle bioldgic del virus (Figura 7). Gracies al desenvolupament dels
diferents sistemes de replicacié del VHC generats en cultiu (“HCV cell culture system”;
HCVcc), els quals han permés reproduir el cicle vital complet del virus, s’han pogut fer
interessants descobertes al voltant d’aquestes ultimes etapes'***>°. No obstant, aquests
sistemes de replicacid HCVcc tenen certes limitacions alhora de generar virions capagos
d’infectar a noves cel-lules, aix0 ens dona la idea de la gran associaci6 que tenen les

ultimes etapes del cicle bioldogic del VHC amb el seu entorn cel-lular.

(9]
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2- EL coMPLEX NS3/4A
El complex NS3/4A és una unié no covalent entre dues proteines, la NS3 i la
NS4A, i s’encarrega d’alliberar les proteines que formaran el complex replicatiu de la

poliproteina generada un cop el genoma viral ha estat traduit!!®.

2.1-NS3

La NS3 és una proteina multifuncional de 70KDa, amb una serina-proteasa
localitzada en I'extrem N terminal (aminoacids 1-180) i una NTPasa/ARN helicasa que
forma les dos terceres parts de la proteina, en 'extrem C-terminal (aminoacids 181-
631)5?( Figura 8). Les activitats dels dos enzims han estat ben caracteritzades aixi com
també s’ha pogut resoldre, amb gran resolucid, I'estructura secundaria de la proteina
multifuncional®3, Aixi sabem que el domini NS3 serina-proteasa adopta una estructura
semblant a la quimotripsina amb dos pseudominis barrils beta'>*. Aquesta estructura
queda estabilitzada mitjancant un i6 Zn#, que es coordina amb els residus Cis97, Cis99,
Cis 145 i la His 149. Aquest i6 Zn?*, també s’ha vist que pot jugar un paper important
en el processament autocatalitic que realitza la proteasa NS2, en el punt NS2/NS35°,
El centre catalitic del domini NS3 proteasa consta del la triada de residus His57, Asp81
i Ser139 (Figura 8). El domini NS3 helicasa pertany a la superfamilia de les helicases
2DExH/D-box. A expenses de la hidrolisi de molecules d’ATP, pot relaxar dobles cadenes
d’ARN o cadenes simples d’ARN amb estructures secundaries molt complexes'®. Aquest
domini helicasa, doncs, és essencial per la replicacié viral del genoma del VHC i per

I'assemblatge de les particules virals*®’.

2.2- NS4

La NS4, de 54 aminoacids, té com a principal funci6 ser el cofactor de la proteasa
NS3, pero també realitza altres funcions (Figura 8). La zona central de la NS4A (21-32) és
necessaria pel plegament correcte de la proteasa NS3. La zona hidrofobica de la NS4A en
el seu extrem N-terminal (aminoacids 1-21), forma 'estructura a-helix transmembrana,
que permet mantenir a la membrana el complex NS3/4A'%, L'extrem C-terminal de la
NS4A (aminoacids 40-54) s’ha vist que interacciona amb altres components replicatius
i contribueix a la replicacié del genoma del VHC i a I'assemblatge de les particules
virals'l. En un estudi dut a terme per la Dra. Tomei i col-laboradors'* van demostrar
que un peptid sintétic que contingués només els aminoacids hidrofobics de la proteina

NS4A (del 21 al 32), era suficient perque la NS3, tingués la propietat proteolitica per
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processar tots els talls intermoleculars (en trans).

Figura 8. Estructura del complex NS3/4A'%8159, a)La proteina NS3, consisteix en 631 aminoacids, el
domini C-terminal té funci6 helicasa mentre que el domini N-terminal té funci6 serina-proteasa. b)El domini
proteasa enllacada amb la proteina NS4A (color morat). Les cadenes laterals dels residus que formen la
triada catalitica (His-57, Asp-81, i Ser-139) es mostren en vermell i I'i6 de zinc unit esta representat en
verd.

2.3- Processament de la Poliproteina Viral

Com ja hem dit anteriorment el genoma viral del VHC es tradueix d’un sol cop
en forma de poliproteina. Aquesta incorpora les proteines estructurals i el peptid P7,
que seran alliberades mitjangant proteases de I'hoste, i les proteines no estructurals,
que seran alliberades per les proteases NS2 i NS3. El primer tall entre NS2 i NS3 es
produeix gracies a 'autocatalitzaci6 de la proteina NS2, mentre que els successius talls
que alliberen les proteines que formaran el complex replicatiu, els efectua el complex
NS3/4A. Sembla ser que el complex NS3/4A, per efectuar els processaments segueix un
ordre especific'®? (Figura 9). El primer tall s’efectua en cis entre les proteines NS3 i NS4A.
Els talls subseqiients es realitzen en trans, comencant pel punt de tall entre les proteines
NS5A/NS5B, que alliberaria la proteina NS5B, i deixaria I'intermediari NS4A-5A. El
segiienttall es duraterme entrela NS4Aila NS4B, produint un intermediari mitjanament

estable, NS4B-5A, que és processat finalment alliberant les proteines NS4B i NS5A.
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Senyals peptidasa

v v vy

3 NS2 NS3 NS4 NS5A
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Figura 9. Ordre dels processaments de la poliproteina. Les proteines estructurals (Core, E1, E2) i el
peéptid p7 son separades de la poliproteina viral mitjancant proteases de I’ hoste. Les no estructurals son
separades de la poliproteina per les proteases virals (NS2 i NS3). El primer processament viral el realitza
la proteasa NS2 autocataliticament, els segiients processaments els dur a terme la NS3. El primer és en cis
entre la proteasa NS3 i el cofactor NS4, els segiients seran en trans, primer entre les proteines NS5B i NS54,
el seglient entre NS5B i NS4 i I'tiltim entre la NS5A i la NS5B.

2.4- Substrat del Complex NS3/4A

Abans de descobrir que el complex NS3/4A, a part de processar la poliproteina
viral, també podia processar factors cel-lulars com detallarem més endavant
(seccié 3.2), s’havia descrit el patré que seguien els substrats de la proteasa. Aixi, la
seqiiencia que reconeixia el complex NS3/4A, havia de tenir un aminoacid acidic
en la posicié 6 (P6), un residu cisteina (en els llocs de processament dels tall fets
en trans) o treonina (en el lloc de processament del tall fet en cis entre la NS3
i la NS4) en la posiciéo 1 (P1), i un aminoacid de cadena curta, com una alanina o

una serina, en la posicié 1’ (P1’)631¢* (Taula 1). Aixi la seqiiencia consens del tall que
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podia processar el complex NS3/4A era la seglient : D/E-X-X-X-X-C/T*S/A-X-X-X. Tot i
amb aix0, recents estudis han demostrat que el complex NS3/4A, també es capac de
processar proteines cel-lulars, implicades en el sistema immunitari, i aixo ha complicat
la descripci6 del seu substrat, ja que aquest factors cel-lulars no segueixen exactament
aquest patro (veure seccié 3.2) o al contrari, moltes proteines de I'hoste el segueixen
pero en canvi el complex no és capa¢ de processar-les. Aixi doncs I'especificitat de
substrat sembla que pugui estar delimitada per un mecanisme addicional, lligat a la

posicié que adopta el centre actiu de la proteasa NS3/4A respecte a la membrana.

Taula 1. Punts de tall en la poliproteina del VHC reconeguts per la proteasa NS3.

SEQUENCIA DEL SUBSTRAT DE LA NS3

P6 P5 P4 P3 P2 P1 P1' P2' P3' P4
NS3/NS4A b L E v v T - S T W V
NS4A/NS4B D E M E E C - A S H L
NS4B/NS5A p ¢ s T P C - S G S W
NS5A/NS5B E D V V C C - S M S Y
Seqiiénciaconsens D/E X X X X (/T S/A° X X X

3- LA RESPOSTA ANTIVIRAL I EL VHC
El VHC presenta diverses estratégies per contrarestar la resposta del sistema

immunitari i aixi aconseguir una infecci6 persistent, i per tant, la cronicitat.

3.1- La Resposta Antiviral Innata

La resposta immunitaria inicial de la cél-lula hoste comenca, quan un patré molecular
associat a patogen (“pathogen-associated molecular patern”; PAMP) és reconegut
per un receptor cel-lular, la qual cosa fara que s’accioni una cascada de senyalitzacié
dintre la cél-lula que tindra com a finalitat expressar gens efectors antivirals capagos
d’eliminar la infecci6'®>. El genoma viral del VHC forma part dels motius PAMP i per tant

és suficient per accionar la resposta immunitaria en I’hoste un cop aquest és introduit
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en una cel-lula naif. En els hepatocits (la cel-lula diana del VHC), existeixen dues vies
de senyalitzaci6 independents encapgalades per dos receptors diferents, el “toll-
like receptor 3” (TLR-3) i el “retinoic-acid-inducible gene I” (RIG-I), capacos de donar
resposta immunitaria, un cop aquests receptors han interceptat una doble cadena
d’ARN derivada del VHC%%1¢7, [efecte immediat que provoquen aquest dos receptors
un cop han estat activats, és una cascada de senyalitzacié que recluta els factors de
transcripcio “interferon-regulatory-factor 3” (IRF-3) i el “nuclear factor xappa -light-
chain-enhancer activated B cells” (NF-kB), perque puguin ser fosforilats i per tant
admesos al nucli'®®. Un cop alla promocionaran I'expressi6 de I'Interferd f (IFN-p), la
qual de manera paracrina o autocrina activara al receptor d’Interferons a i f3, el qual
engegara la ruta JAK-STAT, que acabara formant el complex “Interferon-stimulated gene
factor 3” (ISGF3), un factor de transcripcid que entrara a nucli i activara I'expressio6 dels
gens estimulats per interferé (“IFN-stimulated genes”; 1SGs), els quals seran els efectors
finals, que permetran a la cel-lula acabar amb la infecci6 viral (Figura 10). En el genoma
huma existeixen més de 100 ISGs, i tots els productes que generen, provoquen funcions
reguladores, que afecten tant a la cél-lula com al virus, encarades d’evitar la replicacié
viral'®®, Lefecte paracri que fal'IFN-f d’induir I'expressi6é d'ISGs en cel-lules veines, limita
la difusié del virus per contacte cel-lula a cel-lula. Estudis in vitro han vist que aquesta
cascada de senyalitzaci6 que comenca amb els PAMPs i acaba activant els ISGs podria
autoalimentar-se mitjancant el factor de transcripcié IRF-7 (interferon-regulatory-
factor 7)'7°. Aquest factor de transcripcio és un producte que és codificat per un ISGs
i s’expressa en molts teixits, inclos el fetge, com a resposta a IFN-a/p. LIRF-7 promou
I'expressié de I'lFN-q, 1a qual també pot activar el receptor d’'IFN-a./f, i per tant la ruta
JAK-STAT i 'expressi6 d’ISGs tot incentivant i amplificant 'accié antiviral. Es aquesta
proteina, 'lFN-a, important per I'activacié en bucle de la resposta immunitaria via IRF-
7, 1a que és utilitzada en el tractament estandard contra la infeccié del VHC'71. A més
d’'incentivar I'expressi6 dels ISGs, 'lFN-q, indueix a la maduraci6 de cel-lules efectives
del sistema immunitari i promociona la producci6 de citocines pro-inflamatories per

modular indirectament la resposta adaptativa contra el VHC'®® (Figura 10).

3.2- NS3/4A Bloqueja la Resposta Immunitaria
S’ha demostrat en diversos estudis que la proteasa NS3/4A actua com un

antagonista de la ruta que activa 'expressié d’IFN-f3 activada independentment pels
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Figura 10. Procés molecular que activa la cél-lula hoste com a resposta a la infeccié per VHC'?2, 1) El
genoma del VHC és enllacat pels receptors TLR-3 i RIG-, els quals activen els factors de transcripcié IRF-3
i NF-KkB, via les quinases IKK-e i TBK-1. 2) Els factors de transcripcié migren a nucli i activen 'expressié de
I'Interferé b. 3) L'Interferé b de manera autocrina i paracrina activa el receptor d’interferons a/b, la qual
cosa fara que s’engegui la ruta JAK-STAT. 4) El complex transcripcional ISGF3, producte final de la ruta JAK-
STAT, promocionara I'expressié dels gens ISGs, els quals codifiquen per proteines efectors antivirals, i seran
les encarregades d’eliminar la infecci6. Un d’aquest productes és el factor de transcripcié IRF-7, el qual
intensifica aquesta ruta en formar un bucle que es retroalimenta, mitjangant I'Interfer6 o

receptors TLR-3 i RIG-I, ja que és capag¢ de processar dues proteines adaptadores
d’aquests receptors, anomenades TRIF “Toll/interleukin-1(IL-1) receptor domain-
containing adaptor-inducing IFN” (situada en la ruta del receptor TLR-3) i CARDIF “the
caspase recruitment domain adaptor-inducing” (situada en la ruta del receptor RIG-I),
importants pel reclutament dels factors de transcripcié IRF-3 i NF-kB7>!7* (Figures 10
i 11). Estudis recents han constatat que la proteasa NS3/4A podria processar una altra
proteina cel-lular, present en les cél-lules T, anomenada TC-PTP “T-cell protein tyrosin-
phosphatase”, que modelaria el sistema de senyalitzacidé del factor de creixement EGF
“epithelial growth factor”'”> (Figura 10).

La proteasa NS3/4A doncs, no només és un element essencial per la replicacié
viral del VHC sind que també és una peca fonamental en el mecanisme d’evasio

del sistema immunitari, i per tant, influent en el desenvolupament de la resposta
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immunitaria adaptativa, en la persisténcia del virus i en la resposta a la terapia basada

amb interfero-o.

3.2.1- CARDIF

CARDIF també és coneguda com a MAVS “mithocondrial antiviral signalling
protein”1’6, IPS-1 “interferon-o. promotor stimulator 1”Y77, VISA “virus-induced signalling
adaptor”’8. El tall proteolitic que produeix la proteasa NS3/4A en CARDIF es realitza
en la Cis508, situada en el domini transmembrana de I'extrem C terminal de la proteina
cel-lular, 1a qual cosa fa que la proteina es deslocalitzi i que el receptor RIG-I no hi pugui
interactuar (Figura 11). Aquesta proteina s’ha trobat en les membranes de mitocondris,
pero també en peroxisomes, no obstant, encara no s’ha demostrat exactament en quin
compartiment subcel-lular es porta a terme el processament!”. El processament de
CARDIF s’ha pogut observar en biopsies hepatiques'®. Totes les proteases del VHC de
diferents genotips s6n capaces de processar CARDIF, pero les proteases del VHC de
genotip 2 i 3 presenten més bones eficiencies que les proteases del VHC de genotip 1 0 4.
Laruta JAK-STAT induida per IFN es troba menys activada en pacients que tenen CARDIF
processat, pero curiosament s’ha trobat que en aquests pacients hi ha una correlacié
inversa entre el processament de CARDIF i el nivell d’expressid d’alguns ISGs'®L. Aquest
fet fa evident que la ruta de senyalitzaci6 encapgalada per RIG-1i recolzada per CARDIF
és important pero no és la nica que activa el sistema de I'IFN en el fetge d’'un pacient

amb hepatitis C cronica.

3.2.2- TRIF

NS3/4A també és capag de catalitzar TRIF, una proteina adaptadora del receptor TLR-3
involucrat en la resposta antiviral. El tall en TRIF es produeix en la Cis372, separant el
domini TIR (“Toll-interleukin-1 receptor”) de TRAF-6 (“tumour necrosi factor receptor
associated factor-6”), eliminant aixi, el lloc d'uni6 a TBK1 (“TANK-binding kinase
1”), imprescindible per la fosforilacié del factor de transcripcié IRF-3'7® (Figura 11).
Malauradament, aquest processament no ha estat estudiat en gran detall i la validacid
de trobar el processament en biopsia hepatica encara esta pendent.
3.3.3- TC-PTP

Recentment s’ha descobert una tercera diana de la proteasa NS3 identificada
com a TC-PTP, “T-cell protein tyrosin phosphtasa” (Figura 11). La NS3/4A processa la
proteina TC-PTP per dos punts, en el domini PTP (Cis 123 i Cis 216; Figura 11). La

inactivacié de TC-PTP per la NS3/4A resulta en una amplificacié de la senyal induida
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per EGF (“epithelial growth factor”), factor cel-lular associat a cancer, aquesta associacio
suggereix la possible implicaci6é del VHC amb el carcinoma hepatocel-lular, via proteasa
NS3/4A,
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Figura 11. Dianes cel-lulars de la proteasa NS3 /4A del VHC'®2.a) La proteasa del VHC NS3/4A processa
proteoliticament les proteines cel-lulars CARDIF, TRIF i TC-PTP, inhibint aixi la ruta de senyalitzacié que
té com a objectiu I'expressi6 de I'Interferd 3 i el bloqueig del receptor EGF (“Epithelial growth factor”). b)
Seqiiéncia d’aminoacids i situacié d’aquests punts de tall, que efectua en les proteines CARDIF, TRIF i TC-
PTP, reconeguts per la proteasa del VHC NS3/4A.
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4- TRACTAMENT CONTRA EL VHC

4.1- Terapia Actual
4.1.1- Interfero

Durant els anys 80, abans i tot d’haver aillat I’'agent causal que provocava
I'hepatitis no-A no-B (el VHC), els pacients amb aquesta patologia es tractaven amb
Interfero alfa (IFN-a), ja que s’havia vist, que aquesta proteina estava implicada en la
resposta antiviral cel-lular i que administrada en aquest tipus de pacients, normalitzava
els nivells de les transaminases'®®. No obstant, dos estudis duts a terme I'any 1989 per
tal d’avaluar l'eficacia del tractament amb [FN-a per curar I'hepatitis NANB, van mostrar
que el 50% dels pacients que havien rebut entre 1-3 000 000 UI d'IFN alfa-2b tres
vegades per setmana durant 6 mesos, els nivells de transaminases baixaven fins al rang
de la normalitat, pero després de deixar el tractament el 50% dels pacients que havien
normalitzat les transaminases, tornaven a tenir els nivells previs al tractament!#+18>,
Aixi doncs I'IFN per si sol no aconseguia els resultats esperats i no va ser fins al 1998
que es va pensar de combinar-lo amb un analeg de nucleosid, la ribavirina, conegut per
la seva gran activitat contra un ampli espectre de virus ADN i ARN.

4.1.2- Interferd més Ribavirina

L'administracié de ribavirina (RBV) en monoterapia va demostrar tenir poc efecte
antiviral'®, perdo amb combinacié amb IFN durant 6 mesos s’aconseguien elevats nivells
de resposta virologica sostinguda (RVS), és a dir que el pacient tingués 'ARN del VHC
indetectable en sang, 6 mesos després d’haver finalitzat el tractament. A principis dels
90, un meta-analisi sobre dades de pacients individuals de quatre centres europeus, va
trobar que 'eficacia d'IFN més RBV era de dues a tres vegades més gran que I'IFN en
monoterapia’®’. A més, dos assajos publicats al 1998 van mostrar que la combinacié
d’IFN alfa-2b i RBV produia millors index de RVS i millors index de restabliments dels
nivells de les transaminases, tant en aquells pacients que se’ls havia administrat [FN/
RBV com a tractament inicial, com per aquells pacients que havien experimentat una
recaiguda virologica després d’un curs previ d'IFN amb monoterapia'®®'#°, Els index de
RVS van ser del 31% al 38% quan la terapia de combinacié va ser administrada com a
tractament inicial i del 49% entre els que havien recaigut. Aquests index eren de tres
a cinc vegades més alts que els aconseguits amb monoterapia, perd no eren suficients,
calia ampliar-los. Estudiant la dinamica de la resposta viral del VHC a [FN es va observar

que, a 24 hores després d’haver rebut una tnica injeccié d’IFN alfa-2b, la carrega viral del
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VHC en sang del pacient baixava substancialment, perd 48 hores després de la injeccid,
la carrega viral es comencava a recuperar®®. Aquest fet va fer pensar en la necessitat
d’allargar el temps de vida mitja del medicament. Aixi, en I'any 2001 es va introduir

I'IEN pegilat (peg-IFN) en la terapia contra el VHC.

4.1.3- Interfero Pegilat amb i sense Ribavirina

La pegilacié de la molécula d’interferé no només augmentava la biodisponibilitat
en sang del farmac sin6 que també baixava la necessitat d'injectar la medicaci6 al
pacient de tres vegades la setmana a una sola vegada, la qual cosa també millorava la
qualitat de vida d’aquest.

Els resultats de tres estudis amb pacients amb infeccié cronica pel VHC que
havien rebut peg-IFN alfa-2a i alfa-2b van assenyalar la seva superioritat sobre els
convencionals IFN alfa'®19% La RVS es va aconseguir en el 25% i el 39% dels pacients
que van ser tractats amb peg-IFN (alfa-2a o alfa-2b, respectivament) en monoterapia
(sense ribavirina), en comparacié6 amb només el 7% al 19% dels que van rebre IFN
estandard. De la mateixa manera, estudis amb peg-IFN amb ribavirina van mostrar
uns index de RVS molts més elevats, d’entre el 48% i 56%, comparats amb els index
obtinguts en pacients que havien rebut la combinaci6 pero sense I'lFN pegilat, que van
ser del 29% al 47%'"'3. Aixi el tractament estandard que es recomana seguir avui en
dia, contra la infecci6 pel VHC, és una injecci6 subcutania setmanal d’interfer6 pegilat
(peg-IFN) més una dosi oral diaria de RBV durant 48 setmanes o 24 setmanes segons
el genotip del VHC amb que esta infectat el pacient, és a dir, 48 setmanes en cas d’estar
infectat amb VHC de genotip 1 0 4 i 24 setmanes si esta infectat amb VHC dels genotips
2 0 3% No obstant els bons index de RVS que s’han aconseguit amb aquesta terapia
pegilada i de combinacié, encara els resultats son modestos, sobretot en pacients que
es troben coinfectats amb el VIH-1 i el VHC (RVS del 26%) i segueixen provocant molts

efectes secundaris greus.

4.2- Efectes Secundaris de la Terapia peg-IFN/RBV

Els efectes secundaris greus que provoca la terapia peg-IFN/RBV poden arribar
a reduir 'adheréncia al tractament, a modificar la dosi dels farmacs, fent disminuir
la resposta al tractament. Tant I'I[FN com la RBV, produeixen efectes secundaris molt
greus que s’han de considerar per garantir una millor qualitat de vida del pacient
i una més alta probabilitat de curaci6, ja que s’ha vist que els efectes secundaris sén

els culpables en el 10-20% dels abandonaments de la terapia i el 20-30% dels motius
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per modificar la dosi del tractament. Aquests percentatges han baixat segons estudis
recents, recalcant la importancia de conéixer i monitoritzar el efectes secundaris per
aconseguir millors index de RVS'®. Els efectes secundaris relacionats amb I'IFN es
poden dividir en simptomes gripals, hipofunci6é de la medul-la 6ssia (granulopénia i
trombopenia), trastorns neuropsiquiatrics (depressid, intents de suicidi) i sindromes
autoimmunitaris (tiroiditis, diabetis, hepatitis autoimmune). Pel cas de la ribavirina, el
principal problema que provoca és 'anemia hemolitica®.

Algunes d’aquestes patologies poden ser tractades (paracetamols, inhibidors de
serotonina, entre d’altres) pero compliquen més la situaci6 clinica del pacient, i ja és de
per si complicada i perillosa, i per tant és urgent i necessari, millorar la terapia existent,
explorar nous farmacs o bé buscar factors predictius de resposta al tractament per tal
d’evitar un mal major a pacients que previament se sap amb alta probabilitat que no

arribaran a una resposta viral sostinguda amb el tractament estandard actual.

4.3- Factors Predictius de la Resposta a la Terapia amb IFN

Entendre perqueé el 50% dels pacients infectats amb VHC de manera cronica no
responen a la terapia amb peg-IFN/RBYV, és un dels principals objectius en el mén de la
clinica i I'experimentaci6 basica amb aquest patogen. Tant factors virals com factors de
I'hoste juguen un paper important en la resposta a la terapia amb peg-IFN/RBV. Si es
trobés un marcador de resposta fiable que pogués indicar que un pacient no respondra
a la terapia abans de ser tractat, podriem evitar els efectes secundaris greus a tots
aquells pacients que no reaccionaran a la terapia i a tots aquells que recauran tant aviat
deixin el tractament.
4.3.1- Factors Virals

El genotip del VHC ha estat identificat com un dels factors virals més importants
involucrats en la resposta a terapia, ja que s’ha constatat que entre els pacients infectats
amb els genotips 2 o 3 del VHC, la terapia amb peg-IFN/RBV, aconsegueix index de RVS
del 80%, mentre que entre els pacients infectats amb els genotips 1 o 4 del VHC, només
aconsegueixen la RVS en el 50%'%*'!. La carrega viral del VHC en sang del pacient abans
de rebre tractament (CV VHC basal) ha demostrat ser un bon marcador predictiu de la
resposta, de manera que una alta carrega viral basal esta associada a una disminucié
en les taxes de resposta'®’. També s’ha demostrat que una disminucid en els nivells de
I'’ARN del VHC en serum després de 4 0 12 setmanes de tractament amb IFN-q, també pot

ser un factor predictiu, per exemple, el Dr. Zeuzem i col-laboradors van demostrar que
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una disminucié de 3 logaritmes en els nivells de 'ARN del VHC en el serum de pacient
en la quarta setmana de tractament, podia ser un factor predictiu fiable de resposta
sostinguda, independentment del genotip del VHC en que estava infectat el pacient!'%.
Un patr6 d’aminoacids concret en una zona sensible a IFN (ISDR en la proteina NS5A) i la
variabilitat genomica del virus a nivell de quasiespecie (veure secci6 1.3.2), son factors
que han estat ampliament estudiats i s’ha vist que poden estar altament associats a la
resposta amb [FN?2526:282936,
4.3.2- Factors de I'Hoste
Molts factors geneétics i biologics dels pacients com també factors externs han

demostrat estar involucrats en la resposta a la terapia amb IFN-a.
Factors Biologics

Molts estudis clinics han postulat que el pacients de raca afro-americana
presenten resultats decebedors després de rebre IFN en monoterapia o en combinacié
amb RBV'%. No esta clara encara I'explicacié d’aquest tret diferencial de raca, uns han
postulat que podria tenir a veure en que la majoria d’afro-americans es troben infectats
amb el VHC de genotip 1, pero d’altres han corregit les dades obtingudes pel genotip del
VHC i han trobat igualment, una diferéncia en la resposta al tractament entre persones
de raca caucasica i les afro-americanes. Recentment s’ha publicat un estudi que apunta
que aquesta diferencia podria basar-se en diferéncies en un polimorfisme situat en el
gen de la interleucina 28B (IL28B), els detalls d’aquests estudi els analitzarem més
endavant?®. Molts estudis han suggerit que la resposta al tractament seria més favorable
en dones que en homes, perd molts altres han vist que el genere no tindria res a veure
amb la resolucié de la infeccié mitjancant la terapia. Un estudi conduit pel Dr. Hayashi?®,
va observar que els homes i les dones no presentaven diferencies en aconseguir la RVS,
pero si els dividia per edat, les dones joves presentaven una molt més alta probabilitat
de respondre positivament a la terapia que els homes joves. Aquest fet va fer sospitar
que els estrogens podrien estar jugant un paper important, amplificant els efectes
positius de la terapia basada amb IFN-a. L'edat també ha estat un dels factors associats
alaresposta a la terapia. En tots els estudis realitzats s’ha pogut observar que els joves
responen millor a la terapia que la gent d’avancada edat. Una de les raons podria ser
perque les persones grans infectades amb VHC normalment presenten estats avancats
de malaltia hepatica greu, com fibrosi o cirrosi, que a la vegada també sén factors de
mal pronostic. També s’ha vist que les persones grans no presenten deficiéncies alhora

d’activar el sistema immunitari cel-lular, humoral i innat, i aixo podria provocar que la
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terapia amb IFN-a els sigui menys efectiva?’?. L'obesitat ha estat identificada com un
factor que ajudaria a que la infecci6 pel VHC es cronifiqui i que la terapia amb IFN-a no
obtingui bons resultats?°32%*, Aixi doncs el fet de perdre pes en pacients amb obesitat s’ha
vist que millora la condicions histologiques del fetge, la qual cosa ajuda a que la terapia
amb IFN-a pugui ser més eficag?®®. El dany hepatic greu, com ja hem dit anteriorment,
també és un factor de mal pronostic alhora de tractar un pacient. La fibrosi i la cirrosi
han estat vinculades a la no resposta a la terapia estandard?°®?%’, Alguns autors han
apuntat que la sobrecarrega de ferro en el fetge i la resisténcia a insulina podrien predir
que el pacient no respondra’’?%, pero d’altres han demostrat que potser no sén factors
associats a resposta??%210,

Factors Externs

El consum abusiu d’alcohol s’ha vist com un dels factors més associats a la no
resposta a la terapia basada amb IFN-a?'*?12, no es coneix en detall el mecanisme
d’'inhibici6 perd es creu que I'alcohol bloquejaria les rutes de senyalitzaci6 dels IFN-a,
IFN-f i IFN-y en els hepatocits?'®. Com ja hem vist anteriorment, estar coinfectat amb el
VIH-11iel VHC tampoc ajudaria a que el pacient pugui obtenir una RVS, després de rebre
el tractament estandard.

Factors Genéetics

Els HLAs (“human leukocyte antigen”) modulen la resposta immunologica, ja que
controlen la presentacié d’antigen a les cel-lules leucocitaries T. Aixi doncs els HLAs
modulen la resposta a terapia basada amb IFN-o, mitjancant el control de la resposta
immunologica adaptativa. En alguns estudis s’han observat alts index de RVS en
terapia amb IFNa/RBYV, associats als segiients HLAs: DR7, DRB1*0404, DRB1*0701,
DRB1*11 i DQA1*0201-DQB1*02%*215, pero en d’altres estudis aquesta associacidé no
s’ha confirmat?!®. Aixi doncs la interaccié entre els diferents polimorfismes HLAs i la
resposta immunologica cel-lular durant la infeccié cronica del VHC i el tractament amb
IFN-a encara no esta del tot clara.

El receptor d’'IFN-a (IFNR) ha estat ampliament estudiat per esbrinar la seva
implicacié en la resposta a terapia ja que és el principal instigador d’engegar la cadena
de senyalitzaci6 que dura al'expressid dels gens efectors antivirals ISGs, un cop les seves
subunitats, [IFNR1 i [FNR2c, enllacin una moléecula d’IFN-a (veure 3.1 resposta antiviral
cel-lular). Aixi diferents estudis clinics han trobat alts nivells d’ARN missatgers de les
subunitats IFNR1 i del IFNR2c en hepatocits que correlacionen amb alts nivells de RVS

després de rebre terapia amb IFN-a?'. Altres estudis han vist que grans quantitats de
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la proteina IFNR2a soluble en hepatdcits correlacionava amb nivells pobres de resposta
a la terapia?®®. Aquest fet s’ha explicat mitjang¢ant la competici6 per lligand que podria
exercir la proteina IFNR2a soluble amb les subunitats d'IFNR1 i IFNR2c associades
a membrana. Tot i que aquests estudis evidencien I'associacié de la quantitat d’ARN
missatgers de les subunitats d’aquest receptor d'IFN-a a la terapia, encara no hi ha
estudis exhaustius sobre la regulacié d’aquests RNA missatgers ni la seva expressio a
proteina.

Els alts nivells de citocines en cél-lules hepatiques com la IL10, IL-1p3, TNF-q, IL8
i IL6 han estat associats en diferents articles amb nivells baixos de resposta a terapia, ja
que inhibeixen la via de senyalitzaci6 antiviral que promou I'I[FN-a. També s’ha estudiat
diferents polimorfismes en al-lels de gens promotors de citocines o de receptors
implicats en la resposta immunitaria. Es va trobar que ser portador dels al-lels -592A* i
-819*T en el gen promotor de la IL10, produia tenir menor expressié d’aquesta citocina
i per tant més alt index de RVS. També es va trobar que ser portador de I'al-lel 59029-A,
en el gen promotor del receptor CCR5, estava associat a una resposta sostinguda a la
terapia amb IFN-a. Recentment quatre estudis d’amplia associacié genomica (“genome-
wide association”;GWA) han trobat una elevada associacié a la resposta a la terapia amb
peg-IFN/RBV a través de diferents polimorfismes de nucleotid simple (SNPs) situats
en el gen o prop del gen de la IL28B, que codifica per proteines d’Interfer6-1 (IFN-1),
molécula implicada en la depuracio del virus en molts estudis, i en potenciar la resposta

antiviral de la molecula IFN-200.219-221,

4.3.2.1- La Implicacio6 dels Polimorfismes del gen IL28B en la Resposta a
la Terapia

El primer d’aquests estudis d’amplia associacié genomica (GWA) mencionats en
la seccié anterior, dut a terme per Ge i col-laboradors?®, va incloure 1137 pacients, de
diferents races (hispanica, americana d’origen europeu i afro-americana) trets d'un
estudi previanomenatIDEAL??? el qual va ser dissenyat per veure diferéncies d’efectivitat
entre els diferents IFNs que s’utilitzen en terapia (peg-IFN-alfa 2a o peg-IFN alfa 2b)
combinats o no amb RBV. L'estudi IDEAL va concloure que els diferents tipus d’[FN-a
no afectaven a la RVS, pero si la raga dels pacients, ja que els index de RVS eren menors
entre els pacients afro-americans, que en entre els d’origen europeu. Més de 500 000
SNPs en la cohort IDEAL van ser avaluats en I'estudi de Ge i col-laboradors pero d’entre

tots ells, el SNP mésrelacionatamb la RVS vaser el rs12979860, localitzat en el brag llarg
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del cromosoma 19, en el claster del gen de I'lFN-A, entre els gens IL28B i IL29A (Figura
12). Aixi els portadors del genotip C/C pel SNP rs12979860, presentaven index de RVS
molt superiors als portadors del genotip T/T. Aquesta variaci6 al-lelica també podia

explicar en part, el perque els afro-americans tenien uns index de RVS més baixa que
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Figura 12. Diferents SNPs relacionats amb la resposta al tractament contra la infeccié per VHC
localitzats en el cromosoma 19, en la regié que codifica pels gens dels diferents IFN-A, trobats en
els diferents GWAS realitzats??. A)En el panell superior s’indica la posicié de cada SNP en el cromosoma
19. B) En el segon panell, les posicions dels SNPs rellevants en relacié amb el claster del gen de I'lFN-A. C)
El tercer panell mostra I'estructura genomica del IL28B, incloent els seus 5 exons, introns intercalats, i les
regions reguladores que el delimiten. D) El panell inferior mostra els SNP que van resultar estar associats
amb la resposta al tractament en cada un dels estudis indicats, inclosos els que van ser trobats pels estudis
de mapatge genetic. Com s’indica en la llegenda, els simbols s’utilitzen per a indicar si un determinat SNP es
va associar amb una RVS en cadascun dels quatre GWAS i en els estudis de mapatge genetic.

les altres races, ja que aquesta comunitat presentava una menor freqtiéncia al-lelica del
genotip C/C respecte la d’origen europeu i la d’origen asiatic?!8. Posteriorment, Suppiah
i col-laboradors?'® i Tanaka i col-laboradors?*® en dos altres GWAS, van identificar la
variant genotipica T/T en el SNP rs8099917, localitzada a unes 8 kb del locus del gen
IL28B, com la més associada a resposta virologica sostinguda (Figura 12). Es important
recalcar que la plataforma (GWA) utilitzada per Suppiah i col-laboradors i Tanaka i
col-laboradors no incloia el SNP rs12979860 (Figura 12). Tanmateix ambdés estudis
també van observar una associacié amb la resposta al tractament a haplotips particulars
de SNPs en laregi6 de la IL28B (Haplotip de Tanaka estava format pels SNPsrs8105790,
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rs11881222, rs8103142, rs28418813, rs4803219, rs8099917 i rs7248668; Haplotip
del Dr Suppiah format pels SNPs rs12980275, rs8105790, rs8103142, rs10853727,
rs81098861i1rs8099917). Al mateix temps, el Dr. Thomas amb els seus col-laboradors?%,
van descriure que la variant observada per1’equip del Dr. Ge?*® (C/C pel SNPrs12979860)
estaria relacionada amb una probabilitat major d’eliminacié espontania del VHC. El Dr.
Rauch i col-laboradors, en canvi, va relacionar aquest fenomen amb la variant estudiada
pels Drs. Tanaka i Suppiah (Figura 12). El Dr. Rauch i els seus col-laboradors #* en el
quart GWA van veure que entre tots els SNPs relacionats amb la infeccié del VHC, el SNP
rs8099917 es trobava altament relacionat en la depuracié del VHC en monoinfectats de
diferents genotips i en coinfectats amb el VIH-1 i el VHC també de diferents genotips.
Aixi l'equip del Dr. Rauch i els seus col-laboradors van trobar que la variant TT pel
SNP rs8099917 estava implicada en I'eliminaci6 del virus de manera espontania tant en
monoinfectats com en coinfectats. També van trobar una associacié d’aquest SNP amb
la resposta al tractament en pacients monoinfectats i que aquesta era independent del
genotip del VHC amb que es trobaven infectats.

Pocs estudis, per ara, relacionen aquests SNPs trobats en la regi6é de la IL28B i la
resposta al tractament amb peg-IFN/RBV en pacients coinfectats amb VIH-1 i VHC, de
moment només existeixen dos estudis duts a terme per la Dra. Rallén?#i el Dr. Pineda??
i els seus col-laboradors basats només en el SNP trobat pel Dr. Ge i col-laboradors?®,
Tots dos van trobar una alta associacid entre la variant al-lélica CC pel SNP 12979860 i
la resposta a la terapia amb peg-IFN/RBV en pacients coinfectats amb VIH-1 i VHC de
genotip 1. El gen de la [L28B codifica per la proteina IFN-A3, proteina relacionada amb
la resposta antiviral cel-lular.

Interfero A

Els IFN-A, que inclouen I'I[FN-A1, IFN-A2 i IFN-A3, també anomenats 1129, IL28A i
IL28B, sén un nou grup de citocines emparentades amb els membres de la familia dels
IFN ila IL10. La senyalitzaci6 dels IFN-A a través dels receptors d'IFN-AR activen la ruta
JAK-STAT ila ruta de les MAPK, per induir resposta antiviral, antiproliferativa, immune i
anti-tumoral??’. Encara que in vitro s’ha observat que I'l[FN-A1 inhibeix al VHC de manera
dosi depenent i reforca I'eficacia antiviral de I'lFN-a, també s’ha pogut constatar que en
cap cas supera 'eficacia antiviral del IFN-a. Aixi que de moment hi ha moltes reserves
a I'hora d’introduir aquesta molecula en la terapia en solitari pero si en companyia de
I'I[FN-a 0 en combinacié amb molécules inhibidores de proteines virals, com la proteasa

NS3ilapolimerasa NS5B, les quals han demostrat tenir forca eficacia alhora d’inhibir la
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replicacio viral, i sén les futures promeses per la terapia contra el VHC.

4.4- Noves Terapies (STAT-C)

Les terapies especificament dirigides contra el VHC (“specific target anti-viral
therapy”; STAT-C) es basen en la recerca de molecules capaces d’inhibir proteines
importants pel sistema biologic del VHC. La inhibicié farmacologica de la proteasa
NS3/4A del VHC i de la NS5B polimerasa encarregada de la replicaci6 de 'ARN-
VHC, sén el principal objectiu per la majoria dels farmacs que actualment es troben
en desenvolupament. Els inhibidors de la proteasa actuen inhibint el centre catalitic
de I'enzim NS3 serina-proteasa, mitjancant enlla¢ covalent (telaprevir, boceprevir)
o no covalent (BILN2061, ITMN-191, TMC435)?%, Els inhibidors de la polimerasa es
subdivideixen en analegs de nucledsids, que produeixen inhibicié en el centre catalitic
del'enzim (NM283,R7126, MK-06081 R1626), i en no analegs de nucledsids que actuen
en una regio allunyada del centre catalitic i produeixen una inhibicié al-lostérica de
I'activitat de I'enzim (HCV-796, A782759, A837093, GS-9190, HCV-371, entre d’altres)
(ref). La potencia antiviral dels inhibidors de la proteasa és més gran que la dels
inhibidors de la polimerasa, pero, la seva barrera genetica (nombre de mutacions del
VHC per originar resisténcia al farmac) és baixa. Per tant, una sola mutacio6 pot conferir
resisténcia al farmac??®. En la Taula 2 podem veure les diferents mutacions que s’han
descrit, tant in vivo com in vitro que poden conferir resistencia al VHC als diferents
inhibidors fins ara descrits.

Dels inhibidors de la proteasa abans esmentats tots, excepte el BILN-2061, han
entrat en assajos clinics, perd només els farmacs telaprevir i boceprevir han arribat fins
a fase clinica I11?*%35, amb combinacié amb interferd-a i ribavirina. Recentment s’han
publicat els resultats de diferents assajos en fase III de la triple terapia, dos realitzats
amb boceprevir, SPRINT-2229 ( amb pacients naif) i RESPOND-2230 (amb pacients
que havien fracassat amb la terapies anteriors) i tres amb telaprevir, ADVANCE?31.233
i ILLUMINATE?223* (ambdés amb pacients naif) i REALIZE?*® (amb pacients no
responedors). Aquests estudis mostren que el tractament amb els inhibidors de
proteasa (boceprevir i telaprevir) combinats amb peg-IFN/RBV van fer augmentat
significativament la RVS, en comparacié amb el tractament exclusiu amb peg-IFN/RBV,
en pacients infectatsamb el VHC de genotip 1, tant en aquells que no havien estat tractats
previament, com en aquells que havien fracassat amb el tractament anterior. Tots i els

bons resultats obtinguts amb la triple terapia, també es van poder observar I'aparici6
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de greus efectes secundaris, els quals van ser el principal motiu d’abandonament,
i també el desenvolupament de variants del VHC resistents als inhibidors
en pacients no responedors a la triple terapia.

El VHC sembla potencialment curable, perd perque en el futur aixo sigui una
realitat, s’han de poder monitoritzar els efectes secundaris i les resisténcies als
inhibidors dels STAT-C, ja que futurs tractaments contra el VHC, com va passar en els
tractaments pel VIH, passaran per la combinaci6é doble o bé triple d’inhibidors amb o
sense peg-IFN/RBV.

Taula 2. Mutacions que confereixen resisténcia a diferents STAT-C?25,
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HIPOTESI D

v

La nostra hipotesi és que la proteasa NS3/4A del VHC, mitjangant la interrupcio

de la via de senyalitzaci6é implicada en la produccié d'IFN-a /$3, podria estar implicada
en la resposta a la terapia basada en IFN-a. L'evasid de la resposta immunologica innata
probablement exerceix una influéncia negativa en el desenvolupament posterior de la
immunitat adaptativa contra el VHC i per tant, contribueix a la persistencia del virus i a

la resistencia a la terapia.

Recentment, diversos SNPs, que es troben a prop del gen de la IL28B, també

HIPOTESI

implicat en el desenvolupament de la immunitat innata, s'han associat a la resposta al

tractament basat amb IFN contra el VHC. El paper del gen de la IL28B en la resposta al
tractament del VHC pot jugar un paper important en el col-lectiu de pacients coinfectats
VHC/VIH-1.
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OBJECTIUS =

- Amplificar i seqlienciar la zona del gen de la interlecina 28B on es situen els
SNPs rs8099917 i rs 12979860 d’una cohort de 173 pacients coinfectats amb
el VIH-1 i amb el VHC, que havien rebut tractament contra la infeccié pel VHC
basat en peg-IFN/RBYV, i relacionar els genotips obtinguts, amb les respostes al

tractament dels pacients.

- Amplificariseqiienciar les quasiespécies de les proteases NS3/4A de 56 pacients
coinfectats amb VIH-1 i VHC tractats amb peg-IFN/RBV, per tal d’analitzar
la seva variabilitat genetica a nivell de diversitat (distancies genetiques i

distancies sinonimes i no sinonimes) i relacionar la variabilitat trobada en les

OBJECTIUS

quasiespecies de la proteasa NS3/4A amb la resposta al tractament.

- Obtenir les eficiencies catalitiques de cadascuna de les proteases NS3/4A
majoritaries trobades en les quasiespecies de 56 pacients coinfectats amb VIH-
11 VHC, tractats amb peg-IFN/RBV, i relacionar aquestes eficiencies catalitiques

amb la resposta al tractament.
- Analitzar si la variabilitat i I'eficiéncia catalitica de la proteasa NS3, juntament

amb els SNPs de la zona que codifica per la interleucina 28B, poden esdevenir

nous marcadors predictius de resposta a la terapia.
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MATERIALS I METODES

1- MATERIAL BIOLOGIC

Les mostres de sang que van ser utilitzades en aquest treball provenien de
pacients coinfectats amb els virus VHC i el VIH-1, de la Unitat Clinica de malalts de
VIH de 'Hospital Universitari Germans Trias i Pujol de Badalona (HUGTIP), extretes
el dia abans de comengar el tractament contra el VHC (mostra basal). Els pacients
havien seguit el tractament estandard contra el VHC, basat en una injeccié subcutania
setmanal peg-IFN i una dosi oral diaria de RBV, durant 24 setmanes per aquells pacients
infectats amb VHC de genotips 2 o 3 i 48 setmanes per aquells que ho estaven amb
VHC de genotips 1 o 4. Coneixiem el resultat de la terapia a la que s’havien sotmes els
pacients, ja que 24 setmanes després de deixar de prendre la medicacid contra el VHC,
se’ls va avaluar la carrega viral del VHC en sang, mitjancant una PCR (“Polymerase chain
reaction”) quantitativa. Si el pacient presentava carrega viral indetectable consideravem
que havia obtingut RVS, en canvi, si el virus continuava present en sang el consideravem
no responedor (NR). La majoria (98%) dels pacients també prenien tractament contra
la infecci6 per VIH-1, TARGA, presentaven carrega viral del VIH-1 en sang indetectable
(81%) i tenien un nivell de cel-lules CD4+ suficients per rebre tractament antiVHC, és
a dir més de 200 cél-lules/ml en sang (98%). Dels pacients coinfectats que van entrar
a formar part d’aquest treball, n’hi havia 2 (pel cas de I’estudi 1) o 1 (pel cas de I'estudi
2) també infectats amb el virus de I'hepatitis B (VHB), en el moment de ser tractats
amb peg-IFN/RBV. Aquests, perod van acabar per superar la infeccid per aquest patogen.
Abans de realitzar aquest treball varem obtenir un informe de consentiment de tots els

pacients implicats i varem comptar amb el consentiment del consell étic de 'THUGTIP.

2- ANALISIS CLINIQUES

El genotipatge del VHC es va determinar mitjancant una técnica comercial de PCR
en temps real d’hibridaci6 (Versant HCV Genotype v2.0 LiPA; Siemens, Barcelona, Spain).
La carrega viral del VHC va ser mesurada mitjancant la tecnica de la PCR quantitativa, en
diferents periodes de temps (dels anys 90 fins 'any 2009) i per tant es van fer mitjancant
diferents tecniques que es trobaven a I'abast en el moment que es va realitzar I'analisi
(Amplicor HCV monitor test 2.0, [Roche Diagnostics System], on el limit de deteccid
era de 600-700 000 Ul/ml; Cobas Amplicor HCV Monitor, [Roche Diagnostics System]
on el limit era 600-850 000; Cobas tagMan [Roche Diagnostics System], amb un limit
de deteccié de 10-200 000 000 Ul/ml). A causa dels diferents limits de detecci6 de
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totes les tecniques diagnostiques emprades per obtenir la carrega viral en sang del
VHC dels pacients, varem haver de estratificar els valors en carregues virals superiors
o iguals a 600 000 Ul/ml i en inferiors a 600 000 Ul/ml en I'estudi 1 (genotipatge
dels polimorfismes rs8099917 i rs 12979860), en canvi per I'estudi 2 (variabilitat
geneética i eficiencia catalitica) vam poder analitzar les carregues virals amb niimeros
absoluts ja que, s’havien avaluat amb els métodes d’analisi més moderns. Pel marcador
d’antigen del VHB i la carrega del VIH-1, es va utilitzar la tecnica de la PCR quantitativa
en temps real. El niimero de cel-lules CD4* per ul. de sang es va mesurar utilitzant la
técnica de citometria de flux. El nivell de fibrosi hepatica va ser diagnosticat i quantificat
mitjancant la tecnica de la elastografia de transicié (Fibroscan, Echosens, Paris, Franga),
una técnica no invasiva, que s’utilitza com a alternativa a la biopsia hepatica, amb el
conseqlient benefici pel pacient. Els estudis que comparen els resultats del fibroscan
(FS) amb la bidpsia hepatica han trobat una relacio significativa (P < 0.001) entre la
mesura de la elasticitat hepatica, mesurada en Kilopascals (KPa), obtinguda amb el FS
i els estadis de fibrosi obtinguts per biopsia?3¢. Segons I'escala METAVIR (F=0aF = 4)
s’estableix les segiients equivalencies entre el resultats del FS i la interpretacid de la
biopsia : FO-1 = abséncia de fibrosi < 7 KPa, F2 = fibrosi moderada = (7 - 9.4) KPa, F3 =
fibrosi avancada = (4-12) KPa, F4 = cirrosi >12 KPa, i és la que varem usar per catalogar
els resultats de la elasticitat hepatica obtinguts dels nostres pacients. Els nivells dels
enzims caracteristics de dany hepatic, la transaminasa glutamicooxalacética (GOT) i
la transaminasa glutamicopirtvica (GPT), van ser determinades utilitzant protocols

clinics estandards.

3- ESTUDI 1: GENOTIPATGE DELS POLIMORFISMES RS8099917 1
RS12979860

3.1- Obtencio i Extraccié de 'ADN

De la sang, extreta de 173 pacients, s’aillaren les cél-lules mononucleades de sang
periférica (CMSP), mitjancant una separacio per centrifugacié de gradient. La sang total
es va centrifugar a 1360 rpm durant 10 min, per poder descartar el plasma, i en un tub
de 50 ml (falcon), dipositar el volum de component cel-lular juntament amb la meitat
d’aquest volum obtingut, en tampé fosfat sali (PBS) al 10%. En aquesta mescla s’hi va
afegir el Lymphoprep™ en relacié 1:2 de volum i tot es va centrifugar a 1850 rpm durant
30 min., obtenint tres fases facilment diferenciables. Amb una pipeta varem recollir la

fase del mig (fase de color aquoés), on hi precipitaren les CMSP, i varem centrifugar-la
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a 1190 rpm durant 10 min, dues vegades, tot netejant el precipitat cel-lular amb PBS
10%. Per tal de saber la quantitat de cél-lules obtingudes es va realitzar un comptatge
cel-lular (“Beckman counter”), i varem guardar el volum equivalent a 2x10° de CMSP,
que varem preservar a -80°C. Per extreure el ADN del vial de CMSPs obtingut, varem
seguir les instruccions descrites en el producte comercial “QuickExtract DNA Extraction
Protocol” (Epicentre Biothecnologies) i després es va emmagatzemar 'extraccié dADN

a-702C o es va genotipar directament.

3.2- Genotipatge del SNP rs8099917 i del SNP rs12979860

Elgenotipatge dels SNPsrs8099917irs 12979860, esvaduraterme mitjancantuna
amplificacié per PCR per cada SNP i una posterior seqiienciacid del fragment amplificat.
Per realitzar la PCR varem fer servir el joc de productes “Platinum® TagDNA Polymerase
High Fidelity” (Invitrogen) posant en la mescla de reaccio6 els segiients reactius: 5 uL de
solucié de '’ADN genomic extreta dels CMSPs, 200 pM de desoxiribonucleotids trifosfats
(dNTP’s), 2mM de sulfat de magnesi (MgSO0,), 1x de “High Fidelity buffer"®, 0.25 U de
“Platinum Taq DNA polymerase®” i 10 pmols de cada oligonucleotid capa¢ d’amplificar
cada SNP. En el cas del SNP rs8099917, varem fer servir la parella d’oligonucleotids
anomenats 1rs8099917-128 de sentit endavant (5-GTGCATATGTTTTCTGAC-3’) i
rs8099917-556 de sentit invers (5-GTGGCCCCTCACCCATGC-3’) i per tal d’amplificar
el rs 12979860, els anomenats rs12979860-13 de sentit endavant (5’-GACG
AGAGGGCGTTAGAGC-3") i el rs12979860-595 amb sentit invers (5-GAGGGACCGCTACG
TAAGTC-3"). Es va enrasar la dissolucié amb aigua destil-lada fins arribar a un volum
total de reaccié de 50uL. Els parametres utilitzats en el termociclador van ser: 2 min. a
942(, seguits de 40 cicles de la segiient combinaci6 de temps i temperatures: 30 seg. a
952(C, 30 seg. a 55°C, 30 seg. a 682C i per ultim un pas final d’extensi6é de 7 min. a 68°C.
Per comprovar que el producte obtingut de la PCR era el que ens esperavem (445 pb pel
cas del rs8099917 1428 pb pel cas del rs 12979860) varem carregar els productes de la
PCR en un gel d’agarosa al 1.5%, el varem tenyir amb el producte “SYBR safe DNA gel®”
(Molecular probes, Innogenetics) al 0.01% i el varem irradiar amb llum ultraviolada.
Un cop comprovat que tenfem el resultat esperat, varem purificar les PCRs obtingudes
utilitzant el producte comercial “ExoSAP-IT®” seguint el protocol que indica el fabricant.
El producte de PCR purificat es va seqlienciar seguint les indicacions del producte
“BigDye® Terminator 3.1 Cycle Sequencing Kit” (Applied Biosystems), utilitzant els
oligonucleotids ja mencionats en I'amplificacié per PCR (rs8099917-128 o rs8099917-
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IhEn
556, pel cas del genotipatge rs8099917 i el rs12979860-13 6 12979860-595 pel cas del
genotipatge del rs12979860). Les seqiiéncies produides pel seqlienciador “ABI PRISM™
310 Genetic Analizer”, es van alinear i editar mitjancant el programa Sequencher 4.9
(GeneCodes). Els oligonucleotids utilitzats en la seqiienciacié del SNP rs8099917 ens
van deixar analitzar un fragment del cromosoma 19 huma, situat a 7 384 bp del gen
de la interleucina 28B (IL28B) pel canté 5’ i en el seu cant6 3’ es trobava a 15 791 bp
del gen precursor de la IL28B. La posicié d’estudi es localitzava dins aquest rang, en
la posicié 12 011 384 bp, on depenent del genoma del pacient hi trobavem una T, una
G o bé una ambigiiitat G/T (Figura 13). En el cas del SNP rs12979860 el fragment que
varem poder amplificar, amb els oligonucleotids que haviem emprat, es situava en el
seu canté 5’ a 2 966pb del gen de la interleucina 28B i en el seu cant6 3" a 20 128 pb del
gen precursor de la interleucina 28A. La posici6 d’estudi en aquest rang, es situava a la
posicié 12 007 006 pb, on depenent del genoma del pacient hi trobavem una C,una T o
bé una ambigitiitat C/T (Y) (Figura 13).
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Figura 13. Esquema del protocol seguit per obtenir el genotip dels pacients pels polimorfismes
rs8099917 i rs12979860. De la sang extreta del pacient varem separar les cel-lules CMSPs, de les quals
varem extreure el ADN gendmic i varem seqiienciar la zona genética propera al gen de la interleucina 28B,
on es localitzen els dos SNPs que voliem estudiar.

3.3- Analisi de les Dades de I’Estudi 1
Les caracteristiques cliniques de la poblacié d’estudi i els diferents parametres

avaluats els varem expressar en medianes i en rangs inter quartils. L'associaci6 entre
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I'En
els diferents parametres qualitatius amb la resposta va ser explorada utilitzant el
test de Fisher, mentre que la relaci6 entre les caracteristiques cliniques quantitatives
i la resposta va ser analitzada a través del test no parametric de Mann-Whitney. Per
analitzar la relacio6 entre diferents grups portadors dels diferents genotips es va utilitzar
I'analisi no parametric de les variances (ANOVA).

Per calcular I'equilibri de Hardy-Weinberg, analitzar I'associaci6é de la resposta
al tractament amb els SNPs, per separat, mitjancant diferents models d’heréncia
(codominant, dominant, recessiu, sobredominant o additiu) i analitzar les relacions dels
dos SNPs en conjunt (haplotip) amb la resposta al tractament es va utilitzar el programa
SNPStats?¥’. El model d’heréncia escollit sempre va ser aquell que presentava el criteri
d’'informacié de Akaike (AIC) més baix. Els analisis univariats i multinomials van ser
utilitzats per determinar factors de prediccié de resposta al tractament. Tots els analisis
estadistics es van realitzar mitjancant el programa SPSS versié 17 (SPSS Inc.,Chicago,
Illinois, USA)?%. Tots els valors de P van ser considerats estadisticament significatius

només quan el seu valor era menor de 0.05.

4- ESTUDI 2: VARIABILITAT GENETICA I EFICIENCIA CATALITICA
4.1- Obtencio i Extraccio de 'ARN

De la sang extreta dels 173 pacients de I'estudi 1, es van obtenir 56 plasmes a
partir d’'una centrifugacié a 1360 rpm durant 10 min., de només aquells pacients que es
trobaven infectats amb el VHC de genotip 1 i que sabiem el resultat que havien obtingut
després de seguir la terapia estandard contra el VHC en el moment de comengar aquest
segon estudi. Dels plasmes obtinguts en varem extreure les molécules d’ARN viral de
cada pacient a partir de 140 ul d’aquests i seguint les indicacions del paquet comercial
“QIAmp Viral RNA Mini Kit, de Qiagen”, obtenint finalment un volum de 60 ul dARN
eluits en el tampo6 d’elucié del paquet comercial utilitzat, anomenat AVE, composat per
aigua lliure d’ARNases amb el 0.04 d’azida sddica, el qual varem congelar a -80°C fins al

seu posterior us.

4.2- Amplificacio6 de la Proteasa NS3/4A del VHC

Un cop extret 'ARN de cada pacient, 5 ul de l'elucié de cadascun, van ser
transcrits inversament i amplificats per reaccié en cadena per la polimerasa (RT-PCR<;
Figura 14 A), en un sol pas i en un volum final de 50 ul, utilitzant el paquet comercial
“SuperScript™ Il One-Step RT-PCR System with Platinum® Taq High Fidelity” de la casa
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subtipus 1a o bé els necessaris per amplificar la de subtipus 1b, depenent del genotip
que presentava la mostra (informaci6 que ja teniem abans d’efectuar la RT-PCR). Aixi,
per amplificar les cadenes d’ARN que formaven part del genotip del VHC de subtipus 1a,
es va fer servir la parella d’oligonucleotids, a una concentracié final de 0.2 uM seglient:
NS3P1A1 (amb sentit endavant 5-CAAGGGGTGGAG GTTGCTGGC-3’, residus 3 389 a 3
409 de la seqiiencia de referencia HCV-], amb el ndmero d’accés al GenBank D90208)
i el NS4B-4 (amb sentit invers 5’-AGTACTGTA TCCCGCTGATG-3’, residu 5 647 a 5 666
de la seqiiencia de referéncia HCV-]). En canvi per amplificar les molecules d’ARN del
VHC del subtipus 1b, es van fer servir els encebadors, a la mateixa concentracié que
els anteriors, segiients: el HCVproL1 (5’-GCAAGGGTGGCGACTCCTTGC-3’, residus 3 392
a 3 412 de la seqiiencia de referencia HCV-]) i el NS4B-4, mencionat anteriorment. El
programa de temperatures i temps emprat en I'aparell termociclador per dur a terme
la reaccié va ser el segiient: 452C durant 30’ (per tal de que es produis la transcripcio6
inversa), 942C durant 2’ (per deshibridar les cadenes del cADN sintetitzades) seguits
per 40 cicles a 942C durant 15 segons (també per tal de deshibridar les cadenes de
cADN, 552C durant 30 segons (per tal d’hibridar els encebadors amb les cadenes de
cADN) i 682C durant 3 minuts (per tal d’amplificar la seqliéncia del gen d’interes), i
finalment 682C durant 7 minuts. Es va comprovar, per la tecnica del limit de deteccié per
PCR, que en cada volum de reaccio per realitzar la RT-PCR hi havia un excés de RNA del
VHC de cada pacient, i per tant, al menys 25 molecules de 'ARN del VHC, van ser afegides
per realitzar la reacci6 de transcripcio6 i amplificacio. A partir de 5 ul de la reaccié RT-
PCR varem fer una segona amplificacid per reacci6 en cadena per la polimerasa (PCR2;
Figura 14) en un volum final de 50 ul, seguint les condicions descrites en el paquet
comercial “Platinum® Taq DNA Polymerase High Fidelity”, (Invitrogen). Per les mostres
de genotip 1a, vam utilitzar com a encebador amb sentit endavant, el NS31a1(5’-GGGT
TGAATTCTATGGCTCCTATTGGCTGCGTGGTCATAGTGGGCAGGATTGTTTTGTCCGGGAA
GGGAGGACCCATCACGGCGTACGCCCAG-3’), el qual contenia un punt de restriccié capag
de ser tallat per I'enzim Eco RI (zona ratllada en la seqiiencia de I'encebador) que ens
serviria per la posterior clonacio, els residus del 21 al 34 de la proteina cofactora NS4
del VHC de seqliéncia majoritaria presents en la base de dades del VHC de referéncia
de subtipus 1a (zona en negreta en la seqliéncia de I'encebador), un pont dipeptid
format per dos glicines (zona en cursiva de la seqiiencia de I'encebador) i finalment els
residus corresponents als 7 primers aminoacids de la proteasa NS3 (zona ratllada i en
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referéncia del VHC de subtipus 1a (residus 3411 a 3431 de la seqliéncia de referéncia
HCV-]). Com a encebador de sentit invers per amplificar les mostres de genotip 1a varem
utilitzar el NS3lar4 (5-GGGAGGGGCTCGAGTCAGGACCTCATGGTTGTCTCTAG-3’),
el qual contenia 7 aminoacids de la part N-terminal de la proteasa NS3 (posicions
aminoacidiques de la proteasa del 175 a la 181) els quals s6n complementaris amb
les residus de 3411 a 3431 de la seqiiéncia de referéncia HCV-] (en negreta i subratllat
en la seqiiencia del encebador) seguits per un codé de terminacié (en cursiva dins
la seqiiencia del encebador) i una regié capa¢ de ser processada per un enzim de
restriccié6 anomenat Xho I (part subratllada de I’encebador). Pel cas de les mostres
de subtipus 1b, per realitzar la PCR2, es va fer servir com a encebador amb sentit
endavant, el HCVproL2, (5-GGGTTGAATTCTATGGCTCCTATTGGATCTGTTGTTATTGT
TGGAGAATTATTTTGTCTGGAAGAGGAGGACCTATCACCTACTCCCAA-3") el qual

contenia, com en el cas del encebador fet servir per les mostres de genotip 1a, un punt

de tall de restriccié per 'enzim Eco RI (zona subratllada en la seqiiéncia del encebador),
els residus del 21 al 34 de la proteina cofactora NS4 del VHC de seqliéncia majoritaria
entre les seqiliéncies de la base de dades de referéncia pel VHC de subtipus 1b (zona en
negreta del encebador), un pont dipeptid format per dos glicines (en cursiva dintre de la
seqiiencia de 'encebador) i els 7 primers aminoacids de la proteasa NS3 (zona ratllada i
en negreta de la seqiiencia de 'encebador) de seqiiencia majoritaria en la base de dades
de referéncia del VHC de subtipus 1b (residus 3411 a 3 431 delaseqiiencia de referéncia
HCV-]). I com a encebador de sentit invers varem fer servir el oligonucledtid HCVproR
(5’-GGGAGGGGCTCGAGT CACGTGACGACCTCCAGGTCAGC-3") amb un punt de restriccié
capag de ser processat per 'enzim Xho I (zona subratllada de I'’encebador), seguit per
un cod6 d’aturada (en cursiva dintre de la seqiiéncia de I'encebador) i 7 aminoacids de
la part N-terminal de la NS3 amb la seqiiéncia majoritaria d’aquest gen pel genotip 1b,
extreta de la base de dades de referéncia del VHC (zona subratllada i en negreta de la
seqiiencia del encebador, residus corresponents a la posicié 3 933 fins ala 3 952 de la
seqiiencia de referencia HCV-]). Tots els encebadors utilitzats en la PCR2 es van utilitzar
a una concentracié de 0.2 uM. El programa de temperatures i temps per tal de realitzar
la reaccié de PCR2 en el termociclador va ser el segiient: 94°C 2 minuts, seguits per 35
cicles de 94°C durant 3 segons més 452C durant un minut i un temps d’extensi6 d’'1
minut a 682C cadascun, i per ultim un temps d’extensi6 final a 682C durant 7 minuts.

Els productes amplificats en la PCR2 van ser correguts electroforéeticament en un gel
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I'En
d’agarosa a I'1%, el qual es va tenyir amb “SYBR Safe DNA gel” de la casa Molecular
Probes (Innogenetics), posteriorment, per poder comprovar que haviem amplificat el
gen desitjat d’aproximadament 650 parells de bases (pb), varem irradiar-lo amb llum

ultraviolada.

4.3- Clonacio de la Proteasa NS3/4A del VHC

Per assegurar-nos que el maxim nimero de proteases NS3 provinents de cada
pacient (quasiespeécies), eren utilitzades com a motlles en les diferents PCRs (RT-PCR i
la PCR2), aquestes reaccions varen ser realitzades 4 vegades per cada pacient, i reunides
en unsol tub just abans de clonar les diferents quasiespécies obtingudes, amb el plasmid
BlueScript pBSK(-) (Stratagene) (Figura 14B). Aixi els productes de PCR amplificats
per quadruplicat, i el vector a on els voliem clonar pBSK(-), van ser digerits 5 minuts
a 379C pels enzims EcoRI (FastDigest® EcoRI) i Xho I (FastDigest® XHO I) seguint les
instruccions del fabricant, “Fermentas Life Science®”. Els fragments innecessaris i els
enzims de restriccié utilitzats van ser eliminats de la mescla, mitjancant la técnica
de l'electroforesi i el paquet comercial QIAquickpurification de I'empresa QIAgen. La
lligacié entre el vector pBSK(-) i els diferents inserts provinents de cada pacient, tallats
en extrems cohesius i purificats, van ser el substrat de la reacci6 de lligaci6 realitzada
amb el tamp6 2X de lligaci6 rapida (“2X Rapid Ligation Buffer”) i 'ADN T4 lligasa, (“T4
DNA Ligase”) ambdoés productes subministrats per 'empresa Promega, en un volum final
de 20 ul. Lareaccid es va dur a terme a temperatura ambient durant 5 minuts i utilitzant
la relacié insert : vector de 3 : 1. La meitat de la mescla de lligacid, 10 ul, la varem
transformar en les cel-lules competents E.coli XL.1 blue MRE, les quals ens permetien,
després de ser plaquejades en un medi agar amb 100 ug/ml d’ampicil-lina, IPTG 1mM
(“isopropyl-beta-D-thiogalactopyraniside”) i X-GAL al 2% (“5-bromo-4-chloro-3-indolyl-
beta-D-galactopyranoside”), poder discriminar aquelles colonies transformades que
contenien el vector lligat amb l'insert (de color blanc) d’aquelles que no el contenien
(de color blau). Es va verificar que aquetes colonies blanques presentaven l'insert que
esperavem dintre del vector pBSK(-), mitjancant una PCR seguint les instruccions del
producte comercial “GoTag® Green Master Mix” (Promega) amb els encebadors tipics
per amplificar alguns vectors comercials, T3 (5-ATTAACCCTCACTAAAGGGA-3’) i T7
(5’-TAATACGACTCACTATAGGG-3’)iun gel d’agarosatenyitamb “SYBR Safe” iirradiatamb
llum ultraviolada. Aquelles mescles de reaccié que eren positives per PCR, és a dir, que en

el gel veiem una banda d’aproximadament 650 pb, eren purificades a través del producte
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comercial “Exosap-IT clean-up” (Amersham Biosciences) per tal de ser, posteriorment,
seqlienciades bidireccionalment amb els mateixos oligonucleotids utilitzats en la PCR
de comprovaci6 d’'insert, el T3 i el T7, tot utilitzant la barreja comercial “ABI PRISM®
BigDye™ Terminators V 3.0” i el seqiienciador 3100 ambdos productes de 'empresa
Applied Biosystems. Les seqiiéncies obtingudes, de 20 a 60 clons per pacients, van
ser analitzades utilitzant el programa Sequencher 4.0 (GeneCodes). Les quasiespécies
préviament clonades i analitzades en un anterior estudi dut a terme en la nostra
instituci6 per la Dra. Franco i col-laboradors?*, corresponents a les mostres 50151 (de
96197 clons respectivament) van ser també incloses en 'analisi. Tots els clons obtinguts
per pacient, es van alinear a nivell d’aminoacid per tal d’esbrinar quina era la seqiiéncia
dominant o majoritaria dintre de les quasiespecies obtingudes. Per obtenir aquestes
proteases dominants de cada pacient i totes aquelles proteases minoritaries diferents
entre elles, es va extreure el plasmidi que contenia aquestes proteases d’interes, de les
colonies de E. Coli positives, mitjangant el producte comercial “QIAprep spin miniprep”
(QIAgen), el qual ens permetia obtenir uns 50 ul d’entre 100 i 300 ug/ml del plasmidi
pci NS3 (Figura 14 D) que recordem, contenia una part de la proteasa cofactora NS4A
(21-34 aminoacids d’aquesta), dues glicines i la NS3 proteasa (aminoacids 2-181) en
fase amb la proteina plasmidica f-galactosidasa, eluit en el tamp6 TRIS-HCI (50uM, pH

= 8.5) per poder ser emmagatzemat a -202C pel seu posterior us.

4.4- Analisis de la Variabilitat Genetica de la Proteasa NS3 del VHC
Els alineaments de les seqiiéncies obtingudes es van dur a terme mitjancant el
programa Clustal W integrat en el programa Bioedit, el qual ens va deixar discernir
de I'eixam de seqiiéncies, aquelles que eren predominants dintre de les quasiespécies
de cada pacient (Figura 14 C). L'arbre filogenetic construit amb totes les seqliéncies
obtingudes (1745 clons) es va fer a través del programa MEGA 5.0%*° utilitzant el metode
Neighbor-Joining, i com a model evolutiu “p-distance” Amb el mateix programa varem
obtenir la robustesa de les branques de I'arbre filogenétic construit,mitjan¢ant I'analisi
de “bootstrap” a partir de 1000 répliques de 'arbre. Valors de “bootstrap” superiors
al 70% conferien solidesa a la distribucié de les seqiiencies en el arbre, i varen ser
anotats en les branques de 'arbre filogenetic. Les distancies genétiques tant a nivell de
nucledtid com a nivell d’aminoacid, entre les seqiiencies de les quasiespécies de cada
pacient obtingudes, es van calcular, també, utilitzant el programa MEGA 5.0, amb el

model evolutiu “p-distance”. Les proporcions de substitucions sinonimes (dS)
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A) Extracci6 RT PCR PCR |

-
C) Seqtienciacio

quasiespecies

D) Purificacid |

pBSK(-) —
NS3
= pcl.NS3
B) CLONACIOI seq. majoritaria
pCI'NS3l-IBl/4Zl-N h
E. coli

Figura 14. Esquema de I'obtencio de les seqiiéncies de les quasiespecies dels pacients i del plasmidi
pcl.NS3, . /4A,, ., amb la proteasa majoritaria de cada pacient. ' ARN viral provinent de plasma
dels 56 pacients de la cohort d’estudi, va ser retrotranscrit i amplificat (A), per tal de poder clonar (B) i
seqiienciar (C) les quasiespecies de la proteasa NS3 (més una part del cofactor NS4) de cada pacient. Un
cop analitzades les seqiiéncies de les quasiespecies obtingudes de la proteasa NS3, varem purificar aquells
plasmidis que contenien les proteases majoritaries (D).

i les proporcions de les substitucions no sinonimes (dN), tant a nivell de nucleotid
com a nivell d’aminoacid, que determinen la pressio selectiva dintre les quasiespécies,
van ser calculades utilitzant el programa SNAP?*2*2, Per I'estudi de la complexitat de
les quasiespécies trobades, es va calcular els valors d’Heterogeneitat i I'entropia de
Shannon (ES) normalitzada (ambdés variables es van calcular tant a nivell d’aminoacid
com a nivell de nucleotid). El % d’heterogeneitat va ser calculat mitjangant el programa
MEGAS.0 (amb valors que anaven del 0 al 100%) i pel cas de la ES es va fer seguint la
segiient formula: ES=-Xi(pilnpi)/InN; on p és la freqiiéncia d'una variant determinada
de la poblacié viral i N és el total de seqiiencies d’aquesta poblacié. Aixi I'entropia de
Shannon varia de 0 a 1, on 0 indicaria minima complexitat i 1 maxima complexitat.
Per estimar pressions selectives especifiques de codé es va usar el programa FEL
(“fixed-effects likelihood method”)?*3, amb el model HKY85 (model per defecte), el qual

directament calcula els index de substitucions sinonimes i no sinonimes per cada codo.
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Les seqliencies de la proteasa del VHC obtingudes i caracteritzades en aquest
estudi van ser admeses i introduides en el banc internacional de seqiiéncies GenBank,
amb els niimeros d’accés segiients: HQ891983 fins a HQ893534.

4.5- Amplificacio i Clonacio dels Punts de Tall: CARDIF i NS5A/5B
4.5.1- Punt de Tall CARDIF

Varem construirel plasmidipcl.Cardif-cro,el qual conteniael puntde processament
de la proteasa del VHC NS3 anomenat CARDIF, amb la seqtiéncia d’aminoacids seglient:
EREVPC/HRPS (Figura 15). El punt de processament CARDIF va ser introduit utilitzant
el plasmidi pc.LHCVNS4B/NS5A-cro com a motlle i un protocol de PCR d’extensié
sobreposada (“overlap extension protocol”, Figura15), metodologiaemprada préviament
en estudis anteriors realitzats per la Dra. Franco i col-laboradors?**. Aixi dos fragments
que contenien el punt de tall CARDIF van ser amplificats per separat (PCR 5’ i PCR 3’),
donant-nos el fragments 5’ i el fragment 3’ (Figura 15). Per I'amplificaci6 del fragment
5" (Figura 15a), varem utilitzar l‘encebador cI19 (5’-CCATTAACACAAGAGCAGCTT-3’,
que correspon a la posicié 19 fins a la posicié 39 de la proteina repressora cl del
bacteriofag A**® juntament amb el encebador de sentit invers que contenia el
punt de tall CARDIF i un punt de tall per I'enzim de restriccié6 Nsi I, 4B5ACARDIFr
(5'-TGACGGTCGATGGCACGGTACTTCACGCTCCTCATTGCGCGCCTGAACATGAGA-3’).
Pel fragment 3’ (Figura 15b)es va fer servir com a encebador de sentit invers el
cl697 (5’-TTCAGGCCACTGACTAGCGAT-3’, sequiéncia que va des de la posici6 679
fins a la 699 de la proteina repressora cl del bacteriofag A***)i com a encebador
de sentit endavant el 4B5ACARDIFf i una diana per l'enzim de restriccié6 HINDIII
(5-GAAGTACCGTGCCATCGACCGTCACTAAGGGATGTTTGGGCGCGCATGTTCTCACCT-3").
Per les dues PCR varem utilitzar el producte comercial GoTag® DNA Polymerase
(Promega), a un volum final de 50 pl i amb els encebadors a una concentracio6 final de
0.2 pM. Els programes de temps i temperatures utilitzats en la maquina termocicladora
varen ser : 952C durant 2 minuts, 35 cicles de la combinaci6 de tres temperatures i temps
seglients: 952C durant 30 segons, 552C durant 30 segons, a 722C durant 45 segons i per
acabar un temps d’extensio final de 7 minuts a 722C. Finalment els fragments 5’ i 3’ van
ser ajuntats (Figura 15 c), per realitzar una tercera PCR (PCR 5’ + 3") amb els encebadors
cl191i cl697, sota les mateixes condicions esmentades anteriorment.

El producte d’aquesta PCR va ser digerit amb els enzims de restricci6 Nsi [ i

HINDIII (Roche) illigat, utilitzant el mateix protocol de lligacié que varem utilitzar per la
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e

clonacid de la proteasa NS3 amb el plasmidi pBSK(-), al plasmidi pc. HCVNS4B/NS5A-
cro, previament també digerit amb els mateixos enzims, produint el plasmidi pcl.Cardif-
cro (Figura 15d), necessari per poder ser assajat I'eficiéncia de qualsevol proteasa NS3

del VHC en el sistema de cribatge genétic basat en el bacteriofag A.

QARNEDCSTPC/SGSWLRDVWARM

HIND 111

a) PCR (5') b) PCR (3")

4

cii9 4 4B/SACARDIFr 4B/SACARDIFE @l

SHVQARNEREVPC/HRPSLRDVWARMFSP SHVQARNEREVPC/HRPSLRDVWARMFSP

Nsil HIND 11T

fragment 5’ [#:V0)19 (V0 fragment 3’

Nsil

fragment 5* IR
e HIND 1l

C) PCR (5’ +3)

PIU  fragment 3

CI19
C1697

Nsil HIND III
o wo SHVQARNEREVPC/HRPSLRDVWARMFSP
d)
Nsi IA LHIND 11

digestié
+

lligacié

Figura 15. Esquema de l'obtencié del plasmidi pcl.Cardif-cro utilitzant el protocol de la PCR
d’extensio sobreposada i el plasmidi pcI.NS4B/NS5A-cro com a motlle. A dalt de tot de la figura hem
representat esquematicament el plasmidi pc.HCVNS4B/NS5A-cro, el punt de tall NS4B/5A (en verd)
situat entre la proteina repressora del bacteriofag A CI-Cro (en grog), l'origen p15 (en blau) i la resistencia
a tetraciclina (en vermell). a) Representacié de la PCR 5’ la qual utilitza com a motlle el plasmidi pcl.
HCVNS4B/NS5A-cro i els oligonucleotids CI19 i 4B/5ACARDIFr, i té com a producte final 'anomenat
fragment 5’. b) Representaci6 de la PCR 3’, 1a qual utilitza com a motlle el plasmidi pc. HCVNS4B/NS5A-cro
i els oligonucleotids 4B/5ACARDIFfi el C1697, i té com a producte final el fragment 3’. ¢) La PCR (5’ + 3’) té
com a motlle els fragments 5’ i 3’ i com a oligonucleotids els CI119 i CI697, per tal d’amplificar el punt de tall
CARDIF amb les dianes de restriccié Nsili Hind III. d) Digestid del punt de tall CARDIF i del plasmidi motlle
per tal de poder realitzar la reacci6 de lligacio, per formar finalment el plasmidi pcl.Cardif-cro, representat
esquematicament a la part inferior dreta de la figura.
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4.5.2- Punt de Tall NS5A/5B

Per construir el plasmidi amb el punt de tall NS5A/5B, primer processament
en trans que realitza la proteina NS3 del VHC, varem escollir la seqiiéncia d’aquest
punt més representada en la base de dades de referéncia del VHC de genotip 1b, que
consistia en 17 aminoacids (ASEDVVCC/SMSYTWTGA). Per tal d’amplificar aquesta
seqliéncia varem fer servir la parella d’oligonucleotids, NS5A/5Bf (5’-TCTCATG
TTCAGGCGCGCGCTAGTGAGGACGTCGTCTGCTGCTCAATGTCC-3") i NS5A5Br (5’-AGGT
GAGAACATGCGCGCGGCGCCTGTCCACGTATAGGACATTGAGCAGCAGAC-3’), el primer

dels quals contenia els 8 aminoacids primers del punt de tall de referencia (zona en

negreta de l'oligonucleotid) i el segon els 12 Gltims (zona en negreta del oligonucleotid),
solapant-se en 3 aminoacids del mig de la seqiiencia (VCC). Aquests encebadors també
presentaven un punt de tall reconegut per 'enzim de restriccid BssH2 (zona subratllada
en els encebadors). Aquests encebadors es van utilitzar en una PCR utilitzant una
mostra infectada pel VHC de genotip 1b com a motlle, produint un producte de 87
pb que va ser processat per I'enzim BssH2, purificat mitjancant el producte QIAquick
purification de 'empresa QIAgen, i lligat mitjancant el tamp6 2Xligafastila T4ADNAligase,
ambdos productes de Promega, al plasmidi pcl.Bss.cro, el qual també havia estat
digerit préviament pel mateix enzim, en una sola diana situada en el gen cl. Aquest
plasmidi insertat en un bacteri E.coli produeix que la infeccié per un bacteriofag A, entri
en lisogenia, ja que expressa aquest gen cl, repressor del cicle litic del virus. Varem
comprovar que insertant aquests 17 aminoacids en mig de la proteina repressora cl,

continués exercint la seva repressié del cicle litic, i aixi va ser.

4.6- Assaig de I'Eficiéncia Catalitica de la Proteasa NS3/4A

Per avaluar l'eficiencia catalitica de totes aquelles proteases majoritaries en la
quasiespecie present en cada pacient, varem utilitzar un sistema rapid i senzill basat
en el circuit regulador de dues proteines cl i cro importants pel cicle de replicacié del
bacteriofag A?*¢ (Figura 16). Quan aquest patogen infecta a una bactéria, com una E.
coli, s’activa la proteina repressora cl, i provoca que el virus entri en lisogenia, és a
dir, fa que el genoma viral s’introdueix de manera latent en el genoma de la cél-lula. Si
aquesta proteina repressora s’inactiva, per exemple sent processada per una proteasa,
deixa que la proteina cro actui, i que el bacteriofag A entri en cicle litic produint clapes
de lisi (cel-lules mortes). Aixi doncs, varem realitzar 2 cotransformacions per cada pro-

teasa NS3/4A majoritaria dels 56 pacients (pHCVNS3, .. /NS4 ), unaamb el puntde

2-181 21-34
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2
SHVQARNEREVPC/HRPSLRDVWARMESP m

2 181

cotransformacié

expressio de les e
proteines

infeccié amb

cicle lisogénic

cicle litic

Figura 16. Esquema del protocol per obtenir les eficiéncies catalitiques de les diferents protea-
ses NS3 del VHC majoritaries de cada pacient davant del punt de tall CARDIF, utilitzant el cribatge
genétic basat en el bacteriofag A. 1) la cotransformaci6 dels plasmidis pCl.Cardif-cro i pcL.NS3_ . /4, .,
provoca la proteolitzaci6 de la proteina repressora Cl, i per tant que la celula E.coli pugui ser infectada pel
bacteriofag A. La quantitat de clapes de llisi sera proporcional a l'eficiencia de la proteasa insertada en el
plasmidi pc.NS3, . /4,, ., en processar el punt de tall insertat en la proteina repressora (CARDIF). 2) la co-
transformacié dels plasmidis pCl.Cardif-cro i pcI.NS3smp/421_34'provoca que la proteasa no pugui processar
la proteina repressora del bacteriofag A, ja que aquesta presenta la Ser del seu centre catalitic mutada, i per
tant, el virus entra en cicle lisogenic (control negatiu de 'experiment).
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tall NS5A/5B (pcl.NS5A/5B-cro) utilitzant les ceél-lules E. coli de la linia JM109. A partir
d’'una de les colonies producte de la cotransformacid, feta créixer tota la nit a 302C, en
un medi LB en presencia de dos antibiotics, ampicil-lina i tetraciclina, es va realitzar un
glicerolat (1ml de creixement cel-lular més 0.5 ml de glicerol al 60%), per tal de pre-
servar la linia cel-lular amb els dos plasmidis insertats, a -802C per futurs experiments.
Un raspat de cada glicerolat va ser crescut en medi Liguria Bertani (LB), en presencia
dels antibiotics ampicil-lina i tetraciclina, i el 0.2% de maltosa durant tota la nit a 302C.
L'endema, el creixement cel-lular es va centrifugar, i el precipitat es va ressuspendre en
MgS0O, 10 mM a 0.2 DO _, . D’aquesta dissoluci6 varem agafar 20 pl, i per tal d’activar
I'expressié de la proteasa NS3 del VHC (pHCVNS3, . /NS4
100 pl de LB que contenia 12.5 pg/ml de tetraciclina, 20 pg/ml d’ampicil-lina, 0.2%
de maltosa, 10 mM de MgSO, i 0.1 mM d'IPTG durant 1h a 37°C. Passat aquest temps
el cultiu cel-lular va ser infectat per 10° ufc (unitats formadores de plaques de lisi).

), varem incubar-los en

2-181 21-34

Després de 3 hores a 372C, el cultiu infectat es va plaquejar conjuntament amb 200 pl
de cel-lules E. coli XL1Blue cells, ajustades préviament a una densitat optica de 0,2/ml
a 600 nm de longitud d’ona i amb 10 mM de MgSO,, en plaques de petri amb LB agar,
utilitzant el medi top agar (LB més % agarosa) amb tetraciclina a 12 pg/ml, 0.2 % de
maltosa i 0.1mM d’'IPTG, per fixar les cél-lules a la placa. Després d’incubar les plaques a
37°C durant 6 hores, les plaques de lisi resultants van ser comptades per tal d’avaluar
el titol del bacteriofag obtingut. D’aquesta manera el nimero de clapes de lisi produides
era directament proporcional a I'eficiencia catalitica de la proteasa NS3/4A introdui-
da en el sistema. En experiments on les cél-lules E. coli que expressaven les proteases
NS3/4A majoritaries d’aquest estudi, la replicacié del bacteriofag era 1.45 logaritmes
(rang de -0.18 a 1.45) vegades més alta, que en cel-lules que no expressaven cap plasmi-
di pHCVNS3, . /NS4

tic de la proteasa S139A, que provocava la seva inactivacié (Figura 16-2).

o0 que 'expressaven pero amb una mutacié en el centre catali-

2-181 21-34

4.7- Analisi de les Dades de I'Estudi 2

La diferencia de les distancies genétiques, les substitucions sinonimes (dS) i les
no sinonimes (dN), la taxa dS/dN, el % d’heterogeneitat i 'entropia de Shannon, les va-
riables cliniques numeériques (edat, CV VHC, CV VIH-1, nimero de cél-lules CD4+, entre
d’altres) i les eficiencies catalitiques de les proteases dominants entre els pacients amb

RVS i els que no la van obtenir, es van analitzar mitjancant el test estadistic no para-
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meétric de Mann-Whitney. Les diferéncies en variables cliniques de valors no escalars
com el tipus de sexe, al-lels de risc pels polimorfismes rs8099917 i rs 12979860 i elge-
notip del VHC, entre aquests pacients diferenciats per la resposta obtinguda després del
tractament seguit, es va analitzar mitjangant el test de Fisher. Ambdés tests es van dur
a terme mitjancant el programa informatic SPSS versi6 17.0 (SPSSinc.,Chicago, Illinois,
USA)?%. Les diferents regressions lineals d’aquest estudi es van dur a terme a través del
programa GraphPad versi6 4.0 (GraphPad, San Diego,CA, USA)?*.
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RESULTATS
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1- ESTUDI 1: GENOTIPATGE DELS POLIMORFISMES RS 8099917 1
RS12979860

1.1- Caracteristiques de la Poblacio d’Estudi

La Taula 3 resumeix les caracteristiques cliniques de la nostra poblacié de 173
pacients coinfectats amb VHC i el VIH-1. Tots els pacients eren d’origen europeu, amb
una mediana d’edat de 42 anys (Rang Interquartil, RI: 37-46) i el 70% eren de sexe
masculi. La majoria (98%) estava prenent TARGA per contrarestar la infecci6 produida
pel VIH, presentaven carrega viral del VIH indetectable (77%) amb una mediana de 50
(RI: 50-80) i la mediana del numero de cél-lules CD4+ per ul de sang era de 548 (RI:
406-730) cel-lules per ul. E1 78% de la poblacié havia pres una medicaci6 per superar la
infeccié produida pel VHC basada en IFN alfa2a pegilat (pegasys®) més RBVilaresta de
la poblacié, el 22%, havia pres INF pegilat alfa2b (pegintron®) i RBV. E1 38% presentava
una carrega viral de VHC basal < 600 000 UI/ ml i la distribucio6 dels genotips del VHC
erala segiient : 54% VHC-1, 30% VHC-3 i 16% VHC-4. Gran part dels pacients tenien els
nivells dels enzims caracteristics de dany hepatic, GOT (el 84% de la poblacid) i GPT (el
91% de la poblacid), alterats significativament, P < 0.0001, respecte els nivells normals
(GOT: 5-32 mU/ml i GPT: 7-33 mU/ml) amb una mediana de 50 (RI: 36-75) mU/mli 71
(RI: 46-114) mU/ml respectivament. El 67% dels pacients no tenien evidencies d'un
estat de fibrosi avancat. En el moment de comencar el tractament contra el VHC, hi

havia 2 pacients també infectats amb VHB, que van acabar resolent la infeccié.

1.2- Caracteristiques Cliniques de la Poblacié i la seva Relacié amb la
Resposta a la Terapia amb pegIlFNa/RBV

Dels 173 pacients que van entrar en I'estudi, 85 (49%) van aconseguir la resposta
viral sostinguda (RVS), i 87 (51%) no la van aconseguir, i els varem considerar no
responedors (NR) (Taula 3). Nil'edat, ni el sexe, ni la carrega viral del VIH, ni el nimero
de CD4+/ul, ni haver pres farmacs TARGA contra la infeccié per VIH-1, amb o sense
inhibidors de la proteasa del VIH-1, ni el tipus d’'IFN pres (alfa-2a o alfa-2b), ni la dosi
d’INF o la de RBYV, ni el nivell d’enzims hepatics, ni I'estat de fibrosi, ni la preséncia
d’'infeccié6 per VHB van resultar ser variables cliniques influents en la resposta al

tractament contra la infecci6é per VHC (Taula 3).
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Taula 3. Caracteristiques cliniques de tota la cohort de pacients coinfectats amb VHC i VIH-1, i els
subgrups que varem establir, els pacients amb RVS i els que no la van obtenir NR.

Caracteristiques cliniques

Poblaci6 RVS NR P
Pacients [n(%)] 173 (100) 85 (49) 87 (51)
Edat [md (RIQ)] 42 (37-46) 42(38-47) 41 (37-44) 0.054
fementi 52 (30) 28 (33) 24 (27)
S 0 0.507
exe [n (%] masculi 121 (70) 57 (67) 64 (72)
CV VIH Ul/mL [(md (RIQ)] 50 (50-80) 50 (50-80) 50 (50-80) 0.187
VIH indetectables [n (%)] 133 (77) 66 (78) 67 (77) 0.240
CD4* nam. cel./ulL 548 (406-730) 553 (422-740) 546 (393-706) 0.387
TARGA [n (%)] 169 (98) 82 (97) 87 (99) 0,240
IP [n ( %)] 116 (67) 56 (66) 60 (68) 0.870
Ifa-2 134 (78 66 (78 68 (77
TINF [n(%)] (78) (78) 77) 1.000
alfa-2b 39 (23) 19 (22) 20 (24)
180 180 180
D. peg-INF pg/set. [ md (RIQ)] 510%%-180) %%%—180) %%%_1200) 0.382
D.RVB mg/dia [md(RIQ)] (800-1200)  (800-1200)  (800-1200) 278
CV VHC [n(%)] = 600 000 104 (62%) 43 (52%) 61 (71%)
0.017
(UI/ml) <600 000 64 (38%) 39 (47%) 25 (29%)
1 93 (54*) 35 (41) 58 (67%)
Genotip " *
1 (%)] 3 51 (30%) 39 (46) 12 (14%) <0.001
4 28 (16%) 11 (13) 17 (20%)
GOT [mU/mL md (RIQ)] 50 (36-75) 46 (33-76) 51 (40-73) 0.084
GPT [mU/mL md(RIQ)] 71 (46-114) 68 (43-111) 73 (51-115)  0.233
Estat de Fibrosi 0-2 71 (68%) 30 (77%) 41 (62%)
0.135
[n(%)] 3-4 34 (32%) 9 (23%) 25 (38%)
VHB + [n (%)] 2 (1%) 2 (3% 0 (0) 0.496

n = numero de pacients; % =percentatge; md = mediana; RIQ = rang interquartil; CV VIH = carrega viral
del VIH-1; VIH indetectables = CV VIH<50 copies/ml; TARGA = terapia antiretroviral de gran activitat; IP =
presa d’inhibidors de proteasa; T. INF = tipus d’Interferd; D. Peg-INF = dosi d’interfero pugilat; D. RVB = dosi
de Ribavirina; CV VHC = carrega viral VHC ; GOT = transaminasa glutamicooxalacetica; GPT = transaminasa
glutamicopiravica; Estat de fibrosi 0-2 = no fibrosi o moderada ; Estat de fibrosi 3-4 = fibrosi avancada o
greu; * = el % s’ha calculat sobre els valors que desponiem.

En canvi, les variables cliniques del genotip i la carrega viral basal del VHC, si

que es van trobar relacionats amb la resposta al tractament (P < 0.001 i P = 0.017,

respectivament; Taula 3 en negreta). Només el 29% dels pacients no responedors (NR)
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presentaven la carrega viral del VHC basal (CVVHC) <600 000 UI/ml, en canvi 47% dels
pacients que van aconseguir la RVS tenien la CV del VHC < 600 000 Ul /ml. Entre els
pacients que havien aconseguit la RVS, n’hi havien 39 d’infectats amb VHC de genotip
3 (46%), 35 infectats amb el VHC de genotip 1 (41%) i 11 infectats amb el VHC de
genotip 4 (13%), en canvi entre els NR el nimero d’individus que presentaven infecci6
del VHC de genotip 3 baixava fins a 12 pacients sent el 16% d’aquest conjunt, i el
genotip de VHC més prevalent va ser el genotip 1 amb un 67%, seguit pel genotip 4 amb
un 23%. Aquestes diferencies en la distribuci6 dels genotips, van ser estadisticament

significatives amb un valor de P < 0.0001 (Taula 3).

1.3- Prevalenca del SNP rs8099917 en la Poblaci6

Varem genotipar tota la poblacid, 173 pacients, pel polimorfisme rs8099917 i
varem poder observar que la poblaci6 d’estudi estava sota I’equilibri de Hardy-Weinberg
(P=0.15) i la freqiiencia de I'al-lel T era del 80%. La prevalenca dels diferents genotips
en la poblacid total va ser la seglient : TT 66%, TG 28% i GG 6% (Taula 4).

Taula 4. Genotipatge del SNP rs8099917 de la cohort de pacients coinfectats amb el VHC i VIH-1.

rs8099917

N=173 RVS NR P (RVS vs NR)
Al-lel
T n (%) 277 (80) 149 (88) 189 (73) 0.04
G n (%) 69 (20) 21 (12) 48 (27)
Genotip
TT n (%) 114 (66) 68 (80) 46 (52)
TG n (%) 49 (28) 13 (15) 36 (41) <0.001
GG n (%) 10 (6) 4 (5) 6 (7)

n = numero de pacients; % = percentatge; RVS = resposta viral sostinguda; NR = no responedors

Entre els portadors dels diferents genotips TT, TG, GG no hi havia diferéncies en
termes d’edat, sexe, nimero de ceél-lules CD4*/ul de sang, carrega viral de VIH, carrega
viral del VHC basal, estat de fibrosi, nivell d’enzims hepatics o infeccié pel VHB (Taula
5). En canvi, s que varem poder trobar diferencies entre els pacients portadors dels
diferents genotips pel polimorfisme rs8099917 en la distribucié del genotip del VHC
amb el qual es trobaven infectats, i en la resposta al tractament amb peg-IFNa/RBV. Aixi

doncs, el nimero de pacients infectats amb el VHC de genotip 3 era molt més elevat entre
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els pacients de genotip TT (39 pacients), de manera significativa (P = 0.009), que entre
els pacients que presentaven els altres genotips (TG = 9 pacients i GG = 3 pacients; Taula
5). Els pacients infectats amb el VHC de genotip 1 sumats amb els que ho estaven amb el

genotip 4, eren els més nombrosos entre els tres possibles genotips TT, TG i GG.

Taula 5. Caracteristiques cliniques dels pacients coinfectats amb VHC i VH-1 dividits pels diferents
genotip del SNP rs8099917.

C.clinigues TT TG GG P
_ 59 (52) 31 (64) 2 (20)
Genotip  VHC 4 39 (35) 9(19) 3 (30) 0.009
[n(%])]
4 15 (13) 8 (17) 5 (50)
Resposta RVS 68 (60) 13 (27) 4 (40)
[n ("p/o)] NR 46 (40) 36 (73) 6 (60) <0.001
home 74 (66) 40 (82) 7 (70)
Sexem OOl 4ona 40 (35) 9 (18) 3 (30) 0.102
. negatiu 91 (98%) 38 (100%) 10 (100%) 0.592
VHBIn (%) ogitu 229 0(0) 0 (0)
VHCCVUI/ml 2600000 73 (66%) 27 (57%) 4 (40%) 0209
[n (%)] <600000 38 (34%) 20 (43%) 6 (60%) '
Edat [mj (DS)] 41.4 (5.7) 424 (6.1) 42,9 (5.3) 0.516
GOT [mj (DS)] 64.2 (50.1) 64.0 (41.9) 46.67 (19.3)  0.544
GPT [mj (DS)] 94.7 (86.8) 97.9 (73.0) 59.11(247)  0.412
CD4+ cel./ml [mj (DS)] 5867 (271.9) 617.9 (244.6)  655.5 (324.8)  0.630
VIH CV UI/ml [mj (DS)] 5276(22355) 1579 (9505) 1939 (4439)  0.495
Fibroscan 0-2 43 (66%) 22 (69%) 6 (75%) 0569
[n(%)] 3-4 22 (34%) 10 (31%) 2 (25%) '

n= numero de pacients; %= percentatge; mj= mitjana; DS= desviaci6é estandard; RVS= resposta viral
sostinguda; NR= no responedor; VHB = virus de la hepatitis B; CV = carrega viral GOT = transaminasa
glutamicooxalacetica; GPT= transaminasa glutamicopiravica; * = el % s’ha calculat sobre els valors que
disponiem.

1.4- La Resposta a peg-IFNa/RBV i el Genotip de rs8099917

Els pacients que van arribar a una RVS eren majoritariament portadors del
genotip TT (80%), i aquesta proporcidé baixava substancialment (P <0.001), entre els
pacients que no van aconseguir una resposta positiva a la terapia, TT = 52% (Taula 4).
En canvi la proporcié de pacients portadors de genotip TG o GG era superior entre els
no responedors (TG = 41% i GG = 7%) respecte aquells que van obtenir la RVS (TG=
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15% i GG = 5%). En la Figura 17 podem observar graficament com la RVS estava molt
lligada a la preséncia del genotip TT i per tant els index de RVS baixaven de manera
significativa en la poblacid, P <0.001, quan apareixien en joc el genotip TG o GG ( 60%,

27% i 40% respectivament) .

PRVS P <0,001

70 ~

n=114
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50

40

30
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Figura 17. Percentatge de RVS de la poblacié de 173 pacients coinfectats amb VHC-i VIH-1 en relacié
als diferents genotips del polimorfisme rs8099917. Els index de RVS més elevats els presentaven
aquells pacients portadors del genotip TT pel SNP rs 8099917, i baixaven substancialment entre els
pacients portadors del genotip TG o GG pel mateix SNP.

El polimorfisme rs8099917 en la nostra poblacié seguia un model d’heréncia
dominant (TT vs TG-GG) ja que aquest, entre tots els models d’herencia possibles
testats, presentava el valor d’AIC més baix (AIC = 228.6, Taula 6), i segons aquest
model varem analitzar els resultats subseqiients. Aixi doncs, presentar el genotip TG-
GG donaria al pacient una oportunitat relativa (OR) de ser no responedor de 3.65 (IC
95% = 1.75-7.13; P = 0.0004; Taula 6). Si expressem el mateix resultat pero des del
punt de vista contrari, és a dir en possibilitats d’obtenir una RVS (Probabilitat = OR/

OR+1), els pacients portadors del genotip TT pel polimorfisme rs8099917 tindrien una
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probabilitat del 78% d’obtenir una RVS després d’haver seguit el tractament estandard
amb peg-IFNa/RBV.

Taula 6. Analisi del risc del polimorfisme rs8099917 en funci6 del model d’heréncia.

rs8099917

. RVS NR OR

Model Genotip 1 (os) (%) (95%1C) P AlC
TT 68 (80) 46 (52) 1

Codominant TG 13(15) 36(41) 4.09 (1.96-8.55) 4.0x10%* 229.9
GG 4 (5) 6(7) 2.22 (0.59-8.30)

. TT 68 (80) 46 (52) 1

Dominant 1.0x10°%* 228.6
TG-GG  17(20) 42(48) 3.65 (1.86-7.18)
TT-TG 81 (95 82 (93 1

Recessiu (95) (93) 0.55 243.4
GG 4(5) 6 (7) 1.48 (0.40-5.45)
TT-GG 72 (85 52 (59 1

Sobredominant (85) (59) 1.0x10°%* 229.4
TG 13 (15) 36(41) 3.83 (1.85-7.94)

Log-additiu 2.49 (1.42-4.36) 8.0x10°* 232.5

n = numero de pacients; % = percentatge; RVS = resposta viral sostinguda; NR = no responedors; OR=
oportunitat relativa de no resoldre la infeccid; AIC = criteri d'informacié de Akaike.

Si dividiem als pacients segons el genotip del VHC amb el qual estaven infectats,
podiem observar que en els tres grups de pacients possibles (infectats amb VHC-3,
infectats amb VHC-1 o infectats amb VHC-4) sempre eren aquells portadors del genotip
TT els que presentaven I'index de RVS més elevat, respecte aquells que eren portadors
dels genotips TG-GG (Figura 18). Aquesta diferéncia era pero, només significativa en el
grup de pacients infectats pel VHC de genotip 1 (51% vs 15%; P =0.001),ino ho era en
els casos d’aquells pacients infectats amb VHC de genotip 3 i de genotip 4 (TT =77% vs
TG-GG = 75%; P =1,000; TT=53% vs TG-GG = 23 %; P = 0.137; respectivament).

1.5- Prevalenca del SNP rs12979860 en la Poblacio

També varem genotipar tota la poblacié per un altre polimorfisme de la zona del
cromosoma 19 huma que codifica per IL28B, anomenat rs12979860, i varem poder
observar que la cohort es trobava sota I'equilibri de Hardy-Weinberg (P = 0.47) i
que l'al-lel C era el més prevalent en la poblacié d’estudi, amb una freqiiéncia del
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Figura 18. index de la RVS entre els pacients infectats pel VHC de diferents genotips segons el
genotipatge del SNP rs8099917. Quan separavem els pacients segons el genotip del VHC amb el qual
estaven infectats, aquells que eren portadors del genotip TT tenien index de resposta més elevats.

71%, respecte la freqiiéncia de 1‘al-lel T que només era del 29%. La Taula 7 mostra la
distribucié d’aquest polimorfisme en la poblacid total i segons la resposta al tractament
peglFNa/RBV. La freqiiencia al-lelica C també era predominant entre els pacients amb
RVS, de manera significativa en relacié als NR (82% i 59% respectivament; P <0.001).
El genotip més prevalent en la poblacié total va resultar ser el CC (51%), i també ho va
ser entre els pacients amb RVS (69%), de manera significativa (P <0.001) respecte els
NR (CC = 33%). Els portadors dels diferents genotips per aquest polimorfisme eren
comparables en edat, sexe, nivells d’enzims hepatics, carrega viral del VHC en sang, estat
de fibrosi, nimero de cel-lules CD4+/ul de sang, carrega viral del VIH i infecci6 per VHB
(Taula 8). Només podiem diferenciar els pacients portadors dels diferents genotips del
polimorfisme rs12979860 en termes de genotip del VHC en que estaven infectats (P =
0.017) i en capacitat de resposta al tractament amb peg-IFNa/RBV (P <0.001; Taula 8).

Existia un nimero més elevat de pacients infectats amb el VHC de genotip 3 entre els
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Taula 7. Percentatge dels diferents genotips del SNP rs 12979860 de la cohort de pacients
coinfectats amb el VHC i VIH-1.

rs 12979860

N=173 RVS NR P (RVS vs NR)
Al'lel
Cn (%) 244 (71) 140 (82) 105 (59) < 0.001
T n (%) 102 (29) 30 (18) 72 (41) '
Genotip
CCn (%) 88 (51) 59 (69) 29 (33)
CT n (%) 68 (40) 22 (26) 46 (52) <0.001
TT n (%) 17 (10) 4 (5) 13 (15)

n = numero de pacients; % = percentatge; RVS = resposta viral sostinguda; NR = no responedors

Taula 8. Caracteristiques cliniques dels pacients coinfectats amb VHC i VIH-1 segons els
diferents genotips del SNP rs 12979860.

rs 12979860

C.clinigues CC CT TT P
_ 45 (52) 41 (60) 6 (37,5)
ﬁ‘:‘;;till’ VHC 5 33 (38) 14 (21) 4(25) 0.017
0
4 9(10) 13 (19) 6 (37,5)
Resposta RVS 59 (67) 22 (32) 4(23)
<0.001
[n(%)] NR 29 (33) 46 (68) 13 (77)
home 57 (65) 53 (78) 11 (65)
S 0 0.182
exe[n (%) ona 31 (35) 15 (22) 6 (35)
ti 71 (100 55 (96 13 (100
VHB [n (%]) nesait (100) (96) (100) 0.224
positiu 0 (0) 2 (4) 0(0)
VHC CV Ul/ml 2600.000 30 (35) 25 (38) 9 (56)
0.271
[n (%)] <600 000 55 (65) 41 (62) 7 (44)
Edat [mj (DS)] 418 (5.7) 41,7 (5.7) 42.1(7.0) 0.697
GOT [mj (DS)] 66.2 (50.8) 61.4 (44.5) 56.9 (30.8) 0.686
GPT [mj (DS)] 99.91(95.5) 91,3 (67.3) 70.5 (31.7) 0.393
CD4+ cel./ml [mj (DS)] 573.1(2662) 637.8(257.7) 582.8(302.0)  0.960
VIH CV Ul/ml [mj (DS)] 5094.2 3 385.4 1127.6 0316
(20 804.2) (18 625.7) (3436.7) :
_ 0-2 30 (65) 30 (65) 11 (85)
Fib 0 0.017
ibroscan n(%) , , 16 (35) 16 (35) 2 (15)

n = namero de pacients; mj = mitjana; DS = desviaci6 estandard; RVS = resposta viral sostinguda; NR = no
responedor; VHB = virus de la hepatitis B; CV = carrega viral; GOT = transaminasa glutamicooxalacetica;
GPT = transaminasa glutamicopirtvica; * = el % s’ha calculat sobre els valors que disponiem.



RESULTATS .-{?
oy
'-“I

~
portadors de genotip CC (33, 38%) que entre els portadors de genotip CT (14, 21%)
o TT (4, 25%) (Taula 8). Els pacients separats pels diferents polimorfismes possibles
segons el rs 12979860 estaven majoritariament infectats amb VHC de genotip 1 i 4
(Taula 8).

1.6- La Resposta a peg-IFN/RBV i el Genotip rs 12979860

En la Figura 19 podem observar clarament com d’influent va ser en la nostra
poblacié d’estudi, ser portador del genotip CC, alhora d’aconseguir la RVS, ja que el 67%
dels portadors CC van aconseguir una resposta positiva, en canvi entre els pacients

portadors del genotip TG o GG només ho van aconseguir el 32%iel 23 % respectivament.

RVS P <0.001
80
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60 -

50-

401

30

20+

10+

'

4

H RVS (%) rs 8099917 NR (%)

Figura 19. Percentatge de RVS en relaci6 als diferents genotips del polimorfisme rs12979860.

Utilitzant el programa SNPstats, Varem determinar que el polimorfisme

rs 12979860 en la nostra poblacid, seguia un model d’heréncia dominant, ja que
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presentava el valor de AIC menor. Aixi doncs, en els seglients analisis els varem fer
tractant el polimorfisme de la forma CC vs CT-TT. D’aquesta manera el genotip CT-TT
presentaria pel pacient una OR del 4.62 (IC 95% = 2.43-8.76; P = < 0.0001) d’esdevenir
no responedor després de seguir el tractament estandard basat amb peg-IFN/RBV. Dit
d’una altra manera, ser portador del genotip CC pel polimorfisme rs 12979860, donaria
al pacient una probabilitat del 82% d’aconseguir una resposta positiva al tractament
estandard contra el VHC (Taula 9).

Taula 9. Analisi del risc del polimorfisme rs 12979860 en funcié del model d’hereéncia.

rs 12979860

RVS NR OR

Model Genotip (%) (%) (95% CI p AlC
c/C 59(69) 29(33) 1
Codominant C/T 22(26) 46(52) 4.25(2.17-836) <0.0001  221.7
G/T 4 (5) 13 (14) 6.61(1.98-22.08)
_ c/C 59(69) 29(33) 1
5 . 0.0001 220.2
ominan C/T-T/T 26(31) 59(67) 4.62(2.43-8.76) )
_ C/C-C/T 81(95) 75(85) 1
R 0.023 238.6
ecessiu /T 4(5) 13(15)  3.51(1.10-11.24)
_ C/CT/T 63(74) 42(48) 1
Sobred t 3.00x10* 230.9
obredominan /T 22(26) 46(52) 3.14 (1.65-5.95) *
Log-additiu 3.27 (1.93-5.55) <0.0001  221.2

RVS = resposta viral sostinguda; NR = no responedors; OR= oportunitat relativa de risc a no resoldre la
infeccié; AIC = criteri d’'informacié de Akaike.

Si diferenciavem els pacients pels diferents genotips del VHC amb els quals estaven
infectats, aquells que eren portadors del genotip CC presentaven més alt index de RVS
aconseguida, respecte els que tenien un genotip TG-GG per tots els genotips de VHC
possibles (Figura 20). Aquesta diferéncia era significativa entre els pacients infectats
pel VHC de genotip 1 (65% vs 22%; P < 0.0001), i propera a la significacié entre els
pacients infectats pel VHC genotip 4 (67% vs 26%; P = 0.095) i, en canvi, menyspreable
estadisticament pels pacients infectats pel VHC de genotip 3 (79% vs 72%; P = 0.732 ;
Figura 20).
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Figura 20. index de la RVS entre els pacients infectats pel VHC de diferents genotips del VHC segons
el genotipatge del SNP rs 12979860. Quan separavem els pacients segons el genotip del VHC amb el qual
estaven infectats, aquells que eren portadors del genotip CC tenien index de RVS més elevat que aquells que
eren portadors del genotip.

1.7- Analisi de ’'Haplotip rs8099917 + rs12979860

En la Taula 10 podem observar les freqiiéncies dels diferents haplotips formats pels dos
SNPs estudiats presents en la nostra poblaci6, essent'haplotip format pels al-lels TiC, el
més freqiient en la poblaci6 total (0.68) i en el grup de pacients amb RVS respecte els NR
(0.781 0.58 respectivament). L'associaci6 de I'haplotip amb la resposta era significativa
en la nostra cohort, P<0,0001. Presentar I'haplotip G+G (rs8099917+ rs12979860),
generava una OR de no resoldre la infecci6 del 5.13 (IC = 2.45-10.73; P < 0.0001), i ser
portador de I'haplotip T+G (rs8099917 + rs12979860) donava una OR associada a la
no resposta del 2.03 (IC = 1,05-4.02; P = 0.045). Aixi doncs ser portador de I'haplotip
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G+G (rs8099917 + rs12979860) o de I'haplotip T+G (rs8099917 + rs12979860)
representava una probabilitat de no respondre al tractament amb peg-IFN/RBV contra
la infeccié pel VHC del 84% i del 67% respectivament (Taula10).

Taula 10. Estimacié de les freqiiéncies al-leliques de I'haplotip format pels SNPs: rs8099917 i el
rs12979860 i la seva relacié amb la resposta al tractament peg-IFNa/RBV.

Haplotip: rs8099917 + rs12979860

rs8099917 rs12979860 P. Total RVS NR OR (95% IC) p
T C 0.68 0.78 0.58 1 ---
G G 0.17 0.08 0.26 5.13 (2.45-10.73) <0.0001
T G 0.12 0.10 0.15 2.03 (1.02 -4.02) 0.045
G C 0.03 0.04 0.01 0.35(0.06-1.87) 0.22

associaci6 global del haplotip amb la resposta P<0.0001

Ptotal = poblaci6 total; RVS = resposta viral sostinguda; NR = no responedors; OR = oportunitat relativa de
risc a no resoldre la infeccié per VHC; IC = interval de confianga.

1.8- Analisi Univariat

A partir dels anteriors sabiem que hi havia certs factors virals o factors de I'hoste
que podieninfluir enlarespostaal tractamentamb peg-IFNa/RBV, com ara, estar infectat
amb determinat genotip del VHC, presentar una carrega viral basal del VHC elevada o
presentar determinats genotips pels polimorfismes rs8099917 i el rs12979860. Aixi
doncs varem realitzar analisis univariats per tal de calcular la oportunitat relativa
associada a la resposta i esbrinar aixi el grau d’'implicaci6 en la RVS d’aquestes variables
en la nostra poblacié de 173 pacients coinfectats amb VHC i VIH (Figura 21). De les
caracteristiques mencionades anteriorment, estar infectat amb el VHC de genotip 3 va
obtenir la OR major de 5.29 (RC=2.52-11.11; P <0.001), ser portador del genotip CC pel
SNP rs 12979860 va obtenir una OR lligada a resposta de 4.62 (2.43-8.76; P <0.001),
ser portador del genotip TT pel SNP rs8099917 una OR de 3.65 (1.86-7.18; P <0.001)
i tenir la carrega viral del VHC en sang a < 600 000 Ul/ml (2.21; 1.09-4.10; P = 0.032).
D’aquesta manera estar infectat amb el VHC de genotip 3 donaria una probabilitat al
pacient d’obtenir una RVS del 84%, presentar el genotip CC pel SNP rs12979860 li
donaria una probabilitat del 82%, el genotip TT pel SNP rs8099917 del 78% i presentar
la carrega viral del VHC basal < 600 000 UI/ml una probabilitat del 68%.
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Oportunitat relativa (95% IC)

Figura 21. Factors predictius d’obtenir una resposta viral sostinguda després de seguir el tractament
amb peg-IFNa/RBV en pacients coinfectats amb VHC i VIH-1.

1.9- Analisi Multinomial

Varem realitzar un analisi de regressid logistica multinominal, per tal de calcular
les oportunitats relatives d’obtenir una RVS per cada una de les variables associades a
la resposta trobades anteriorment (factors predictius), per tal d’obtenir el seu efecte
sobre la resposta de manera separada, és a dir independentment de I'existéncia d'una
o de I'altre. Totes les variables presentaven menors OR relacionades amb la RVS, quan
s’analitzaven de manera independent, en relaci6 'analisi univariat, menys la variable
de la carrega viral basal del VHC< 600 000 Ul/ml, que va mantenir el resultat de la seva
ORiinclis més elevada (de 2.21 a 2.66). Lorde de les variables segons la influéncia que
tenien en la resposta al tractament estandard donada pel nimero de OR va resultar ser
diferent, ja que presentar el genotip TT pel SNP rs 8099917, va obtenir una OR més
baixa que presentar la CV del VHC basal < de 600 000 Ul/ml, de 1.92 (IC: 1.35 - 5.06)

respecte 2.66 (IC: 1.84 - 9.42) i per tant es va situar per darrera d’aquesta variable en
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influencia i a més va perdre significaci6 estadistica, presentant una P = 0.185. Trobar-se
infectat amb el del VHC de genotip 3 va continuar tenint el maxim valor de OR associat
a RVS de totes les variables estudiades, i amb el valor de P amb més significaci6 (4.16
IC: 1.25-5.67; P = 0.0006). Presentar el genotip CC pel SNP rs 12979860 va obtenir en
aquest analisi una OR de 3.27 (IC: 1.35 - 7.94; P = 0.0087; Taula11).

Taula 11. Factors predictius de resposta en la poblaci6 de coinfectats amb VHC i VIH-1 i el calcul
de les oportunitats relatives d’obtenir la RVS després de seguir el tractament amb peg-IFN/RBV a
partir de I'analisi de regressié multinomial.

Factors Predictius de RVS OR IC P

genotip VHC 3 4.16 1.25-5.67 0.0006
genotip rs 12979860 CC 3.27 0.73-5.06 0.0087
CV VHC < 600 000 UI/ml 2.66 1.84-9.42 0.0110
genotip rs8099917 TT 1.92 1.35-7.94 0.1850

Quan la regressio logistica lineal es va fer només sobre aquells pacients infectats
amb el VHC de genotip 1, varem obtenir els valors de OR (IC 95%, P) pels factors
predictius analitzats segiients: 75 pel genotip rs1212979860 CC (286 - 1969; P <
00001), 6.0 pel genotip rs8099917 genotip TT (2.04 - 17.63; P = 0.001), 2.5 perla CV
VHC < 600 000 Ul/ml (0.944 - 6.64; P = 0.79).

Si estratificavem tots els pacients de la cohort en funcié del nimero de
factors predictius que presentaven (genotip VHC-3, genotip rs12979860 CC, genotip
rs8099917 CCi/o CV basal VHC <600 000 Ul/ml), I'index de RVS augmentava a mesura
que s’acumulaven factors positius de resposta (Figura 22). Entre els pacients que
presentaven menys de 2 factors predictius de resposta tenien un index de RVS d’entre
15%-23%, ien canviaquells que acumulaven el maxim de factors positius, I'index de RVS
es disparava fins al 82% ( P<0.0001) (Figura 22). Si ens fixavem només en els pacients
que es trobaven infectats amb el VHC de genotip 1 6 4, també podiem observar el mateix
comportament entre els factors predictius i I'index de RVS, passant del 15-19% de RVS
entre pacients que presentaven menys de 2 factors predictius de resposta, al 82% de

RVS entre pacients que presentaven 3 factors predictius (P < 0.0001). Aquesta relacié
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entre la suma dels factors predictius i I'index de RVS no es va complir entre els pacients
infectats amb el VHC de genotip 3 (P = 0.625)

RVS (%)
o
2 3 4 P
uP.total 57 77 82 <0.001
“HCV-1iHCV-4 51 82 NC <0.001
WHCV-3 74 82 75 0.625

Suma de factors predictius

Figura 22. Index de RVS segons el niimero de factors predictius acumulats (carrega viral basal del
VHC <600.000 Ul/ml, genotip 3 del VHC, rs12979860 CC i rs8099917). Tant en la poblacié total com
en la comunitat de pacients infectats amb el VHC del tipus 1 0 4, a mesura que els pacients presenten més
numero de factors predictius augmenta també, el coeficient de RVS. Aquest fenomen no s’observa entre els
pacients infectats amb el VHC de genotip 3.
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2- ESTUDI 2: VARIABILITAT GENETICA I EFICIENCIA CATALITICA

2.1- Poblacio d’Estudi

Per aquest treball varem estudiar la mostra basal de 56 pacients, de la cohort
de pacients coinfectats amb el VHC i el VIH-1 abans esmentada, infectats amb el VHC
de genotip 1i que en el moment d’iniciar aquest estudi, sabiem el resultat de la terapia
que havien seguit amb peg-IFN/RBV. Les caracteristiques cliniques (Taula 12) van ser,
per tant, molt semblants a les de la poblacié total comentada en el estudil. La majoria
dels pacients, 98%, es trobaven sota terapia TARGA, per tal de combatre la infeccié pel
VIH, i per tant, molts (80%), tenien la carrega viral d’aquest virus en sang en nivells
indetectables i un ndmero optim de céel-lules CD4+/ul de sang (mediana = 482; RIQ =
380-675). Com ja hem esmentat anteriorment totes les mostres es trobaven infectades
amb el VHC de genotip 1, perd amb diferents subtipus (68% 1ai 18% 1b) i tenien una
mediana de la carrega viral del virus en sang de 1 232 631 Ul/ml (RIQ = 584 849 -
3 717 500). A causa d’aquesta infecci6 hepatica, la majoria (89%) tenien els enzims
caracteristics de dany hepatic, GOT i GPT, en nivells superiors als rangs de normalitat
>321i >33 U/ml, respectivament. L'estat de fibrosi del 31% de la poblaci6 (disposavem
dels analisis de Fibroscan de 35 pacients) era de 3-4, és a dir greu o avan¢ada. Només
un pacient es trobava infectat amb el VHB. Després de rebre el tractament durant un
any amb peg-IFN/RBV, 19 (34%) pacients van obtenir la RVS. Si dividiem els pacients
entre aquells que van respondre a la terapia (RVS) i els que no (NR), podiem observar
diferencies significatives (P = 0.011) a nivell de la carrega viral del VHC en sang, on els
pacients amb RVS, presentaven valors més baixos que no els pacients NR (5.79 vs 6.28,
respectivament; P = 0.011). També podiem copsar diferencies en la distribucié dels
al-lels de risc pel polimorfisme rs8099917 (TG o GG) i pel rs12979860 (CT o TT) P =
0.01i P <0.001 respectivament, ja que dins del grup dels NR hi havia un major nimero
de portadors d’aquests al-lels que en el grup amb RVS (Taula 12). En canvi no varem
trobar diferencies significatives entre aquests dos grups a nivell d’edat, sexe, carrega

viral del VIH-1, namero de cel-lules CD4+/ul, tractament contra el VIH-1.
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Taula 12. Caracteristiques cliniques de la cohort de 56 pacients coinfectats amb VHC i VIH-1, i els
subgrups que varem establir com a pacients amb RVS i els que no la van obtenir NR.

Caracteristiques cliniques

Poblaci6 RVS NR P

Pacients [n(%)] 56 (100) 19 (34) 37 (66)

Edat [md (RIQ)] 40 (37-43) 41(38-44) 40 (36-43) 0.368
femeni 13 (23) 5(26) 8(22)

Sexe [n (%)] 0.745
masculi 43 (74) 14 (74) 29 (78)

Al‘lel de risc (TG o GG)

rs8099917 [n (%)] 15 (27) 2 (11) 13 (36) 0.01

Al-lel de risc (CT o TT)

112979860 [n (%)] 26 (47) 2(11) 24 (67) <0.001

CV VIH UI/mL [md (RIQ] 45 (50-80) 50 (50-80) 50 (50-80) 0.651

VIH indet. [n (%)] 45 (80) 15 (79) 30 (81) 1.000

CD4+ nim. cel./mL 482 (380-675) 476 (442-667) 487 (379-681) 0.742

TARGA [n (%)] 55 (98) 18 (94) 37 (100) 0.339

IP [n ( %)] 36 (64) 12 (63) 24 (64) 1.000
alfa-2a 44 (79) 16 (84) 28 (76)

T. Peg-INF [n (%)] 0.732
alfa-2b 12 (21) 3(16) 9 (24)

D. INF pg/set. [md (RIQ] 180 180 180 0.664

(180-180) (180-180) (180-1200) :

D. RVB mg/dia 1000 1000 1000 0.327

[md (RIQ)] (800-1000) (850-1150) (800-1000) '

Log,, CVVHC Ul/ml [md (RIQ)] 6.1 (5.8-6.8) 5.8 (5.3-6.3) 6.3 (6.0-6.6) 0.011
la 38 (68) 13 (68) 25 (68)

Genotip [n (%)] 1.000
1b 18 (32) 6 (32) 12 (32)

GOT [mU/mL md (RIQ)] 46 (38-63) 42 (37-64) 49 (38-58) 0.451

GPT [mU/mL md (RIQ)] 63 (43-104) 59 (37-103) 64 (45-103) 0.703
0-2 24 (69%) 7 (88%) 17 (63%)

Estat de Fibrosi [n(%)] 0.388
3-4 11 (31%) 1(13%) 10 (37%)

VHB positiu [n (%)] 1(2%) 1(6%) 0 (0) 0.339

n = numero de pacients; % =percentatge; md = mediana; RIQ = rang interquartil; CV VIH = carrega viral
del VIH-1; VIH indetectables = CV VIH<50 copies/ml;VIH indet.= VIH indetectables TARGA = terapia
antiretroviral de gran activitat; IP = presa d’'inhibidors de proteasa; T. INF = tipus d’'Interferé; D. Peg-INF
= dosi d’interferd pugilat; D. RVB = dosi de Ribavirina; CV VHC = carrega viral VHC ; GOT = transaminasa
glutamicooxalacetica; GPT = transaminasa glutamicopirtvica; Estat de fibrosi 0-2 = no fibrosi o moderada;
Estat de fibrosi 3-4 = fibrosi avangada o greu; * = el % s’ha calculat sobre els valors que desponiem.
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2.2- Variabilitat Genetica

2.2.1- Diversitat Geneética de les Quasiespecies de la Proteasa NS3/4A del
VHC

Un total de 1745 clons (una mitjana de 31 clons per pacients) van ser aillats,
seqlienciats i analitzats. A partir de totes les variants de la proteasa NS3 obtingudes,
varem poder construir un arbre filogenétic a nivell de nucleotid, per tal d’analitzar les
relacions evolutives entre elles (Figura 23). Aquelles proteases provinents del mateix
pacient (quasiespécies de NS3) produien un grup monofiletic robust, recolzat per un
alt namero de “bootstrap”. De la mateixa manera els pacients infectats amb diferents
subtipus (1a o 1b) també es separaven en dos grups robusts com indiquen els elevats
numero de bootstrap obtinguts situats en les branques de I'arbre. La mitjana dels clons
aillats per pacient amb RVS no era diferent de la obtinguda a partir dels pacients que no
van aconseguir la RVS (321 31 respectivament P = 0.8849). Varem calcular la diversitat
genetica de la proteases existents en cada pacient, a partir de les distancies genetiques,
seguint el model “p-distance”. Aixi les distancies genetiques de les quasiespécies
existents en cada pacient que van aconseguir la RVS van ser inferiors a les distancies
genetiques de les variants trobades entre els pacients no responedors (0.010810.0127,
respectivament; Taula 13). No obstant, aquesta diferéncia no va ser significativa (P =
0.2579). Tant entre els pacients amb RVS com entre els NR es va trobar un ampli rang
de distancies genétiques entre les seves quasiespecies (de 0.0027 a 0.0247 i de 0.0034
a 0.0243, respectivament), suggerint que diferents forces selectives havien actuat en els
diferents individus. Analitzantles carregues virals dels 56 pacients en contra posicié ala
distancia genetica que presentaven les quasiespécies que infectaven a aquests pacients,
varem poder observar una relacié positiva entre aquestes variables (P = 0.0205; y =
37.14x + 5.64; R* = 0.0955, Figura 24) . No es van trobar diferéncies significatives entre
les distancies genetiques, a nivell d’aminoacid, de les quasiespécies dels pacients que
van aconseguir RVSi els que no la van aconseguir (0.00731i0.0072; P=0.9122; Taula13).
Entre aquells pacients que presentaven els al-lels de risc pel polimorfisme rs129979860
(CT o TT) o pel polimorfisme rs8099917 (TG o GG), respecte els que presentaven I'al-lel
protector CC o TT respectivament, presentaven una menor distancia genética entre les
seves quasiespecies, a nivell d’aminoacid (CT-TT = 00060 vs CC =001188, P = 00084;
TG-GG = 0052 vs TT =0081; P = 0005). Aquesta diferéncia també s’apreciava a nivell
de nucleotid pel SNP rs12979860, pero no va resultar significativa (CT-TT = 0.0136 vs
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TT =0.0150; P = 0.5172) i era menyspreable en el SNP rs8099917 (TG-GG = 0.0120 vs

GG =0.0121; P = 0.939).
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1cm = 0,02 substitucions per nucleotid i per lloc.

Figura 23. Arbre filogenétic més els niimeros de bootstrap (en les branques) construit amb totes
les quasiespeécies de la NS3 proteasa aillades i seqiienciades a partir de 56 pacients coinfectats
amb el VHC i el VIH-1 mitjancant el programa Mega 5.0 i el model “p-distance”. Les NS3 proteases es
reparteixen en dos gran grups separats pels diferents subtipus virals (1a o 1b) al qual formen part. Cada
pacient, simbolitzat per una forma geomeétrica i un color, formen un grup monofilétic molt robust com

indiquen els alts valors de bootstrap (en tant per cent).
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Taula 13. Parametres de diversitat genetica de les quasiespécies de la proteasa NS3 del VHC.

Parametres diversitat genetica

RVS NR P
Distancia
Nucleotids 0.0108 £ 0.0016 0.0127 £ 0.0009 0.258
(0.0027-0.0247) (0.0034-0.0243)
Aminoacids 0.0073 £ 0.0008 0.0072 £ 0.0006 0.912
(0.0020-0.0169) (0.0030-0.0159)
Pressio evolutiva
dsS 0.0320 £ 0.0056 0.0412 £ 0.0032 0.131
(0.0046-0.0906) (0.0076-0.0856)
dN 0.0032 £ 0.0003 0.0031 £ 0.0003 0.915
(0.0009-0.0077) (0.0007-0.0073)
dS/dN 10.37 + 1.66 16.08 + 1.72 0.038
(2.51-26.71) (3.48-23.11)
7.5 7
+ *
1 v . M * * .
6.5 - * . & - <
e .
- . " L * .
2 - . - ™
> 5.5 *
o y=37.14x + 5.6358
S s .« * . R?=0.0955
-1
) *
4.5 ™
al
3.5 *
3 T T T . : Y
0 0.005 0.01 0.015 0.02 0.025 0.03

Distancies genetiques de les quasiespécies

Figura 24. Distancia genética en funcié de la carrega viral del VHC. Existeix una relacid positiva entre
la distancia genética (nucleotid) i la carrega viral del VHC. Els parametres estan expressats en mitjanes *
error estandard de la mitjana (rang minim valor-max valor).
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Quan es van agrupar les distancies genétiques independentment de la resposta a
la terapia obtinguda, segons el subtipus del VHC amb que es trobava infectat el pacient
(1a o 1b), no varem trobar diferencies significatives ni a nivell de nucleotid ni a nivell
d’aminoacid (0.0125vs 0.0111; P = 0.4338, en nucleotids i 0.0068 vs 0,0082; P=0.1571
en aminoacids). L'index de les distancies sinonimes respecte les no sinonimes (dS/
dN), marcador de pressio selectiva, va ser calculat per les 56 mostres, i es va veure
que aquest index, sempre era superior a 1, indicant que existien una deriva genetica
i pressions evolutives sobre la regié codificant que estavem estudiant. Varem trobar
un ampli rang d’aquest index de mutacié, dS/dN, per cada quasiespecie, sent de 2.51
a 26.71, demostrant que diferents forces selectives podien haver actuat sobre les
diferents quasiespécies (Taula 13). Els pacients que van obtenir una RVS presentaven
un index dS/dN inferior que aquells NR (10.37 i 16.08 respectivament; P = 0.0383).
Una altra vegada varem poder veure diferencies entre els pacients portadors dels al-lels
de risc pel polimorfisme rs 129979860 (CT o TT) i els que no, respecte les distancies
sinonimes i no sinonimes. Aixi els primers mencionats, presentaven una menor
proporcié de mutacions no sinonimes pels potencials llocs no sinonims (dN) que els
no portadors dels al-lels de risc (0.0027 vs 0.0036; P = 0.0490). No obstant aquesta
diferencia observada en el valor de dN, no es va observar quan el valor de la proporcié
de mutacions sinonimes pel potencial lloc sinonim (dS) va ser calculat (0.037 vs 0.039;
P =0.7295).

Varem utilitzar el programa FEL, per tal de trobar codons sota pressid selectiva.
Nou codons seleccionats positivament es van detectar en nou mostres diferents (Taula
14). D’aquestes posicions, la V33, T61,V83, P86, Q89 ila A147 estaven tipificades com a
polimorfismes comuns en les variants NS3 de genotip 12*%. Les altres posicions restants,
P88, G120 i F169, havien estat tipificades com a posicions marcadament conservades,
no obstant algunes variants poden ser trobades en bases de dades de seqliéncies
genomiques del VHC . Vuit dels codons identificats V33, T61, V83, P86, P88, 089, G120 i
A147, han estat descrits com a epitops de limfocits citotoxics T (CTL)?*.

Entre les quasiespecies aillades de 35 pacients es van trobar mutacions que
s’havien descrit que proporcionaven resisténcia als inhibidors de proteasa (IPs),
(55%; Taula 15). Aixi doncs, en 35 seqliencies dels 1745 (2%) clons analitzats existien

substitucions de resisténcia.
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Taula 14. Codons amb seleccié positiva en la regio codificant de la proteasa NS3 del VHC.

Pacient Subtipus de VHC P* Codé i posicid
3 la 0.010 P86
5 la 0.043 V83
6 la 0.072 V33
8 1b 0.009 A147
10 1la 0.059 P88
32 la 0.071 Q89
37 la 0.094 F169
44 1b 0.092 T61
100 1b 0.034 G120

*el valor de tall de P va ser 0.1.

Taula 15. Clons de la proteasa del VHC NS3 trobats en diferents pacients que porten substitucions
de resistencia (S. de Resisténcia).

Pacient Clon S.deResisténcia Pacient Clon S.de Resistencia

1 cl7 D168G 47 c23 V170A
c37 D168N 48 c104 V36A
c30 Q41R 50 c22 V55A

3 c54 T54A c19 V36A
c36 Q80R 51 c2 Q41R

prevalent? Q80K c3 Q41R

6 c56 Q41R 91 F43S

7 c68 V55A 54 c10 T54A

11 c15 V55A c86 V55A

28 c7 R155T 57 c15 V36A
c45 R155K 62 c21 D168N

29 c4 A156T 68 c43 D168G

30 prevalent? V55A 69 c29 Q80R

31 c22 Q41R 76 prevalent? Q80K
c10 V55A 77 prevalent? Q80K

36 c23 D168E 90 c50 F43S

37 c76 R155K 140 prevalent? V3eM

38 c28 D168G prevalent? Q80K
c33 D168G 151 c21 V55A

41 c53 A156V 161 cl7 V55A

44 c8 V170A 165 c22 Q80R

46 c38 V36A

prevalent® = més del 50% dels genomes que conformen la quasiespécie porten la substitucié de resisténcia.
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Cinc quasiespecies tenien la substitucid de resistencia Q80K en la majoria dels
seus clons minoritaris (mutacié prevalent), com també passava amb la substitucié de
resisténcia V36M i V55A, pero només en una sola quasiespécie. Les mutacions V36A/M,
T54A, V55A, R155K/T, A156T/V i V1704, les quals han estat vinculades en la inhibicié
dels efectes dels IPs Telaprevir i Boceprevir en pacients, van observar-se en clons
minoritaris dins de les quasiespécies estudiades. L'aparici6 de mutacions descrites a
conferir resistencia a IPs no es va veure alterada per haver pres o no, inhibidors de

proteasa del VIH-1 dins la terapia antiretroviral (P = 0.7859).

2.2.2- Complexitat de les Quasiespecies de la Proteasa NS3 del VHC
La complexitat de les quasiespecies va ser avaluada mitjancant el calcul dels
valors de I'heterogeneitat i 'Entropia de Shannon (ES). Significativament es va trobar
que els pacients NR tenien una heterogeneitat i una ES (a nivell de nucleotid) més
elevada que els que havien respost positivament a la terapia (84.48 i 0.9188 vs 74.17
i0.8278; P =0.0211i P = 0.025, respectivament; Taula 16). A nivell d’'aminoacid els NR
també presentaven valors més elevats per les dues variables perd la diferéncia no era

significativa (Taula 16).

Taula 16. Parametres de complexitat genética de la proteasa NS3 del VHC en els pacients estudiats.

Parametres de complexitat genetica

RVS NR P (RVS vs NR)
Heterogeneitat
Nucleotids 74.17 +5.33 84.48 + 2.04 0.021
(33.3-100) (52.27-100)
Aminoacids 37.88 +2.93 43.00 £ 3.02 0.283
(16.67-61.9) (17.31-80.00)
Entropia de Shannon
Nucleotids 0.8278 £ 0.0416 0.9188 £ 0.0136 0.025
(0.4830-1.000) (0.6942-1.000)
Aminoacids 0.4973 + 0.0439 0.5525 + 0.0339 0.334
(0.1978-0.8062) (0.2484-0.8945)

L'heterogeneitatla vam expressar en % i la Entropia de Shannon en mitjanes * error estandard de la mitjana
(rang minim valor-max valor).
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Com en el cas de les distancies genétiques, comentat anteriorment, varem poder

identificar una relacié positiva entre ’heterogeneitat a nivell de nucleotid i la carrega
viral del VHC (P = 0.0011; y = 0.0173x+4.67; R? = 0.1807; Figura 25) com també entre
I'ES a nivell de nucleotid i la carrega viral del VHC en sang (P = 0.0002; y = 2.628x + 3.74;
R?=0.2278; Figura 26).

7.5 1

Log10 CV HCV
o o
(S I B N, BN

>
wn
.

N
L

y=0.0173x + 4.6724

1 2_
- R*=0.18069

3 T T T T T T T T 1
20 30 40 50 60 70 80 90 100 110

% Heterogeneitat de les quasispeécies en nucleotid

w
wn

Figura 25. L'heterogeneitat de les quasiespécies en funcié de la carrega viral del VHC. Existeix una
relacié positiva entre la heterogeneitat (nucleotid) i la carrega viral del VHC.
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Figura 26. LEntropia de Shannon de les quasiespécies en funcié de la carrega viral del VHC. Existeix
una relaci6 positiva entre I'"Entropia de Shannon (nucleotid) i la carrega viral del VHC.
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Quan les seqiliencies aminoacidiques eren agrupades per subtipus (1a o 1b),
un elevat i significatiu valor de ES es va trobar entre les quasiespécies de subtipus 1b
respecte les trobades entre les quasiespecies de subtipus 1a (0.6141i10.4974 pel subtipus
1b i 1a, respectivament; P = 0.0484). Cap diferencia significativa va ser observada a
nivell de nucleotid (0.9054 i 0.8616 pel subtipus 1ai 1b, respectivament; P = 0.2404).

Entre aquells pacients que presentaven els al-lels de risc pel polimorfisme
rs129979860 (CT-TT) o pel polimorfisme rs8099917 (TG-GG), respecte els que
presentaven l'al-lel protector (CC o TT; respectivament), presentaven un menor valor
d’heterogeneitat (CT-TT=81.61vsCC=81.72i TG-GG=80.53 vs TT =82.10) id’Entropia
de Shannon (CT-TT = 0.889 vs CC = 0.892 i TG-GG = 0.88 vs TT = 0.883 vs TT = 0.894)
entre les seves quasiespécies, com ja haviem apreciat en I'analisi de les distancies
genetiques. Aquestes diferéncies eren molt més apreciables pel SNP rs8099917 que pel

SNP rs12979860, pero mai van mostrar un valor estadistic significatiu.

2.3- Eficiéncia Catalitica

Leficiéncia catalitica va ser calculada per cadascuna de les proteases que es
trobaven en més alta proporcié dintre de l'eixam de seqiliéncies presents en cada
pacient (la quasiespécie majoritaria), mitjancant el sistema de cribatge genétic basat
en el bacteriofag A, davant del dos punts de tall, el cel-lular CARDIF i el viral NS5A/5B.
L'activitat enzimatica resultant de cada quasiespecie dominant va ser relativitzada a
I'activitat catalitica de la proteasa del replic6 1389/NS3-3’ inactivada per la substitucio
S139A en el seu centre catalitic. Les diferents activitats trobades vers els punts de tall
de CARDIF i de NS5A/5B van mostrar un rang de resultats molt ampli, de 2 i 1 ordre
de magnitud respectivament, fent palés que les diferents mutacions en les proteases
dominants trobades en cada pacient (Figura 27a i 27b) devien afectar a l'eficiéncia
catalitica d’aquestes (Figura 28a i 28b). Per demostrar l'especificitat del cribatge
geneétic utilitzat, varem testar una proteasa dominant que havia demostrat tenir una
elevada activitat, la mostra 50c24, juntament amb el compost 25a?°, un inhibidor de
la proteasa NS3/4A del VHC. La presencia de I'inhibidor feia baixar un 85% I’eficiéncia
catalitica de la proteasa dominant del pacient 50 (Figura 27a).

2.3.1- L'Eficiencia Catalitica de la Proteasa NS3/4A i la Resposta ala
Terapia amb peg-IFN/RBV

Si agrupavem les eficiencies catalitiques de les proteases dominants segons la

resposta al tractament que havien obtingut els pacients dels quals provenien, podiem
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observar que aquells pacients que havien obtingut una RVS estaven infectats per VHC
amb proteases NS3/4A dominants més potents i eficients per processar, tant el punt de
tall CARDIF com el punt de tall NS5A/5B, que els pacients no responedors (NR). Aixi,
pel grup dels pacients amb RVS la mitjana de les eficiencies trobades va ser de 0.8970 +

0.0556, pel processament de CARDIF, mentre que pels NR el valor era significativament

7 60 5 80 a
consens la  APITAYAQQTRGLLGCIITSLTGRDKNQVEGEVQIVSTAAQTFLATCINGVCWTVY] T TQMYTNVDQD: PQGA 91
1c25 LT Siiiiiiii i . [T T 91
2c13 G... .. 91
3c25 G.. 91
4c24 G.. o1
5c09 G.. a
6c20 G.. 91
7c09 G.. 91
10c02 G.. 91
11c02 G. 91
28c01 G.. o1
29¢32 G.. o1
30c10 G.. 91
31c09 G.. 91
32c41 G.. 91
34c01 G.. 91
35c10 G. o1
36c09 G. 91
37c08 G. 91
38c15 G. 91
39c04 G. o1
60c14 G. a3
63c12 G. 91
64cl4 G. 91
66c09 G. 91
68c03 G.. 91
69207 G.. o1
76c03 G.. 91
77c51 G.. o1
79c08 G.. 91
83c05 G.. o1
90c14 G. o1
140c01 G.. o1
148c10 G.. o1
151c01 G.. o1
161c01 G.. o1
163c13 G.. o1
165c40 G.. 91
179¢c13 G 91
s 120 a 140 I 160 5 180

la  RSLTPCTCGSSDLYLVTRHADVIP! L 1SY LC IFRAAVCTRGVAKAVDFIPVENLETTMRS 181
1c25 s 181
2c13 181
3c25 181
4c24 181
5c09 181
6c20 181
7c09 181
10c02 181
11c02 181
28c01 181
29c32 181
30c10 181
31c09 181
32c41 181
34c01 181
35c10 181
36c09 181
37c08 181
38c15 181
39c04 181
60c14 181
63c12 181
64cl4 181
66209 181
68c03 181
69c07 181
76c03 181
77¢51 181
79c08 181
83c05 181
90c14 181
140c01 181
148c10 181
151c01 181
161c01 181
163c13 181
165c40 181
179c13 181

Figura 27a. Alineament de les quasiespecies dominants de l1a NS3/4A de subtipus 1a en aminoacids.
Totes les seqiiéncies es van alinear en relacié a una seqiiéncia consens obtinguda a partir d’'una base de
dades de referéncia que incloia 307 seqiiéncies diferents de subtipus 1a (situada a dalt de tot). Els punts
indiquen identic residu mentre que el destacament de I’ aminoacid senyala el canvi respecte a la seqiiéncia
consens. En vermell varem destacar el centre catalitic de la proteina: H57, D81 i S139 i en verd el lloc
d’enllag amb el Zn?**: C97, C99, C145 i H149.
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Figura 27b. Alineament de les quasiespecies dominants de la NS3/4A de subtipus 1b en aminoacids.
Totes les seqiiéncies es van alinear en relacié a una seqiiéncia consens obtinguda a partir d’'una base de
dades referencia que incloia 328 seqiiencies diferents de subtipus 1b, situada a dalt de tot I'alineament.
Els punts indiquen idéntic residu mentre que el destacament del aminoacid senyala el canvi respecte la
primera seqiiéncia. En vermell varem destacar el centre catalitic de la proteina: H57, D811 S139 i en verd
el lloc d’enllag amb el Zn?*: C97, C99, C145 i H149, els quals es troben conservats en totes les seqiiéncies.
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Figura 28a. Eficiencies Catalitiques de les 56 proteases NS3/4A dominants davant del punt de tall
CARDIF. Les eficiéncies que pertanyien a pacients que van resoldre la infecci6 (RVS) corresponen a les
barres del grafic de color negre, mentre que les corresponents als NR els varem simbolitzar en taronja. La
barra en vermell correspon a la mostra 50c24 més I'inhibidor de proteasa 25a. Lexperiment es va realitzar
per triplicat i les barres en forma de “T” simbolitzen la desviacié estandard resultant.
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Figura 28b. Eficiéncies Catalitiques de les 56 proteases NS3/4A dominants davant del punt de tall
5A/5B. Les eficiéncies que pertanyien a pacients que van resoldre la infeccié (RVS) corresponen a les barres
del grafic de color negre, mentre que les corresponents als NR els vam simbolitzar en taronja. L'experiment
es va realitzar per triplicat i les barres en forma de “T” simbolitzen la desviaci6 estandard resultant.

menor, 0.7269 = 0.0530, P = 0.049. Com hem comentat anteriorment el mateix
passava en el cas del processament del punt de tall NS5A/5B, on els pacients amb RVS
presentaven una mitjana de I'eficiéncia catalitica de 1.9888 + 0.3122, valor superior de
manera significativa (P = 0.016) al grup de pacients NR que va ser de 1.7915 = 0.0431.
S’ha de destacar que dins del grup de pacients NR hi trobavem proteases dominants
que no presentaven activitat catalitica (mostres 90c14 i 165c40, Figura 28a) o tenien
una activitat catalitica molt reduida (mostres 51, 56 i 63, Figura 28a) davant el punt de
tall CARDIF. Aquest fenomen no el varem observar per les mateixes proteases assajades
davant del punt de tall NS5A/5B, on totes van mostrar eficiencies catalitiques notables
i més elevades que les presentades pel punt de tall CARDIF, com podem observar,
comparant les Figures 28ai 28b o comparant les mitjanes de les eficiéncies catalitiques
obtingudes entre els diferents punts de tall assajats (1.8584 vs 0.7843; respectivament;
P =0.0001).

Les activitats de les proteases majoritaries les varem dividir en 4 categories
segons les seves activitats relatives al valor minim i maxim obtingut. Aixi utilitzant
I'equacié segiient: ECrel= (ECobt - ECmin)/ECmax - ECmin) x 100 (on ECrel seria
I'Eficiencia Catalitica relativa, ECobt seria I'eficiéncia catalitica obtinguda, ECmin seria

I'eficiencia catalitica minima obtinguda entre les proteases dominants pel punt de tall
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Figura 29. Eficiencies catalitiques relatives de les proteases dominants en processar tant el punt
de tall CARDIF com NS5A/5B, en funci6 de la resposta positiva al tractament amb peg-IFN/RBV. Les
activitats de les proteases dominants obtingudes de processar el punt de tall CARDIF es van representar
amb barres blanques i les activitats de les proteases obtingudes al processar el punt de tall NS5A/5B amb
barres amb taques negres. El nimero de les categories establertes segons la eficiencia catalitica relativa es
van representar en vermell. La majoria de proteases de categoria 4 (75-100 % d’activitat relativa) derivaven
de pacients que van aconseguir una RVS.

assajat i la ECmax seria 'eficiéncia catalitica de les proteases dominants obtinguda de
maxim valor pel punt de tall assajat) podiem establir la categoria ndmero 1, on hi varem
incloure totes aquelles proteases dominants que presentaven activitats relatives del 0
al 25 %, la categoria 2 on hi dipositavem aquelles proteases amb activitat relativa del
25 al 50 %, la categoria 3 aquelles proteases amb activitat relativa del 50 al 75 % i
finalment la categoria 4 on hi eren aquelles proteases amb les activitats més altes, del
75 al 100 % (Figura 29). Les proteases dominants amb activitat relativa de categoria 4,
tant pel processament de CARDIF com pel processament del punt NS5A/5B, derivaven
en gran part de pacients amb RVS. Pel processament del punt de tall NS5A /5B hi teniem
gairebé el mateix niumero de proteases per cada categoria d’activitat relativa (valor de n
en la Figura 29), en canvi en el cas del punt de tall CARDIF, el niimero de proteases per
categoria era més desequilibrat demostrant, com ja haviem observat en les Figures 27a
i 27b, que les activitats obtingudes pel punt de tall CARDIF formaven un rang de valors
molt més ampli, que el que formaven les activitats relatives obtingudes pel punt
de tall NS5A/5B. Analitzant les 5 seqiiencies proteiques que formaven la categoria

4 pel processament del punt de tall CARDIF, no varem trobar una mutacié o patré
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de mutacions que fos compartida per totes elles i que les fes diferents a les altres
seqliencies proteiques amb menor eficiéncia catalitica. Tanmateix, la proteasa amb
maxim valor d’eficiéncia catalitica, la proteasa 49c31, provinent d'un pacient que va
obtenir la RVS, presentava 3 mutacions (respecte la seqiiencia consens 1a) la Y56F la
Q86P i la V170I que la feien diferent a la resta. La mutaciéo Y56F la compartien pero,
també altres proteases majoritaries, les quals formaven part de diferents categories
d’eficiéncia catalitica, perd mai en solitari sempre en companyia d’altres mutacions. La
mutacié Q86P, també la presentaven dues proteases, la41c311i62c13, de categories 3 i
2 respectivament, pero tampoc la presentaven en solitari. La dltima mutacid, la V1701,
era compartida per altres proteases, la 46¢c05, 1a 50c24,1a 54c18i la 56c06, de les quals
les dos primeres eren de categoria 3 i les dos ultimes eren de categoria 1, pero tampoc
la mostraven en solitari. S’ha de destacar la proteasa 46c05 (categoria 3), la qual era
identica en aminoacids a la 49c31 excepte per la mutaci6 Q86P (Figura 27a i 27b).
Aixi varem calcular la quantitat de mutacions que presentava cada proteasa dominant
respecte a la proteasa 49¢31, de maxima eficiencia catalitica, i la varem relacionar
amb l'eficiencia catalitica que cadascuna mostrava pel punt de tall CARDIF. Com que la
proteasa 49¢31 formava part de les proteases del subtipus 1b, pel cas de les proteases
del subtipus 1a, no varem tenir en compte totes aquelles mutacions que canviaven a
causa del subtipus. Com veiem en la Figura 30 com més diferent era la seqiiencia de les
proteines dominants respecte a la proteasa 49c¢31, menor era I'eficiéncia catalitica que
presentaven, tot i amb aixo0 la tendéncia no es va mostrar significativa (P = 0.251).

Cal destacar que dintre de les proteases de categoria 1 pel processament de
CARDIF, n’hi havia 4 amb eficiéncia catalitica molt reduida, més a prop del 0 que del
25%ierenla90c14,1a 165c401a 63c12i56c06 (per ordre de menor eficiéncia a major
eficiencia), totes elles obtingudes a partir de plasma de pacients que no van obtenir RVS.
Analitzant les seves seqliéncies varem poder observar que la proteasa 90c14 presentava
una mutacié que no era compartida per cap altre proteasa dominat, la R117C, i que
aquesta mutacié tampoc era compartida per la totalitat de la quasiespecie derivada
del pacient 90. Per la mostra 165c40 també existia una mutacié que la feia diferent
entre les proteases majoritaries, la R92C, pero aquesta, si que era compartida per tota la
quasiespeécie d’on s’havia obtingut la proteasa 165c40. El mateix succeia per la proteasa
dominant 63c12, la qual posseia una mutaci6 que la feia Unica entre les proteases
dominats, la 1170V, i aquesta també era compartida per totes les quasiespécies d’on
formava part. Pel cas de la proteasa 56c06 varem trobar tres mutacions que cap altre
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proteasa majoritaria compartia la S122T, la 1153V i la S174C, totes tres també eren
presents en la quasiespécie derivada del pacient 56. Cal destacar també que la proteasa
56¢06 era la proteasa que acumulava més canvis d’aminoacid respecte la proteasa amb

més eficiencia catalitica per processar CARDIF, la 49¢31.
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Figura 30. Numero de mutacions respecte la proteasa 49c31, d’eficiéncia catalitica maxima, en
funcié de I'eficiencia catalitica obtinguda en processar el punt de tall CARDIF. Existeix una relacid
negativa entre el niimero de mutacions respecte la proteasa amb maxima eficiencia i I'eficiéncia catalitica
alhora de processar el punt de tall CARDIF.

Entre les proteases de categoria 4 pel processament del punt de tall NS5A/5B,
tampoc varem trobar una mutacié o patr6 de mutacions en les seves seqiiencies
aminoacidiques que les fes diferents a les proteases amb eficiencia catalitica menor.
Tampoc varem trobar cap mutacié en la proteasa amb maxima eficiéncia catalitica per
processar NS5A/5B, la 100c21 provinent d’'un pacient amb RVS, que la distingis de les
altres proteases dominats (Figura 27ai27b). Tanmateix, la proteasa 100c 21 presentava
3 mutacions respecte la proteasa consens, 1a G60A, la G120S i la V170I, que la feien
diferent a la resta. Aquestes mutacions també eren presents en altres proteases, pero
mai en solitari. Si contraposavem el nimero de mutacions diferents a aquesta proteasa
de maxima eficiencia que acumulaven les altres proteases dominants amb les seves
eficiencies catalitiques obtingudes per processar NS5A/5B, podiem comprovar que,
contrariament del que passava al processar CARDIF, com més mutacions s’acumulaven

millor era l'eficiencia catalitica de la proteasa per processar NS5A/5B (P = 0.04; Figura
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31). Entre totes les proteases de categoria 1 alhora de processar NS5A/5B, tampoc
existia una mutaci6 o un patré de mutacions que les fes diferents a la resta. La proteasa
amb menor eficiencia va resultar ser la proteasa 46¢c05, provinent d'un pacient NR, la
qual no presentava cap mutaci6 unica que no compartis cap altre proteasa majoritaria.
Cal destacar que les proteases abans esmentades com a proteases amb eficiéncia quasi
insignificant per CARDIF la 90c14, la 165c40, la 63c12 i la 56c06, alhora de processar
NS5A/5B totes, tret de la 90c14 que formava part també de la categoria 1, formaven

part de la categoria 3.
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Figura 31. Numero de mutacions respecte la proteasa 100c21, d’eficiéncia catalitica maxima, en
funcioé del logaritme de I'eficiéncia catalitica obtinguda en processar el punt de tall NS5A/5B. Existia
una relacié positiva entre el nimero de mutacions que acumulaven les proteases respecte la proteasa
amb maxima eficiéncia catalitica per processar NS5A/5B, 100c21, i l'eficiéncia catalitica d’aquestes per
processar el mateix punt.

3- Nous FACTORS PREDICTIUS DE RESPOSTA AL TRACTAMENT
AMB PEG-IFN/RBV: VARIABILITAT GENETICA I EFICIENCIA
CATALITICA

3.1- Analisi Univariat

A partir de les variables que van demostrar estar influint, estadisticament, a la resposta al
tractament amb peg-IFNoa/RBV, com la carrega viral del VHC, els al-lels de risc pels polimorfismes
rs8099917 i rs12979860, I'index dS/dN, el % d’heterogeneitat en nucleotid, I'entropia de
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Shannon en nucleotid i I'eficiéncia catalitica tant per processar CARDIF com NS5A/5B, varem
realitzar analisis univariats (calcul de la oportunitat relativa OR; 95% d’interval de confianca;
valor de P) per tal d’esbrinar el grau d’'implicaci6 d’aquestes en la RVS, dins la poblacié d’estudi de
56 pacients coinfectats amb VHC i VIH-1. De les caracteristiques cliniques mencionades (Figura
32), ser portador del genotip CC pel polimorfisme rs12979860 va resultar ser la variable amb
una OR major, de 17.00 (3.36-85.97; P <0.001) respecte les altres, les quals van presentar una
OR molt semblant, de 6.25 a 3.6. Aixi, presentar una entropia de Shannon (ES), calculada sobre
les quasiespecies en nucleotids, (ES NC) menor de 0.75 va estar relacionada amb la RVS amb una
OR de 6.25 (IC =1.08-36.08; P = 0.04). Presentar un valor d’eficiéncia catalitica (en logaritme en
base 10) de la proteasa dominant de la quasiespécie que infecta al pacient per processar CARDIF,
major de 0.75 o per processar NS5A/5B, major de 1.9, resultava en una OR relacionada amb la
RVS de 5.05 i 3.57 respectivament (ICCARDIF = 1.25-20.41; P = 0.02; ICNS5A/5B =1.12-11.36;

Factors predictius de RVS
17.00 rs 12979860 genotip CC

ESNC<0.75

Log,,EC CARDIF > 0.75

Heterogeneitat NC < 70%

rs 8099917 genotip TT

CVVHC <600 000 UI/ml

dS/dN < 6

Log,,EC NS5A/5B > 1.9

4 6 16 26 36 46 56 66 76 86
Oportunitat relativa (95% IC)

Figura 32. Nous factors predictius dobtenir una resposta viral sostinguda després de seguir el
tractament amb peg-IFNa/RVB en 56 pacients coinfectats amb VHC i VIH-1. El valor d’oportunitat
relativa relacionada amb la RVS més elevat, per tots els factors predictius explorats va ser per la variable
de ser portador del genotip TT pel polimorfisme rs12979860. ES NC = entropia de Shannon en nucleotid;
Log,, EC CARDIF = logaritme en base 10 de la eficieéncia catalitica per processar CARDIF, Heterogeneitat NC
= heterogeneitat en nucleotid; CV VHC = carrega viral del virus de la hepatitis C; index dS/dN = distancies
sinonimes respecte les distancies no sinonimes ; Log, , EC NS5A/5B = logaritme en base 10 de la eficiéncia
catalitica per processar NS5A/5B.
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P = 0.04). Presentar una heterogeneitat menor del 70% en les quasiespécies en nucleotid que
formen la infecci6 del pacient, va resultar en una OR lligada a la RVS de 4.81 (IC = 1.19-19.41; P
=0.03), un valor de OR molt semblant al que es va obtenir pel cas de ser portador del genotip TT
pel polimorfisme rs 8099917, que va ser de 4.80 (IC= 0.96-24.16; P = 0.01). I per ultim, presentar
una carrega viral del VHC basal en sang menor a 600 000 Ul/ml i un index dS/dN menor de 6,
van obtenir uns valor de OR relacionats amb la RVS de 4.66 i 4.65 respectivament (IC CVVHC =
1.26-17.26; P = 0.02; ICdS/dN =1,32-16,31; P = 0.02).

3.2- Analisi Multinomial

Quan varem fer I'analisi multinomial per veure quins dels factors predictius
descrits anteriorment afectaven a la RVS de manera independent, varem trobar que en
la poblacié d’estudi, de 56 coinfectats amb el VIH-1 i el VHC de genotip 1, presentar el
genotip CC pel SNP rs12979860, afectava amb una OR tant elevada respecte als altres
factors predictius (ES NC > 0.75, heterogeneitat < 70%, rs8099917 genotip TT, CV VHC
< 600 000 Ul/ml, dS/dN < 6,1log10 EC NS5A/5B > 1.9 i log 10 EC CARDIF > 0.75) que
les feia insignificants davant d’aquesta (Taula 17). Aixi els factors predictius de resposta
trobats anteriorment estaven subjectes a la presencia o no del genotip CC pel SNP
rs12979860.

Taula 17. Factors predictius de resposta en la poblacié de coinfectats amb VHC i VIH-1 i el calcul
de les oportunitats relatives d’obtenir la RVS després de seguir el tractament amb peg-IFN/RBV a
partir de I'analisi de regressié multinomial.

Factor predictiu de RVS OR IC P
genotip rs 12979860 CC 8.89x10° 6.15x108 - 1.28x 101! 2.05x10-63
logi0 ECN5A/5B >1.9 0.05 0.005 - 0.564 0.0151
dS/dN <6 12.83 1.015-162.263 0.0487
log10 EC CARDIF > 0.75 0.14 0.017-1.183 0.0711
Heterogeneitat NC < 70% 9.25 2.09x10*-40 9674.003 0.6836
CV VHC < 600.000 Ul/ml 2.66 0.157 - 27.015 0.5832
genotip rs 8099917 TT 2.05E-09 2.046x10° - 2.046x10-° 1
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Actualment la infecci6 per VHC pot ser tractada amb la combinacié peg-IFNa/RBY,

pero només un 50-60% dels pacients aconsegueixen una RVS, és a dir mantenir el virus
indetectable en sang 6 mesos després d’haver deixat el tractament?!. En persones
coinfectades amb el VIH-1 i el VHC, la progressié a dany hepatic greu és més rapida,
la terapia amb peg-IFN/RBV és menys efectiva i els efectes secundaris provocats per
aquesta, sén molt severs. Es per tant vital i necessari trobar bons marcadors de resposta
positiva, per tal d’evitar mals majors a pacients que molt probablement no respondran a
la terapia actual, i poden ser bons candidats per les futures, més ben dit, les ja presents
terapies STAT-C.

En la nostra cohort de pacients coinfectats amb el VIH-1 i el VHC varem poder
reafirmar que factors com: estar infectat pel VHC de genotip 3, presentar la carrega viral
basal <600 000 Ul/mliun determinat patr6é genomic pels SNPsrs12979860irs8099917
situats prop del gen de IL28B es trobaven estretament implicats en la RVS després de
rebre terapia amb peg-IFNa/RBV contra el VHC, i també varem poder identificar nous
marcadors virals predictius de resposta associats a la complexitat de la quasiespécie
a nivell de la proteasa NS3 i en la seva capacitat catalitica. Aixi els resultats d’aquesta
tesi confirmaven els estudis anteriors basats en factors virals, com el genotip i la CV
basal del VHC com a marcadors predictius de resposta, com també els estudis recents
fets per la Dra. Ralldn i el Dr Pineda i els respectius col-laboradors?**??>, ja que varem
poder observar que presentar I'al-lel de risc T pel SNP rs12979860, localitzat a prop del
gen de la IL28B, en pacients coinfectats amb el VIH-1 i el VHC, conferia al pacient una
molt baixa probabilitat d’obtenir una RVS a la terapia amb peg-IFN/RBV. A més, pero
varem afegir que I'al-lel de risc G pel SNP rs8099917, localitzat també en la regi6 de la
IL28B, també estava associat a una resposta negativa a la terapia basada en I[FN-a, com
ja s’havia vist en els estudis de Tanaka i Suppiah perd en pacients monoinfectats. Varem
poder observar que entre els dos SNPs estudiats, tant fent un analisi univariat com fent
un analisi multinominal, el genotip protector CC pel SNP rs12979860 (OR 4.62 i

univariat

OR = 3.27), sempre presentava oportunitats relatives associades a la RVS més

multinominal

altes que el genotip protector TT pel SNPrs8099917 (OR . =3.65i0R_ . =1.92).
L'haplotip que formaven els al-lels de risc pels dos SNPs TG (rs12979860 + rs8099917)
va presentar una oportunitat relativa associada a la no resposta a la terapia (OR = 5.13)
més alta que les oportunitats relatives associades a la no resposta dels al-lels de risc de
cadascun dels SNPs per separats (CT-TT OR = 4.62; TG-GG OR = 3.65). Aix0 donava la

idea que el SNP rs12979860 era més bon marcador de resposta a la terapia amb peg-
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IFN/RBV que el SNP rs8099917, pero que aquest sol era pitjor marcador que valorar

ambddés SNPs junts en forma d’haplotip. Tot i amb aix0, recentment s’ha publicat que
en pacients monoinfectats amb VHC del Jap6, el SNP rs8099917 és més efica¢ alhora
de predir la resposta a la terapia basada amb IFN, que el SNP rs 12979860%?, suggerint
I'existéncia de diferencies racials en la freqliéncia d’aquests dos SNPs.

Els dos SNPs, el rs12979860 i el rs8099917 es localitzen aproximadament a
8kb i 3kb respectivament del gen de la IL28B i varem observar que es trobaven en
desequilibri de lligament, com ja havia postulat I'equip del Dr. Rauch i col-laboradors??..
Aix0 va fa pensar que aquests polimorfismes podien estar influint en I'expressi6 del gen
de IL28B, i per tant la resposta antiviral. En '’estudi del Dr. Ge i col-laboradors?!® també
es va trobar que el SNP rs 12979860 es trobava en desequilibri de lligament amb un
altre polimorfisme, el SNP rs 8183142, un polimorfisme que dona un canvi no sinonim
al gen de IL28B en la posicié 213 en nucleotid (en aminoacids K70R). Per tant, I'efecte
funcional que veiem en aquests SNPs podria ser I'efecte net produit per molts SNPs
diferents que afecten a 'expressié del gen de la IL28B de diverses maneres. Resultats
recents en el nostre laboratori confirmen que en la nostra cohort els SNPs rs 12979860
irs 8183142 es troben associats en més d’'un 99% dels pacients (Castellarnau, Aparicio
et al. 2011, manuscrit en preparacid).

Els genotips pels SNP rs8099917 i rs 12979860 perdien la seva associaci6
amb la resposta a la terapia entre aquells pacients infectats amb el VHC de genotip 3,
i en canvi es feien molt potents entre els pacients infectats amb el VHC de genotip 1,
més inclis que presentar una carrega viral basal < 600 000 Ul/ml. Entre els pacients
infectats amb VHC de genotip 4 I'associaci6é dels SNPs a la resposta no era prou forta
per ser estadisticament considerada, pero creiem que era un fet més atribuible al baix
numero de pacients infectats amb aquest genotip de la nostra cohort, que no pas a la
no associacié dels SNPs a la resposta a la terapia en aquest genotip. Aquests resultats
estan en concordancga amb els treballs publicats per la Dra. Rallén i Dr. Pineda i el seus
respectius col-laboradors??>%53, els quals, van identificar una associacié important del
SNP rs 12979860 amb la resposta a peg-IFN/RBYV, en pacients coinfectats amb VIH-1 i
VHC de genotip 1, i no pas per aquells pacients coinfectats amb VIH-1 el VHC de genotip
3 0 4. En canvi el Dr. Rauch i col-laboradors ?*! va publicar que I'al-lel de risc pel SNP
rs8099917 estava associatalarespostaalaterapiaamb peg-IFN/RBV independentment
del genotip amb que es trobava el pacient. No obstant pero, I'equip del Dr. Rauch i

col-laboradors van veure que la predicci6 de resposta negativa a causa de ser portador
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de I'al-lel de risc G del SNP rs8099917 era molt més potent (oportunitats relatives més

altes) entre els pacients infectats amb VHC de genotip 1 o 4 que pels infectats amb
genotip del VHC de genotip 2 o 3. L'estudi del Dr. Rauch i col-laboradors partia d'una
cohort de monoinfectats i d'un niimero de pacients molt superior a la nostraialadela
Dra. Rall6on i el Dr. Pineda i el seus respectius col-laboradors, amb molts més pacients
infectats amb VHC de genotip 4 i inclis amb preséncia de pacients infectats amb VHC de
genotip 2. Aixi doncs, en pacients coinfectats, els al-lels de risc dels SNPs rs8099917 irs
12979860 tindrien influencia en la RVS després de seguir la terapia estandard, sobretot
en aquells pacients, que es troben infectats amb genotips del VHC amb indexs escassos
de resposta.

El Dr. Ge?*® i la Dra. McCathy i el seus respectius col-laboradors?* van trobar
que l'al-lel protector (C) pel SNP rs12979860 estava associat a carregues virals VHC
basals altes, aquest fenomen sembla que vagi en contra d'un dels factors predictius de
resposta més postulats, una carrega viral VHC basal baixa prediu una resposta positiva
a la terapia, pero no obstant, aquest fet podria estar en solfa amb la idea de que els
polimorfismes en el gen de la IL28B regulen I'expressié dels ISGs, i aquest efecte pot
tenir consequiéncies en la carrega viral del VHC i en la resposta al tractament. En el
nostre treball els portadors de I'al-lel protector C pel SNP rs 12979860 dels pacients en
la nostra cohort presentaven les carregues virals basals més baixes que els portadors de
l'al-lel de risc, i en canvi pel cas del SNP rs 8099917, els portadors del al-lel protector T
presentaven les carregues virals més altes que els portadors del al-lel de risc. No obstant
les diferencies de les carregues virals basals del VHC entre els portadors dels diferents
al-lels pels SNPs estudiats, no van ser mai estadisticament significatives, segurament a
causa dels pocs pacients en la cohort respecte la cohort utilitzada pel Dr. Ge?*® i la Dra.
McCarthy i el seus respectius col-laboradors?*, i la impossibilitat de precisar la carrega
viral basal del VHC, tret de si va ser menor o major a 600 000 UI/ml, i per tant no podem
afirmar un lligam entre els SNPs estudiats i la carrega viral del VHC basal.

La relacié entre la variacié genética a prop del gen de la IL28B i la depuracio
del VHC pel sistema immunitari sense la necessitat de tractament, també ha estat
ampliament estudiada??*?%, Concretament s’ha trobat que ser portador de l'al-lel de
risc G pel SNP rs8099917 incrementa el risc de la persistencia de la infeccié del VHC,
tant en pacients monoinfectats com en coinfectats amb VIH-1 i VHC. En la nostra cohort
varem trobar una significativa menor proporci6 de pacients portadors de 'al-lel G entre

els pacients infectats amb VHC de genotip 3 (23%) respecte els pacients infectats amb
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els genotips 11 4 (36% i 46%, respectivament). La prevalenca de I'al-lel de risc G en
el SNP rs8099917 dintre del grup de pacients infectats amb el VHC de genotip 3 de la

nostra poblacid es trobava en consonancia amb la prevalenga d’aquest al-lel en el SNP
rs8099917 trobats en la cohort caucasica Suissa (17%)?*° i dintre de la cohort caucasica
del projecte del mapa d’haplotips huma (“human haplotype map project”; 17-19%)%®.
Aquestes freqiiencies trobades en la poblaci6é general suggereixen que l'al:lel G en la
poblacié de pacients infectats amb el VHC de genotip 3, no afectaria a la cronicitat del
virus d’aquest genotip, i en canvi si afectaria entre els pacients infectats amb el VHC
de genotips 11 4, ja que esta en una proporcié desmesurada. Aixi presentar el genotip
protector TT entre els pacients infectats amb el VHC de genotip 1 o 4 podria conferir
protecci6 contra la cronicitat del virus.

Resultats aportats pel Dr. Tanaka i col-laboradors??® van apuntar que els distints
genotips pel polimorfisme rs8099917 podrien aportar diferencies en l'expressié del gen
de la IL28B, ja que va poder observar una major quantitat dARN missatger provinent
d’aquest gen, entre pacients amb l'al:lel protector (TT) per aquest SNP que no pas
entre els portadors dels al-lels de risc (TG i GG). En un article publicat pel Dr. Honda
i col-laboradors®’ on s’examinaven els nivells d’expressié dels gens estimulats per
interferé (ISGs) per relacionar-los amb la resposta a la terapia estandard de pacients
infectats amb VHC, es va trobar que els pacients no responedors presentaven més
alts nivells d’expressio d’ISGs en el fetge, abans de ser tractats i després, respecte els
que van assolir la RVS. Aquesta induccié de I'expressio dels ISGs per se abans de rebre
terapia ja s’havia vist en altres estudis, i sempre associada a una manca de resposta a
la terapia amb IFN-a2°%%%%, Aixi doncs s’ha suggerit un possible model per explicar el
rol dels diferents genotips trobats en el gen de la IL28B en la infeccié persistent amb
VHC. Aixi doncs, en una infeccié cronica del VHC, el sistema immunologic promociona
I'expressié de la molécula d’'interferé endogena alfa en baixes quantitats, i els pacients
portadors del genotip protector pel gen de la IL28B mantindran els nivells de ISGs
baixos, perd quan aquests es tractin amb IFN-a exogena, podran millorar i augmentar
la induccié d’aquests ISGs, la qual cosa podra fer que puguin aconseguir la resposta
viral sostinguda. En canvi, quan la infecci6 cronica succeeix en un pacient amb genotip
no responedor pel gen de la IL28B, aquest presentara els nivells d’expressi6 dels ISGs
elevats, pero aquest fet no li suposara una avantatge siné un impediment, ja que a causa
d’aixo la via de I'IFN restara bloquejada. Quan rebi el medicament basat en IFN-q, el

pacient portador del genotip de risc per la IL28B, sera incapa¢ d’induir I'expressid dels
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ISGs necessaria per I'’eliminacié del virus i fracassara al tractament.

Els polimorfismes estudiats en aquest treball es situen ben a prop dels gens
IL28B, IL29A11L29, del cromosoma 19 huma, que codifiquen per proteines anomenades
interferons de tipus III o lambda (IFN-A). Aquestes proteines han estat proposades com
una possible alternativa o bé com una millora al tractament actual basat en IFN-¢260261,
Un estudi en fase clinica en el qual pacients infectats amb VHC se’ls havia administrat
peg-IFNA/RBV durant 4 setmanes, va revelar una rellevant acci6¢ antiviral d’aquesta
combinaci6?®. A més els IFN-A, es podrien utilitzar en un futur com a medicament
profilactic després d’'una exposicio al VHC, donada la relaci6 forta que s’ha demostrat
que existeix, entre la [L28B i la depuracié espontania del VHC. Aquests estudis sobre
els polimorfismes trobats a prop o en el gen de la IL28B ens endinsen en el mén de la
farmaco-geneética, on la medicina és personalitzada i podem dissenyar estrategies de
tractament segons el perfil de cada pacient. Aix{ si en la clinica ens trobéssim amb un
pacient amb un perfil no responedor, amb alt risc de dany hepatic, podriem posposar
el tractament actual fins que en disposéssim d’'un de més eficag i adient, o podria ser
considerat candidat per rebre un transplantament de fetge d'una manera més rapida.
Per un altre banda si estiguéssim davant d'un pacient de perfil responedor, aixd ajudaria
al pacient en la decisi6 de tractar-se, i per tant comengar tractament d’'una manera
immediata, tot i sabent els greus efectes secundaris o podria fer minvar la durada del
tractament com es sol feramb els pacients infectats amb els genotips del VHC 2 0 3. Encara
que son ben clars els beneficis que podem treure en la clinica d’aquests polimorfismes a
prop del gen de la IL28B, és important destacar que aquests SNPs no expliquen el 100%
dels casos de no resposta al tractament, i per tant és necessari explorar nous factors
associats a resposta, per tal de buscar més fiabilitat o simplement poder disposar del
maxim nimero de marcadors possibles per poder apropar-nos més en la prediccié de la
resposta. Per aixo en aquest treball varem buscar altres indicadors de resposta, i varem
trobar que la complexitat nucleotidica de les quasiespecies de la proteasa NS3/4A com
'eficacia d’aquesta proteina en processar el punt de tall cel-lular CARDIF i el punt de
tall viral NS5A/5B es trobaven associats a la resposta al tractament amb peg-IFNa/
RBV. Amb aquesta troballa, es reafirmen els esforcos de la comunitat cientifica enfocats
cap a la de la proteasa NS3/4A, com a diana de tota una série d’inhibidors, i aixi trobar
alternatives a la terapia amb IFN-a o millorar els seus indexs de resposta. La idea
que les proteases NS3/4A dels pacients responedors, obtinguessin valors d’eficiéncia

catalitica més optims, tant en processar la proteina CARDIF com el punt viral NS5A/5B,
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que les provinents de pacients no responedors resulta contra intuitiva. Tot i amb aixo,

aquest resultats es troben en total harmonia amb els treballs recents, el quals han vist
que els pacients sensibles a IFN-a exogen (responedors) estaven associats de manera
inversa a alts nivells de ISGs abans de rebre la terapia®®?, i que en aquest fenomen, el
processament de CARDIF hi estava implicat, ja que en aquest tipus de pacients es van
trobar majors nivells d’aquesta proteina processada respecte els no responedors®.
També s’ha observat que pacients infectats amb el VHC de genotips 2 i 3, genotips
amb més alts indexs de RVS que els genotips 1 o 4, presentaven més alts nivells de la
proteina processada que els genotips del VHC més virolents!®!. A més a més, com ja hem
comentat amb anterioritat, individus amb el genotip de la IL28B associat a RVS, també
presenten nivells baixos d’expressié dels ISGs en fetge en I'estadi previ al tractament?’.
L'activacié dels ISGs endogens es creu que obstaculitza la resposta de la terapia basada
amb IFN-a, induint a un estadi refractari a la ruta de senyalitzacié per IFN?%?, Tanmateix,
alternatives a aquesta explicacié basada amb els nostres resultats no poden descartar-
se perque existeix una amplia variacié en I'expressio i en la induccié dels ISGs, entre
els pacients durant la terapia amb IFN. A més sabem que el processament de CARDIF
per la proteasa NS3/4A que influeix en la ruta de senyalitzacié del IFN, i per tant a la
resposta antiviral, no és la inica manera que te la proteina d’afectar aquesta ruta, ja
que és capac¢ també de processar un altre proteina implicada en aquesta, TRIF'’3. Per
estudis anteriors realitzats en el nostre laboratori sabem que 'eficiéncia catalitica del
complex proteic NS3/4A davant dels punts de tall virals, depen de quin substrat tingui
al davant, i per tant una mateixa proteasa podia ser molt eficient processant el punt de
tall NS5A/5B i alhora defectuosa en processar el punt de tall NS4B/5A%. En el cas dels
processaments cel-lulars ens podriem trobar en la mateixa situacid, una proteasa NS3
podria ser molt optima alhora de processar CARDIF i nefasta en processar TRIFE. Tot i
amb aixo resultats preliminars, sobre eficiéncies catalitiques de la NS3/4A en processar
la proteina cel-lular TRIF, han demostrat resultats semblants als trobats amb CARDIF,
és a dir que el processament de TRIF semblaria ser més eficient entre les proteases
provinents de pacients responedors que entre els no responedors (Parera, Aparicio,
et al. Resultats sense publicar). Cal, doncs un analisi més profund englobant els dos
processaments per explicar el nivell d’expressié d’ISGs previs a la terapia, i en definitiva
la resposta a la terapia basada amb IFN-a.

Un altre resultat important a destacar en el nostre estudi va ser la relacié positiva

trobada entre I'eficiéncia catalitica en processar CARDIF per part de la proteasa NS3/4A
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i la conservacié dels aminoacids, tret que no va ser observat pel cas del processament

del punt de tall viral NS5A/5B. Aquest fet suggeria que petits canvis en la variabilitat
aminoacidica de I'enzim afectaven negativament en la seva viabilitat per processar el
punt cel-lular, perd en canvi pel punt viral suposaven una millora del seu “fitness”. Alhora
també ens varem trobar que les proteases NS3/4A eren molt més eficients alhora de
processar el punt viral NS5A/5B que no pas el punt cel-lular CARDIF. Sembla doncs
que la propietat de bloquejar el sistema immunitari via la ruta de I'lFN-a, hagi estat
una adaptacié aconseguida al llarg del temps on el VHC ha coevolucionat amb la raca
humana.

Els nostres resultats també amplien i confirmen els estudis recents que
relacionen la complexitat de les quasiespecies®, i particularment les de la proteasa
NS3/4A del VHC com a marcador predictiu de la resposta a IFN-o.. També varem trobar
una correlacié positiva entre aquesta complexitat i la carrega viral basal del VHC,
indicant que una elevada complexitat a nivell de quasiespecies i una elevada carrega
viral VHC basal en el moment de prendre la terapia encaminarien al pacient a la no
resposta a la terapia amb IFN-a.

Un aspecte important que també hem pogut observar en aquest treball, és la
presencia de mutacions associades a conferir resisténcia a IPs en pacients naif per
aquests inhibidors. En concret les mutacions associades a conferir resisténcia a IPs
observades en el nostre estudi van ser: V36A, Q41R, F43S, T54A, V554, Q80R / K,
R155K / T,A156T /V,D168G /N / E,i V170A. Tres mutacions PI (V36M, V554, Q80K) es
van trobar en variants predominants, és a dir amb alta prevalenca dins la quasiespécie.
Les substitucions V36M i V55A van ser identificades en una mostra, mentre que la
substitucié Q80K va ser detectada en quatre mostres de pacients. Remarcablement, una
proteasa (la mostra nimero 140) tenia dos resisténcies predominants, les mutacions:
V36M i Q80K. La mutacié6 V36M s’ha vist que confereix una moderada resisténcia a
telaprevir, boceprevir i narlaprevir i en canvi una resistencia superior a telaprevir en
combinacié amb una de les mutacions seglients R155K o A156T?%, La mutaci6 V55A
confereix una resisténcia moderada a boceprevir?®*, La mutacié Q80K esta associada
a una susceptibilitat significativament reduida a TMC-434350 i en un menor nivell
a vaniprevir i danoprevir, i en una susceptibilitat tipus wild-type per a telaprevir i
boceprevir?®. Les altres mutacions associades a resisténcia es van observar només com
a variants de baix nivell, i la majoria d’elles van ser detectats en un clon, només les

mutacions Q41R i D168G es trobaven en dos clons de la mateixa mostra. Les mutacions
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R155K/T i A156T/V, que s’associen a resisténcia a multiples IPs?%¢, incloent telaprevir i

boceprevir, es van detectar en les mostres del nostre estudi. Les mutacions A156S/T/V
s’associen amb una alta resistencia a telaprevir i boceprevir 26326*, Aquests resultats
amplien els del Dr. Chary i col-laboradors 3¢, el que confirma que les mutacions R155K/T
i A156T/V s6n minoria en les quasiespecies de pacients no tractats préviament amb IPs.
Lis de la técnica de la PCR d’al-lel especific, la qual és capac¢ de detectar la substitucid
A156S/T/V en al menys 0,05 a 0,5% de la poblacié viral, varem poder observar que el
65% dels pacients no tractats préviament amb IPs presentaven almenys una variant
amb mutacié de resisténcia en aquesta posicié de la proteasa NS3 (Franco et al. JVH
2011, en premsa). No obstant aixo0, falta molt encara per dilucidar, si les mutacions als
inhibidors de proteasa presents en nivells baixos s’associarien a un major risc a no
respondre al tractament basat en IPs.

En aquesta Tesi també varem explorar la relacié entre els genotips diferents
pels polimorfismes a prop del gen de la IL28B i la diversitat i complexitat de les
quasiespecies de la NS3/4A. Els nostres resultats indiquen que existeix menys diversitat
i complexitat en les quasiespécies d’aquells pacients que s6n portadors dels al-lels de
risc i per tant es podria suggerir que els portadors dels al-lels de risc pel gen de la
IL28B exerceixen menys pressid selectiva sobre la proteasa NS3. Si el manteniment de
menor diversitat a nivell d’aminoacids es restringeix només en la zona genética de la
proteasa o en canvi també passa sobre altres zones del genoma del VHC, encara esta
per veure. Quan varem voler comparar el poder predictiu dels polimorfismes de la
zona genetica de la IL28B respecte els factors amb marcada associacié a la resposta
a la terapia amb peg-IFNoa/RBV trobats en la nostra cohort de coinfectats amb el VIH-
1 i el VHC, i varem observar que els factors genetics de '’hoste tenien més potencial
alhora de predir la RVS que els nous factors virals que haviem detectat, sobretot quan
varem analitzar I'associacié de manera independent, ja que en aquest cas I'associacio a
la resposta estava tant vinculada al polimorfisme rs 12979860 que els altres marcadors
perdien la significacié. Tanmateix caldria augmentar el nimero de pacients per aquest
tipus d’analisis, la nostra cohort disposava de pocs membres i a més amb un niimero
molt reduit de pacient amb RVS. També seria molt interessant poder estudiar aquests
factors virals associats a resposta trobats en aquet treball entre els pacients infectats
amb altres genotips que no fossin 1, ja que per exemple entre els pacients infectats amb
VHC de genotip 3 s’ha vist que presentar els al-lels protectors dels polimorfismes prop

de la IL28B no afectarien en aconseguir una RVS, i potser en canvi els marcadors virals
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com la diversitat o la complexitat de les quasiespecies de la proteasa NS3 o bé la seva
funcié catalitica, podrien marcar la tendencia a obtenir la RVS.

Aixi doncs, amb els resultats del nostre estudi animem al moén de la clinica
que integri dins dels seus protocols d’analisi bioquimics per valorar I'estat del pacient
coinfectat amb el VIH-11iel VHC abans de ser tractat amb peg-IFNo/RBV, I'estudi genétic
del gen de la IL28B, com ja s’esta fent en la nostra unitat clinica, ja que sera de gran ajut
per elaborar estrategies pel tractament del pacient.
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CONCLUSIONS

v En la poblaci6 de 173 pacients coinfectats amb el VIH-1 i el VHC de genotips 1,
314, els tnics marcadors associats a la resposta al tractament contra la infeccié
pel VHC amb peg-IFN/RBV, van resultar ser : el genotip del VHC, la carrega viral
del VHC abans de comengar el tractament i els SNPs rs8099917 i rs12979860

localitzats en la zona genética del cromosoma huma 19 que codifica perla IL28B.

v El genotip TT pel SNP rs8099917 en la nostra cohort, donava al pacient una
probabilitat del 78% d’obtenir una RVS.

v El genotip CC pel SNP rs12979860 en la nostra cohort, donava al pacient una
probabilitat del 82% d’obtenir una RVS.

v Els factors predictius associats a resposta positiva per la poblacié total de 173
pacients coinfectats amb VIH-1 i VHC, a la terapia amb peg-IFN/RBV en ordre

per la seva importancia van ser:

i. estar infectatamb VHC de genotip 3

ii. presentar el genotip CC en el SNP rs 12979860
iii. una carrega viral en sang basal del VHC < 600 000 UI/ml
iv. presentar el genotip TT en el SNP rs8099917.

‘/ Lindex de pressio selectiva dS/dN va ser major, de manera significativa, en les

quasiespecies de pacients NR que en les dels pacients amb RVS.

v Les quasiespecies dels pacients NR eren més complexes de manera significativa
(alt % heterogeneitat i alta Entropia de Shannon) que les quasiespécies

provinents dels pacients amb RVS.

v L'eficiencia catalitica per processar tant el factor cel-lular CARDIF com el punt
de tall viral NS5A/5B, de les proteases majoritaries provinents dels pacients
amb RVS, era significativament més elevada que l'eficiéncia catalitica de les

proteases majoritaries que provenien dels pacients NR.
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CONCLUSIONS

v En la cohort de 56 pacients coinfectats amb VIH-1 i VHC de genotip 1 s’han
trobat els seglients factors predictius de resposta positiva a la terapia amb
peg-IFN/RBV en ordre d'importancia: presentar el genotip CC pel rs12979860,
Entropia de Shannon (en nucleotid) < 0.75, eficiencia catalitica per processar
CARDIF > 0.75, heterogeneitat (en nucleotid) < 70%, presentar el genotip TT
pel rs8099917, tenir la carrega viral del VHC basal < 600 000UI/ml, I'index de

pressié selectiva dS/dN < 6, i I'eficiéncia catalitica per processar NS5A/5B > 1.9.
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IL28B SNP rs8099917 Is Strongly Associated with
Pegylated Interferon-a and Ribavirin Therapy Treatment
Failure in HCV/HIV-1 Coinfected Patients
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Abstract

Recent genome-wide association studies report that the SNP rs8099917, located 8.9 kb upstream of the start codon of
IL28B, is associated with both disease chronicity and therapeutic response to peglFN-o and RBV in patients infected with
genotype 1 HCV. To determine the effect of rs8099917 variation on the response of HCV to therapy, we genotyped this
variant in a cohort of 160 HCV/HIV-1 coinfected patients in our clinic unit who received combined peg-IFN-0/RBV therapy.
The rs8099917 T/G or G/G genotypes were observed in 56 patients (35%). Treatment failure occurred in 80% of G-allele
carriers versus 48% of non-carriers (P<<0.0001). This result reveals that the G allele was strongly associated with treatment
failure in this patient cohort. Importantly, a highly significant association was found between the G-allele and response to
therapy in HCV genotype 1-infected patients (P<<0.0001) but not in HCV genotype 3-infected patients. Multivariate analysis
(odds ratio; 95% confidence interval; P value) indicated that the rs8099917 TT genotype was a strong predictor of treatment
success (5.83; 1.26-26.92; P=0.021), independent of baseline plasma HCV-RNA load less than 500 000 IU/ml (4.85; 1.18-
19.95; P=0.025) and absence of advanced liver fibrosis (5.24; 1.20-22.91; P =0.025). These results reveal the high prevalence
of the rs8099917 G allele in HCV/HIV-1 coinfected patients as well as its strong association with treatment failure in HCV
genotype 1-infected patients. rs8099917 SNP genotyping may be a valid pre-treatment predictor of which patients are likely
to respond to treatment in this group of difficult-to-treat HCV/HIV-infected patients.
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Introduction

The hepatitis C virus (HCV), a positive-stranded RNA virus, is the
causal agent of chronic liver infection afflicting more than 170 million
people worldwide [1]. HCV infection is usually persistent, with 70—
80% of patients becoming chronic carriers. After an asymptomatic
period that often lasts for years, many patients develop chronic liver
disease, including cirrhosis and hepatocellular carcinoma [2].

The standard of care for patients with chronic hepatitis C is
pegylated interferon alpha (peg-IFN-o) in combination with
ribavirin (RBV) [3]. A positive response to treatment is defined
as a sustained virological response (SVR; a negative hepatitis C
PCR test 6 months after cessation of therapy). The SVR rate for
individuals infected with HCV genotypes 1 or 4 ranges between 40
and 50% and requires 12 months of therapy. Patients infected with
HCYV genotypes 2 or 3 typically achieve SVRs of nearly 75% after
only 6 months of therapy [4,5,6,7]. HCV genotype is the most
important predictive factor for the treatment response of patients
with chronic hepatitis C; however, host factors such as age, sex,
race, liver fibrosis, and obesity have also been associated with peg-
IFN-a/RBV therapy outcome [8,9].

':": PLoS ONE | www.plosone.org
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Chronic HCV infection in human immunodeficiency virus type
1- (HIV-1-) positive patients is a frequent and emerging health
problem. HCV and HIV-1 are both transmitted by blood and
blood products. Coinfection is therefore common in people with
high exposure to blood. Hepatitis C is found in 60 to 90% of HIV-
1-positive hemophiliacs and in 50 to 70% of HIV-1-positive
intravenous drug users [10]. Although sexual transmission of
HCV is rare, small epidemics of acute hepatitis C have been
reported recently in homosexual men. In our clinic unit, nearly
50% of the HIV-1 patients are coinfected with HCV [11]. In the
highly active antiretroviral therapy (HAART) era, HCV/HIV-1
coinfection increases the risk of hospitalization and death
compared with HIV-1 infection alone [12]. Importantly, standard
therapy with peg-IFN-o/RBV elicits significantly lower rates of
SVR in HCV/HIV-1 coinfected patients than in HCV mono-
infected individuals. Among patients infected with HCV geno-
types 1 or 4, the SVR rate is only about 30%. The corresponding
rate among patients infected with HCV genotype 2 or 3 is closer
to 60% [13,14]. These results illustrate the difficulties in
successfully treating HCV infection in HCV/HIV-1 coinfected
patients.

October 2010 | Volume 5 | Issue 10 | e13771



PUBLICACIONS

Four genome-wide association studies recently reported associ-
ations of several single nucleotide polymorphism (SNP) in the
1L28B gene on chromosome 19, which encodes type III IFN-2,
with the response to HCV peg-IFN-o/RBV-based therapy
[15,16,17,18]. Interestingly, the rs8099917 SNP was the only
SNP in these four studies that was strongly associated with
response to therapy, but the studies did not specifically investigate
the association between IL28B variation and response to peg-IFN-
o/RBV-based therapy in HCV/HIV-1 coinfected patients.
Recently, the rs12979860 SNP, also located near the IL28B gene,
has been associated with HCV treatment response in HIV-1-
infected patients with chronic hepatitis C due to genotypes 1 or 4
[19,20]. To directly address the role of the rs8099917 SNP in
HCV treatment response in HCV/HIV-1 coinfected patients, we
genotyped 160 individuals from our clinic unit who were treated
with peg-IFN-0/RBV combination therapy.

Results

rs8099917 SNP prevalence

Of the 160 patients in the study, 86 (54%) were chronically
infected with HCV genotypes 1, 46 (29%) with HCV genotype 3,
and 28 (17%) with HCV genotype 4 (Table 1). To genotype the
rs8099917 SNP, we developed a direct sequencing PCR-based
protocol. Genotyping revealed a high prevalence of G alleles (TG or
GG) in our study cohort (n=56, 35%) (Table 2). rs8099917
genotypes were in the Hardy-Weinberg equilibrium (P=0.118). No
significant associations were found between the rs8099917 SNP
genotype and patient sex, age, CD4+ T cell count, HBV infection,
liver enzyme levels, liver fibrosis, or HC'V RNA viral load (data not
shown). The proportion of the rs8099917 TT, TG, and GG
genotypes were 60%, 35%, and 5% among HCV genotype 1

1L28B peglFN-0/RVB HCV/HIV-1

patients; 78%, 15%, and 7% among genotype 3 patients; and 57 %,
29%, and 14% among genotype 4 patients. Genotypes 1 and 4
showed similar proportion of G alleles, 40% and 43 %, respectively.
Interestingly, there was a significant difference between the
prevalence of G alleles in HCV genotype 3-infected patients,
22%, and the prevalence in patients infected with HCV genotypes 1
or 4 (P<<0.05, Chi-square test). The lower proportion of the G allele
in genotype 3-infected patients suggested that G carriers may be less
prone to be chronically infected by genotype 3 viruses or,
alternatively, that the rs8099917 homozygous T'T genotype is not
associated with spontancous clearance of HCV genotype 3.

rs8099917 SNP and treatment response

The clinical characteristics and HCV treatment responses of the
160 HCV/HIV-1 coinfected patients included in the study are
summarized in Table 1. Most patients were on antiretroviral
therapy (159, 99.5%), and most patients had controlled HIV-1
replication (130, 81%). Sixty-seven patients (42%) responded
successfully to HCV  treatment (i.e. achieved SVR). The
proportion of patients infected with HCV genotype 3 who
achieved SVR (63%) was significantly higher than in patients
infected with HCV genotypes 1 or 4 (34% and 32%, respectively)
(P<<0.05, Chi-square test). A significantly higher HCV RNA viral
load was observed in patients who failed treatment (P<<0.05,
unpaired t test). Likewise, severe fibrosis was significantly
associated with treatment failure (P<<0.05, Chi-square test)
(Table 1). These three clinical parameters, HCV genotype,
HCV RNA viral load, and severe fibrosis, are known to be
associated with treatment response. We found no significant
differences in our study cohort between those who achieved SVR
and those who did not with respect to sex, age, HIV-1 viral load,
liver enzymes, or CD4+ T cell count (Table 1).

":} PLoS ONE | www.plosone.org

Table 1. Clinical Characteristics of patients with chronic HIV-1 and HCV co-infection and treated with peg-IFN-0/RBV therapy.
Treatment Success Treatment Failure P
Patients, n (%) 67 (42%) 93 (58%) o
Age (mean *+ SEM) 48.42+0.6773 47.21+0.6283 ns
Gender, n (%) ns
Female 24 (45%) 29 (55%)
Male 43 (40%) 64 (60%)
CD4+ (cell counts/mL) (mean *= SEM) 597.9+27.82 584.6+31.85 ns
HCV genotype n (%) <0.005
1 29 (34%) 57 (66%)
3 29 (63%) 17 37%)
4 9 (32%) 19 (68%)
Fibrosis stage n (%) <0.05
0-1 12 (36%) 21 (64%)
2 3 (18%) 14 (82%)
3 1 (11%) 8 (89%)
4 2 (9%) 21 (91%)
ALT (U/L) (mean *+ SEM) 90.84+10.90 85.54+5.039 ns
AST (U/L) (mean = SEM) 60.31+6.522 62.35+3.248 ns
HCV RNA (IU/mL) (mean * SEM) 5.808+0.097 6.036+0.050 <0.05
Undetectable HIV-1 RNA, n (%) 55 (82%) 75 (81%) ns
Age, Mann-Whitney U test; Gender, Chi-square test; CD4+T cell count, Mann-Whitney U test; HCV genotype Chi-square test; Fibrosis stage, Chi-square test between F0-2
and F3-4, fibrosis data was missing in 78 patients; ALT and AST, Mann-Whitney U test; HCV RNA, unpaired T test; Undetectable HIV-1, Chi-square test.
doi:10.1371/journal.pone.0013771.t001
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1L28B peglFN-0/RVB HCV/HIV-1

Table 2. Association of rs8099917 SNP with response to peg-IFNo/RBV treatment.

Treatment Success (SVR) n = 67 (42%)

Treatment Failure n = 93 (58%)

HCV genotype TT TG or GG TT TG or GG P value
1 26 (90%) 3 (10%) 26 (46%) 31 (54%) <<0.0001
n=86 (54%)

3 23 (79%) 6 (21%) 13 (76%) 4 (24%) ns
n=46 (29%)

4 7 (78%) 2 (22%) 9 (47%) 10 (53%) ns
n=28 (17%)

doi:10.1371/journal.pone.0013771.t002

We then correlated the rs8099917 SNP genotype with the HCV
peg-IFN-0/RBV  treatment response. The proportions of
rs8099917 TT, TG, and GG genotypes were 51.5%, 41.0%,
and 7.5% among patients with treatment failure, versus 83.5%,
10.5% and 6% among those with SVR. Overall, allele G carriers
had a significantly higher risk of treatment failure than patients
carrying the TT genotype (P<<0.0001, Chi-square test). This
suggests that this rs8099917 SNP may predict treatment failure
before peg-IFN-0/RBV therapy. When the data was stratified by
HCV genotype, we found that of patients infected with HCV
genotype 1, 91% of the rs8099917 G allele carriers had treatment
failure (Fig. 1). Among patients infected with HCV genotype 1, the
association between the rs8099917 G allele and treatment failure
was highly significant (P<<0.0001, Chi-square test) (Table 2).
Similarly, of patients infected with HCV genotype 4, 83% of the
rs8099917 G allele carriers failed treatment (Fig. 1 and Table 2).
The sample size of patients infected with HCV genotype 4 was
small (n = 28), limiting our ability to detect a significant association
between the G allele and treatment failure. In contrast to patients
infected with HCV genotypes 1 and 4, HCV genotype 3-infected
patients that failed therapy had a similar proportion of TT and
TG/GG genotypes (36% and 40%, respectively) (Fig. 1). Thus for
patients infected with HCV genotype 3, there was no significant
association between 1s8099917 SNP genotype and treatment
failure (Table 2).
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To calculate P values (Chi-square test), patients were stratified in two groups according to host polymorphism (host rs8099917 G allele carriers (TG and GG) versus
noncarriers (TT). SVR, sustained virologic response; ns, not significant, to calculate.

Next, factors associated with treatment failure as HCV
genotype (P<<0.005), fibrosis stage (P<<0.05), higher pretreatment
HCV RNA viral load (P<<0.05) and rs8099917 SNP genotype
(P<<0.0001) (Table 1) were subjected to univariate and multivar-
iate logistic regression analysis (odds ratio; 95% confidence
interval; P value). In the univariate analyses, rs8099917 SNP
genotype T'T (4.73; 2.19-10.20; P=0.00006), bascline HCV-
RNA viral load less than 500 000 IU/ml (3.10; 1.44-6.66;
P=0.003), absence of severe liver fibrosis (stages FO-F2) (4.14;
1.06-16.04; P=10.036) and HCV genotype 3 (3.20; 1.58-6.49;
P=0.001) were significantly associated with treatment success.
‘When a multivariate model was built with the previous factors, the
rs8099917 TT genotype remained a strong predictor of treatment
success (5.83; 1.26-26.92; P=10.021), independently of baseline
plasma HCV-RNA load less than 500 000 IU/ml (4.85; 1.18—
19.95; P=0.025) and fibrosis stages FO-IF2 (5.24; 1.20-22.91;
P=0.025).

Discussion

HIV-1 accelerates the course of HCV-associated liver disease.
SVR after peg-IFN-0./RBV therapy in patients coinfected with
HCV/HIV-1 reduces liver-related complications and mortality
[22]. However, side effect rates for anti-HCV therapy in HIV-1
coinfected patients are very high, and premature treatment

=TT
. TG/GG

Figure 1. Rate of treatment failure according to rs8099917 SNP genotype in patients with hepatitis C virus (HCV) genotype 1, 3, and

4. P values correspond to Chi-square test.
doi:10.1371/journal.pone.0013771.g001
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discontinuation due to serious adverse events ranges between 15%
and 30%. Therefore, there is a need to improve treatment
strategies in this specific group of coinfected patients in order to
minimize side effects and treatment discontinuations and to
maximize treatment success. Therapy is particularly recommend-
ed for coinfected patients with a high likelihood of achieving a
SVR, i.e. patients infected with HCV genotype 2 or 3 and those
infected with genotype 1 if the viral load is low (400 000-500
000 TU/mL) [23]. Insulin resistance and liver fibrosis tests are also
recommended for patients with a low likelihood of achieving SVR.
The findings presented here confirm that HCV genotype 1
patients carrying an rs8099917 G allele have a low probability of
treatment success; therefore, rs8099917 genotyping seems to be a
valid pre-treatment approach for maximizing treatment success
and minimizing HCV therapy-related toxicity. Coinfected patients
with HCV genotype 4 may also benefit from rs8099917
genotyping. HCV  genotype 4-infected patients carrying
rs8099917 G alleles had similar rates of treatment failure as
HCV  genotype l-infected patients. Nevertheless, the small
number of HCV genotype 4-infected patients in our study
prevented us from drawing conclusions about the predictive value
of rs8099917 genotyping in this group of patients. Overall, our
results are in agreement with those reported by Rallon et al. and
Pineda et al. [19,20], which have demonstrated a significant
influence of the rs12979860 SNP, that is in linkage disequilibrium
with rs8099917 [18], on the treatment response of HIV-1 patients
coinfected with HCV genotypes 1 and 4. In the 160 patients of our
study cohort, the rs12979860 SNP genotype was also highly
associated with treatment success (P<<0.0001, Chi-square test)
(4.16; 2.2-8.21; P=0.00003) (manuscript in preparation). How-
ever, it remains to be elucidated which of these two IL28B
associated SNPs are more powerful to predict treatment success.
Similar to findings for HCV-monoinfected patients [18], the
rate of treatment failure in patients infected with HCV genotype 3
was not affected by rs8099917 genotype, suggesting that the
predictive value of genotyping this SNP is limited to patients
infected with HCV genotypes that have low rates of treatment
success. Genetic variation in IL28B and spontaneous clearance of
HCV has also been described [18,24]. In particular, the rs8099917
G allele increases the risk of progression to chronic HCV infection
in both HCV-monoinfected and HCV/HIV-1 coinfected patients
[18]. We found a significantly lower proportion of rs8099917 G
alleles, 22%, in genotype 3-infected patients than would be
expected given the prevalence of this allele (40% and 42%, in
HCV genotype 1- and 4-infected patients, respectively). The
prevalence of rs8099917 G alleles in HCV genotype 3-infected
patients in our study cohort was within the ranges reported in an
unrelated cohort of Swiss Caucasians (17%) [25] and in the
Caucasian cohort of the Human Haplotype Map project
(HapMap, www.hapmap.org) (15-19%); this suggests that the
rs8099917 G allele may not affecting the rate of chronicity of
HCV genotype 3. In contrast, the high prevalence of the
rs8099917 G allele in HCV genotype 1- or 4-infected patients
shows that the rs8099917 T'T genotype may have a protective
effect in terms of preventing the persistence of these two HCV
genotypes. Since the rs8099917 G allele has been correlated with
lower expression levels of IL28 genes [17], the different
frequencies of the rs8099917 G allele in patients infected with
different HCV genotypes may indicate that the innate immune
system interacts differently with the different HCV genotypes.
However, the viral factors involved in this interaction remain
unknown. The IL28B, IL28A, and IL29 genes are closely related
cytokine genes in chromosomal region 19q13 that encode proteins
known as type III IFNs (IFN-As) [26]. IFN-A has been proposed as
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a possible treatment for hepatitis C [27,28]. A phase 1b study
involving 4 weeks of peg-IFN-L plus RBV given to patients with
chronic HCV infection showed that this combination had antiviral
activity [27]. A comparison of the efficacy of IFN-A against non-1
HCV genotypes may provide some clues about the interaction of
this virus with the innate immune system.

An important question that remains to be answered is whether
the rs8099917 genotype has higher treatment predictive value in
HCV/HIV-1 coinfected patients than in HCV monoinfected
individuals. Previous studies with HCV genotype 1-monoinfected
patients found that the proportion of rs8099917 G allele carriers
associated with treatment failure ranges from 50% to 87%
[16,17,18]. In our cohort of patients coinfected with HIV-1 and
HCV genotype 1, 88% of the rs8099917 G allele carriers failed
therapy with peg-IFN-0./RBV. This percentage is within the high
range of previous studies and suggests that IL28B genotyping may
have a higher predictive value in coinfected patients. Further
studies of cohorts with different ethnic profiles and treatment
regimes will be necessary to determine whether there are
differences between mono- and coinfected patients in regard to
the predictive value of IL28B genotyping.

The recent development of compounds that directly inhibit
HCV replication through interaction with viral proteins will
increase the options for treating HCV infection. These com-
pounds, which are now in phase 1, 2, and 3 trials, include reagents
that target the HCV nonstructural (NS) 3 protease, the NS5A
protein, and the RNA-dependent RNA-polymerase NS5B [29].
Data from phase 2 studies show that SVR rates improve
significantly in patients receiving triple therapy consisting of an
NS3 protease plus peg-IFN-a/RBV [30]. However, triple therapy
has not been effective in all patients infected with HCV genotype 1
because of side effects, non-responsiveness to peg-IFN-o. or RBV,
or development of NS3 protease resistance. The rate of triple
therapy treatment failure may be higher in HCV/HIV-1
coinfected patients. Most of the coinfected patients carrying
IL28B risk alleles treated with this triple therapy may respond only
to the NS3 protease inhibitor. Monotherapy with specific viral
inhibitors poses a higher risk of selection of resistant variants and
treatment failure [31]. Taken together, these results strongly
suggest that more than one specific HCV inhibitor will be needed
to successfully treat patients at high risk for non-response to peg-
IFN-0./RBV treatment.

Materials and Methods

Patients

A total of 160 HCV/HIV-1 coinfected patients from our HIV
clinic unit who had a standard course of treatment with peg-IFN-ot/
RBV with known virological response status at 24 weeks post-
treatment were included in this study. Patient characteristics are
shown in Table 1. Treatment success (i.e. achieved SVR) was
defined as undetectable plasma HCV RNA using a sensitive RT-
PCR assay 24 weeks post-treatment cessation. HCV genotype, a
marker for hepatitis B virus (HBV) infection, HCV and HIV-1 viral
load, CD4+ T cell count, and liver enzymes levels were determined
using standard procedures. Severe fibrosis was considered in
patients with a METAVIR score =F3. Written informed consent
was obtained from each patient who participated in the study.
Likewise, ethics approval was obtained from our Institutional
Review Board (Hospital Universitari Germans Trias i Pujol).

DNA collection and extraction

Blood was collected into EDTA tubes following standard
procedures. Genomic DNA was extracted from peripheral blood

October 2010 | Volume 5 | Issue 10 | e13771

165

%]
Z
=
()
<
=
=
@
=
&




PUBLICACIONS

mononuclear cells (PBMCs) using the QuickExtract DNA
Extraction Protocol (EPICENTRE Biotechnologies). Briefly,
2x10° cells were resuspended in 0.5 mL of QuickExtract Solution,
incubated at 65°C for 10 min, incubated at 98°C for 2 min, and
then stored at —70°C.

rs8099917 SNP genotyping

SNP genotyping was performed by PCR amplification and
direct PCR sequencing. The oligonucleotides used for PCR were
rs8099917-128 (5'-GTGCATATGTTTTCTGAC-3’, sense) and
1r38099917-556 (5'-GAGGCCCCTCACCCATGC-3', antisense).
The PCR amplification mixture contained 5 uL of PBMC
genomic DNA  solution, 10 pmol of each oligonucleotide,
200 uM  deoxyribonucleoside  triphosphates  (dANTPs), 2 mM
MgSO4, 1x high-fidelity PCR buffer (Invitrogen), and 0.25 U
Platinum 7ag DNA polymerase (Invitrogen) in a total reaction
volume of 50 pL. Cycling parameters were one cycle of
denaturation at 94°C for 2 min, 40 cycles of denaturation at
95°C for 30 s, annealing at 55°C for 30 s, and extension at 68°C.
for 30 s. Extension was followed by a 7-min incubation at 68°C.
The resulting 430-nt PCR product was sequenced using two
flanking PCR oligonucleotides, termed rs8099917-128 and
rs8099917-556, with the Big Dye v3.1 kit and the 3100 DNA
sequencing system (Applied Biosystems) as described previously
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[21]. Sequence alignment and editing was performed with the
Sequencer version 4.1 (GeneCodes) software program. Hardy-
Weinberg equilibrium was calculated using the Hardy-Weinberg
Calculator software as implemented in http://www.tufts.edu.

Statistical analysis

The association between the rs8099917 SNP and the response
to peg-IFN-0./RBV treatment was assessed by a two-sided Chi-
square test. The Mann-Whitney U test, unpaired t test, and two-
sided Chi-square tests used to analyze baseline covariates were
performed using GraphPad Prism version 4.00 for Windows (San
Diego, CA, USA). Univariate and multivariate logistic regression
analyses were used to determine the predictors of treatment
success. We calculated the odds ratios and 95% confidence
intervals. P values less than 0.05 were considered significant.
Regression analyses were performed using the STATISTICA
software version 9.1 (StatSoft Inc., Tulsa, OK, USA).
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The role of the hepatitis C virus (HCV) NS3/4A protease in ablating the signaling pathway involved in the
production of alpha/beta interferon (IFN-a/f) suggests a relationship between NS3/4A proteolytic activity and
a patient’s response to IFN-based therapy. To identify viral factors associated with the HCV treatment
response, we analyzed the pretreatment NS3/4A prot gene quasispecies composition of 56 HCV genotype
1-HIV-1-coinfected patients treated in our clinic with pegylated IFN (pegIFN) plus ribavirin (RBV). The
catalytic efficiency of the dominant (i.e., the most abundant) quasispecies was also assayed for Cardif cleavage
and correlated with treatment outcome. A total of 1,745 clones were isolated and sequenced. Significantly less
nucleotide q pecies heterogeneity and lower Shannon entropy values were detected within the responder
group (P < 0.05). A correlation was also found between the efficiency of NS3/4A protease Cardif cleavage and
therapy outcome. Proteases from sustained responder patients were more efficient at processing Cardif
(mean =+ standard error of the mean [SEM], 0.8960 + 0.05568; n = 19) than proteases from nonresponders
(mean * SEM, 0.7269 = 0.05306; n = 37; P < 0.05). Finally, the amino acid p distance (the proportion [p]
of nucleotide sites at which two sequences being compared are different) was significantly shorter in
patients with an interleukin-28B (IL-28B) risk allele (P < 0.01), suggesting that IL-28B risk allele carriers
exert a lower positive selection pressure on the NS3/4A protease. NS3/4A protease efficiency in cleaving
Cardif may be associated with the pegIFN-RBYV treatment response, as shown in our cohort of HIV-HCV-
coinfected patients. Greater NS3/4A nucleotide heterogeneity and higher Shannon entropy values in
nonresponders suggest that less HCV quasispecies complexity may favor a better response to pegIFN-RBV.

Hepatitis C virus (HCV) nonstructural protein 3 (NS3)
contains a serine protease that cleaves the virus-encoded
polyprotein and inactivates cellular proteins required for
innate immunity. HCV NS3/4A protease functions as an
antagonist of virus-induced interferon (IFN) regulatory fac-
tor 3 activation and IFN-B expression through its ability to
block retinoic acid-inducible gen I (RIG-I) and Toll-like
receptor 3 signaling by cleaving caspase recruitment domain
adaptor-inducing IFN-B (Cardif) and Toll/interleukin-1
(IL-1) receptor domain-containing adaptor-inducing IFN
proteins, respectively. NS3/4A protease activity allows the
virus to evade the cellular innate immune response, which
may influence the subsequent development of adaptive im-
munity to HCV, virus persistence, and the response to IFN-
based therapy (21).

HCYV is the causal agent of chronic liver infection, which
afflicts more than 170 million people worldwide (http://www
.who.int/mediacentre/factsheets/fs164/en/), and one of the
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leading causes of liver cirrhosis and failure (9). The standard of
care for patients with chronic hepatitis C is treatment with
pegylated IFN-a (pegIlFN-a) plus ribavirin (RBV). However,
only 50 to 60% of the patients treated with pegIFN-a and RBV
achieve a sustained virologic response (SVR) (18). In human
immunodeficiency virus type 1 (HIV-1) patients coinfected
with HCV, standard therapy elicits significantly lower rates of
SVR. Among patients infected with HCV genotype 1 or 4, the
SVR rate is only about 30% (5, 50). Therefore, a considerable
effort has been made to develop markers associated with a
better response to IFN-based therapies in HCV-HIV-1-coin-
fected patients.

Similar to other RNA viruses, one prominent feature of
HCV is its genetic variability (30). Experimental evidence has
demonstrated that HCV populations consist of a distribution
of mutant genomes termed quasispecies (25). High mutation
rates and the quasispecies dynamics of HCV are intimately
related to both viral disease and antiviral treatment strategies
(30). Several directly acting antiviral (DAA) agents for HCV
infection are in phase 1 to 3 clinical trials (41). The most
advanced compounds are inhibitors of the NS3/4A protease
and include telaprevir and boceprevir, which are in phase 3
clinical development in combination with peglFN-a and RBV.
However, DAA therapies may be limited by the rapid selection
of resistant virus unless administered in combination with
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TABLE 1. Clinical characteristics of patients with chronic HIV-1-HCV coinfection treated with pegIFN-a—RBV therapy
Parameter SVR Treatment failure P value®
No. (%) of samples 19 (34) 37 (66)
Mean patient age, yr (range) 40.9 (32-53) 39.4 (23-50) 0.3680
No. (%) of patients with IL-28B risk allele rs12979860 2(11) 24 (65) 0.0002
No. (%) of: 0.6936
Females 5(26) 8(22)
Males 14 (74) 29 (78)
No. (%) with HCV subtype: 1.0000
la 13 (68) 25 (68)
1b 6(32) 12 (32)
Mean CD4™ cell count/ul (range) 553 (309-1186) 546 (265-1165) 0.7423
Mean ALT activity (U/liter) (range) 77.1 (13-208) 78.9 (15-239) 0.7033
Mean AST activity (U/liter) (range) 48.0 (19-89) 55.2(24-157) 0.4516
Mean HCV RNA level (log,;, IU/ml) (range) 5.75(3.37-7.11) 6.25 (5.04-7.10) 0.0112
No. (%) of patients with undetectable HIV-1 RNA (<50 copies/ml) 15 (79) 30 (81) 1.0000

“ Age, Mann-Whitney U test; IL-28B genotype, Fisher’s exact test; gender, Fisher’s exact test; HCV subtype, Fisher’s exact test; CD4" T cell count, Mann-Whitney
U test; ALT (alanine aminotransferase) and AST (aspartate aminotransferase), Mann-Whitney U test; HCV RNA level, unpaired ¢ test; undetectable HIV-1 RNA,

Fisher’s exact test.

peglFN-a and RBV. Thus, pegIFN is likely to remain a basis
of therapy in the near future.

We hypothesize that NS3/4A protease, by disrupting the
signaling pathway involved in the production of IFN-a/B, could
be implicated in the response to IFN-based therapy. Evasion of
innate immune responses likely exerts a negative influence on
the subsequent development of adaptive immunity to HCV
and possibly contributes to virus persistence and resistance to
therapy. We previously established the relationships between
genotype, phenotype, and fitness within the NS3/4A quasispe-
cies (13). In the present study, the impact of NS3/4A protease
activity and quasispecies complexity on virus clearance after
IFN-based therapy was examined in HCV-HIV-1-coinfected
patients.

MATERIALS AND METHODS

Patients. A total of 56 samples from 56 HCV-HIV-1-coinfected patients at
our HIV clinic were analyzed (Table 1). All patients included in this study were
infected with HCV genotype 1 (38 with subtype 1a and 18 with subtype 1b) and
had a standard course of treatment with peglFN-a and RBV with a known
virologic response status at 24 weeks posttreatment. The duration of treatment
was the same for all patients. Plasma samples were taken at the pegIFN-a—RBV
treatment baseline. Patients 50 and 51 correspond to patients A and B in the
study by Franco et al. (13). The HCV genotype, a marker for hepatitis B virus
(HBV) infection, HCV and HIV-1 viral loads, CD4" T cell counts, and liver
enzyme levels were all determined using standard procedures. IL-28B genotyp-
ing was performed as described previously (2). Written informed consent was
obtained from each patient who participated in this study, and ethics approval
was obtained from our Institutional Review Board.

Recovery and analysis of HCV NS3 protease sequences. RNA extraction and
amplification were performed as previously described (14, 26). Briefly, the HCV
RNA was extracted from 140 pl of plasma and amplified by PCR using a nested
primer set. After the viral RNA was isolated, 5 pl of resuspended RNA was
reverse transcribed and PCR amplified by using the SuperScript III One-Step
reverse transcription (RT)-PCR system with Platinum 7ag DNA polymerase
(Invitrogen) and genotype la oligonucleotides NS3P1A1 (sense; 5'-CAAGGG
GTGGAGGTTGCTGGC-3', residues 3389 to 3409 of the HCV-J strain with
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GenBank accession number D90208) and NS4B-4 (antisense; 5'-AGTACTGT
ATCCCGCTGATG-3', residues 5647 to 5666 of the HCV-J strain). The oligo-
nucleotides for subtype 1b were HCVproL1 (5'-GCAAGGGTGGCGACTCCT
TGC-3', residues 3392 to 3412 of the HCV-J strain) and NS4B-4. A nested PCR
was then performed with a 5’ subtype 1a oligonucleotide (NS31ala) containing
an EcoRI site (underlined), residues 21 to 34 of NS4, and a dipeptide linker,
Gly-Gly, along with residues 2 to 8 of NS3 (residues 3411 to 3431 of the HCV-J
strain): 5'-GGGTTGAATTCTATGGCTCCTATTGGCTGCGTGGTCATAG
TGGGCAGGATTGTTTTGTCCGGGAAGGGAGGACCCATCACGGCGT
ACGCCCAG-3". The 3’ oligonucleotide (NS31ar4) was complementary to res-
idues 3930 to 3950 of the HCV-J strain (amino acid residues 175 to 181 of NS3)
and contained an in-frame stop codon (bold) flanked by an Xhol site (under-
lined): 5'-GGGAGGGGCTCGAGTCAGGACCTCATGGTTGTCTCTAG-3'.
For subtype 1b, oligonucleotides HCVproL2 (sense, 5'-GGGTTGAATTCTAT
GGCTCCTATTGGATCTGTTGTTATTGTTGGAAGAATTATTTTGTCTG
GAAGAGGAGGACCTATCACGGCCTACTCCCAA-3', residues 3414 to
3434 of the HCV-J strain) and HCVproR (antisense, 5'-GGGAGGGGCTCG
AGTCAAGACCGCATAGTAGTTTCCAT-3', residues 3933 to 3952 of the
HCV-J strain) were used. The PCR products were digested with EcoRI and
Xhol and ligated to pBSK (Stratagene) to generate a B-gal-HCV NS3,_5,/4,; 34
protease fusion protein (PHCVNS3,_5,/4,, 34 protease). To ensure that multiple
NS3/4 protease templates were present in each quasispecies that was analyzed,
four different PCR amplifications were performed for each sample and pooled
before cloning. Endpoint RNA limiting dilution was performed before RT-PCR
to ensure that an excess of template HCV RNA was present in the PCR ampli-
fication mixtures. At least 25 RNA molecules were added in each of the four
PCR amplifications. A minimum of 20 individual plasmid clones were obtained
and analyzed for each sample (range, 20 to 60). The previously cloned quasispe-
cies (13), samples 50 and 51 (96 and 97 clones, respectively), were also included
in the analysis. The different proteases were sequenced with the flanking oligo-
nucleotides T3 (5'-ATTAACCCTCACTAAAGGGA-3") and T7 (5'-TAATAC
GACTCACTATAGGG-3") using the BigDye v3.1 kit in the 3100 DNA sequenc-
ing system (Applied Biosystems). Sequence alignment and editing were
performed with the Sequencer version 4.1 (GeneCodes) software program. For
phylogenetic analysis, the PAUP* 4.028 software package was used with a
GTR + G model of evolution. Nucleotide and amino acid p distances (the
proportions [p] of nucleotide sites at which two sequences being compared are
different) were calculated by the MEGA 4 software package (48). Nucleotide and
amino acid heterogeneity data were obtained from the distance matrix generated
by the MEGA 4 software package used to calculate p distances. The normalized
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Shannon entropy (Sn) value was calculated as Sn = —3; (p;In p;)/In N, where N
is the total number of sequences analyzed and p; is the frequency of each
sequence in the viral quasispecies. Sn varies from 0 (no complexity) to 1 (max-
imum complexity) (51). To determine possible selective pressures, the propor-
tion of synonymous substitutions to potential synonymous sites and the propor-
tion of nonsynonymous substitutions to potential nonsynonymous sites were
calculated by the SNAP software program (19). To estimate codon-specific
selection pressures, we used the fixed-effects likelihood (FEL) method, which
directly estimates nonsynonymous and synonymous substitution rates at each site
(17). The HKY85 nucleotide substitution bias model was used with FEL.

Genetic screen for determining the catalytic efficiency of HCV NS3/4A pro-
teases. The catalytic efficiency of the different HCV NS3/4A proteases was
determined using a previously described bacteriophage lambda (\)-based genetic
screen (13, 26). A plasmid with the Cardif NS3/4A protease cleavage site,
EREVPC/HRPS, was constructed (pcl.Cardifcro). The Cardif cleavage site was
introduced by using pc.HCVNS4B/NS5Acro (13) as a template and a PCR
overlap extension protocol (37). Two fragments containing the Cardif cleavage
site were amplified in separate amplifications. For amplification of the 5" frag-
ment, the cI19 oligonucleotide (sense; 5'-CCATTAACACAAGAGCAGCTT-
3', positions 19 to 39 of the X\ cI repressor) (42) was used with an antisense
oligonucleotide containing the Cardif cleavage site 4BSACARDIFR (5'-TGAC
GGTCGATGGCACGGTACTTCACGCTCCTCATTGCGCGCCTGAACAT
GAGA-3"). For amplification of the 3’ fragment, cI697R (antisense; 5'-TTCA
GGCCACTGACTAGCGAT-3', positions 679 to 699 of the X cI repressor) was
used with a sense oligonucleotide containing the Cardif cleavage site
4B5ACARDIFF (5'-GAAGTACCGTGCCATCGACCGTCACTAAGGGATG
TTTGGGCGCGCATGTTCTCACCT-3"). The PCR mixture contained 20 pmol
of each primer, 200 pM deoxynucleoside triphosphates, 2.5 mM MgCl,, PCR
buffer (10 mM Tris-HCI, pH 8.3, and 50 mM KCl), and 0.5 U Tag polymerase
(Promega) in a total reaction volume of 50 pl. Cycling parameters were 1 cycle
of denaturation at 95°C for 2 min, followed by 35 cycles of 30 s at 95°C, 30 s at
55°C, and 45 s at 72°C, with a final extension step of 72°C for 7 min. The 5" and
3" PCR fragments were mixed with oligonucleotides ¢I19 and cI697R, and a
second PCR was performed under the conditions described above. The resulting
PCR products were digested with Nsil and HindIII and ligated to
pc.HCVNS4B/NS5Acro previously digested with Nsil and HindIII. Escherichia
coli IM109 cells containing plasmid pcl.Cardifcro were then transformed with
plasmid pHCVNS3, ;4,/4,, 34 protease. Transformed cells were grown overnight
at 30°C in the presence of 0.2% maltose-12.5 pg/ml of tetracycline-20 pg/ml of
ampicillin, harvested by centrifugation, and resuspended to an optical density at
600 nm of 2.0/ml in 10 mM MgSO,. To induce the expression of HCV
NS3,_151/421.34 protease, cells (20 pl) were incubated in 100 pl of Luria-Bertani
(LB) medium containing 12.5 pg/ml tetracycline, 20 pg/ml ampicillin, 0.2%
maltose, 10 mM MgSO,, and 0.1 mM isopropyl-B-p-thiogalactopyranoside
(IPTG) for 1 h. The cell cultures were then infected with 10° PFU of \ phage.
After 3 hat 37°C, the titer of the resulting phage was determined by coplating the
cultures with 200 wl of E. coli XL-1 Blue cells (adjusted to an optical density at
600 nm of 2.0/ml in 10 mM MgSO,) on LB plates using 3 ml of top agar
containing 12.5 pg of tetracycline/ml, 0.2% maltose, and 0.1 mM IPTG. After
incubation at 37°C for 6 h, the resulting phage plaques were counted in order to
score growth. In the experiments in which E. coli cells express master protease
sequences from study samples, N phage replicated up to 1.45 log (range, —0.18
to 1.45)-fold more efficiently than in cells that did not express the HCV
NS3,_151/421.34 construct or a construct with a patient protease variant carrying
the inactivating substitution S139A.

Statistical analysis. The unpaired ¢ test, the Mann-Whitney U test, Fisher’s
exact test, and linear regression analysis of covariates were performed using
GraphPad Prism version 4.00 for Windows (GraphPad, San Diego, CA).

Nucleotide sequence accession numbers. The HCV NS3 sequences obtained
and characterized in this study have been submitted to the GenBank database
under accession numbers HQ891983 to HQ893534.

RESULTS

Study population. Most patients (55/56, 98%) were on an-
tiretroviral therapy, and most patients (45/56, 80%) had con-
trolled HIV-1 replication (below 50 copies/ml). Nineteen pa-
tients (34%) responded successfully to HCV treatment (i.e.,
achieved SVR). The proportion of patients infected with HCV
subtype la who achieved SVR (32%) was not significantly
different from the proportion of patients infected with subtype
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1b viruses (32%, P = 1.0000, Fisher’s exact test). A significantly
higher HCV RNA load was measured in patients who failed
treatment (P = 0.0112, unpaired ¢ test). Likewise, IL-28B risk
allele rs12979860 was significantly associated with treatment
failure (P = 0.0002, Fisher’s exact test). HBV infection was
detected in only one sample (from patient 45). No significant
differences were found between those who achieved SVR and
those who did not with respect to sex, age, HIV-1 viral load,
liver enzymes, or CD4" T cell count.

HCV NS3/4A quasispecies diversity. A total of 1,745 clones
(an average of 31 clones per patient) were isolated, sequenced,
and analyzed. Neighbor-joining phylogenetic reconstruction
was performed for all NS3 protease nucleotide sequences to
determine the evolutionary relationships of the different vari-
ants. Sequences from each individual produced a monophyletic
group, which was supported by bootstrap analysis (data not
shown). Similarly, sequences from subtype la and 1b viruses
segregated separately. Similar numbers of clones per patient
were obtained from those in the SVR and treatment failure
groups (32 and 31, respectively, P = 0.8849, unpaired ¢ test).
Diversity was assessed by calculating intrasample genetic dis-
tances. Mean nucleotide p distances were higher in the group
of patients who failed therapy than in the patient group with
SVR (0.0127 and 0.0108, respectively; Table 2). However,
these values were not significantly different (P = 0.2579, un-
paired ¢ test). A wide range of different nucleotide p distances
was found within the two groups of patients (0.0034 to 0.0027
and 0.0027 to 0.0247, respectively), suggesting that different
diversifying forces are acting in different individuals. Remark-
ably, we identified a positive relationship between the nucleo-
tide p distance and patient viral load (P = 0.0205, linear re-
gression; Fig. 1A). No significant difference was found between
the amino acid p distance of therapy failures and SVRs (0.0072
and 0.0073, respectively, P = 0.9122, unpaired ¢ test). Interest-
ingly, the amino acid p distance was significantly shorter in
patients with an IL-28B risk allele (0.0060 versus 0.0188, P =
0.0084, unpaired ¢ test). This difference in the amino acid p
distance was not observed at the nucleotide level (0.0136 ver-
sus 0.0150, P = 0.5172, unpaired ¢ test). This result suggests
that IL-28B risk allele carriers exert a lower positive selection
pressure on the NS3/4A protease.

The synonymous-to-nonsynonymous (ds/dn) mutation ratio,
a marker of selective pressure, was compared between patients
with SVR and those who failed treatment (Table 2). The ds/dn
ratio was greater than 1 in the 56 quasispecies analyzed, indi-
cating a preponderance of genetic drift over selection within
the coding region studied. However, different values were
found for each quasispecies, ranging from 2.51 to 26.71, dem-
onstrating that different selective constraints may be acting on
different quasispecies. Patients who failed treatment exhibited
a significantly higher mean ds/dn ratio (16.08) than SVRs
(10.37) (P = 0.0383, unpaired ¢ test; Table 2). Again, a signif-
icantly lower proportion of nonsynonymous mutations to po-
tential nonsynonymous sites (dn) was observed in patients with
an IL-28B risk allele (0.0027 versus 0.0036, P = 0.0490, un-
paired ¢ test). In contrast, this difference in the dn value was
not observed when the proportion of synonymous mutations to
potential synonymous sites (ds) was calculated (0.0037 versus
0.0039, P = 0.7295, unpaired ¢ test). Positive selective pressures
were also evaluated using FEL, which directly estimated syn-
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TABLE 2. Comparison of HCV NS3 protease coding region quasispecies
Parameter SVR (n = 19) Treatment failure (n = 37) P value®

p distance

Nucleotides 0.0108 = 0.0016 (0.0027-0.0247)" 0.0127 = 0.0009 (0.0034-0.0027)" 0.2579

Amino acids 0.0073 = 0.0008 (0.0020-0.0169) 0.0072 = 0.0006 (0.0030-0.0159) 0.9122
% Heterogeneity

Nucleotides 74.17 £ 5.33 (33.33-100) 85.48 = 2.04 (52.27-100) 0.0208

Amino acids 37.88 * 2.93 (16.67-61.90) 43.00 = 3.02 (17.31-80.00) 0.2825
ds 0.0320 *+ 0.0056 (0.0046-0.0906) 0.0412 =+ 0.0032 (0.0076-0.0856) 0.1311
dn 0.0032 * 0.0003 (0.0009-0.0077) 0.0031 * 0.0003 (0.0007-0.0073) 0.9145
ds/dn ratio 10.37 * 1.66 (2.51-26.71) 16.08 = 1.72 (3.48-23.11) 0.0383
Sn value

Nucleotides 0.8278 = 0.0416 (0.4830-1.000) 0.9188 = 0.0136 (0.6942-1.000) 0.0252

Amino acids 0.4973 *+ 0.0439 (0.1978-0.8062) 0.5525 = 0.0339 (0.2484-0.8945) 0.3343

“ Unpaired  test.
? Values are mean = SEM (range).

onymous and nonsynonymous substitution rates at each site
(17). Nine positively selected codons were identified in nine
samples (see Table S1 in the supplemental material). Six of
these positions, V33, T61, V83, P86, Q89, and A147, are com-
mon polymorphisms found in genotype 1 isolates (19). The
other three positions, P88, G120, and F169, are highly con-
served, though a few variants can be found in databases. Eight
of the codons identified, V33, T61, V83, P86, P88, Q89, G120,
and A147, have been described as belonging to a cytotoxic T
lymphocyte (CTL) epitope (52).

When the nucleotide or amino acid p distances were
grouped by subtype, la or 1b, independent of therapy re-
sponse, no significant differences were observed (0.0125 to
0.0111, P = 0.4338, for nucleotides; 0.0068 to 0.0082, P =
0.1571, for amino acids [unpaired ¢ test]).

Mutations conferring resistance to NS3 protease inhibitors
(PIs) were also found in 31 (55%) of the study quasispecies
(see Table S2 in the supplemental material). Thirty-five (2.0%)
of 1,745 individual clones had one resistance substitution. Five
quasispecies had the resistance substitution Q80K in the ma-
jority of their individual clones. Similarly, one quasispecies had
the V55A substitution as a dominant variant. The mutations
V36M/A, T54A, V55A, RI55K/T, A156T/V, and VI170A,
which have been found in patients who fail therapy with the PIs
telaprevir and boceprevir (40, 41, 47), were also observed in
individual clones (see Table S2 in the supplemental material).
The proportion of resistance mutations was not different be-
tween patients undergoing antiretroviral therapy including or
not including HIV-1 PI (P = 0.7859, Fisher exact test).

HCV NS3/4A quasispecies complexity. Complexity was as-
sessed by computing the heterogeneity and Sn value of each
quasispecies. Significantly greater quasispecies nucleotide het-
erogeneity and higher Sn values were found within the group
of patients who failed therapy (Table 2). At the amino acid
level, patients who failed therapy also had higher values but the
difference was not significant. Similar to nucleotide p distance
analysis, we identified a positive relationship between nucleo-
tide heterogeneity and the Sn value and the patient’s HCV
viral load (P = 0.0011 and P = 0.0002, respectively, linear
regression analysis; Fig. 1B and C). These results demonstrate
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that lower treatment baseline NS3 protease quasispecies com-
plexity is associated with SVR.

When sequences were grouped by subtype, a significantly
higher Sn value was observed in subtype 1b amino acid quasi-
species (0.4974 and 0.6104 for subtypes 1a and 1b, respectively,
P = 0.0484, unpaired ¢ test). No significant differences were
observed at the nucleotide level (0.9054 and 0.8616 for sub-
types la and 1b, respectively, P = 0.2404, unpaired ¢ test).

Catalytic efficiency of HCV NS3/4A protease and response to
IFN-based therapy. The catalytic efficiency of the dominant
quasispecies of each type (Fig. 2) was assayed for Cardif cleav-
age using a bacteriophage N\ genetic screen (13, 26). The en-
zymatic activities of variant proteases were evaluated by engi-
neering the Cardif cleavage site in the \ cI repressor. The
enzymatic activity was related to the activity of a patient pro-
tease variant carrying the inactivating substitution S139A. The
distribution of log enzymatic activity values ranged over 2 or-
ders of magnitude, which likely reflects the fact that mutations
present in the different proteases affected their catalytic Car-
dif-cleaving efficiency (Fig. 3A). To further demonstrate the
specificity of the genetic screen employed here, the assay was
also performed in the presence of 25a, an inhibitor of the HCV
NS3/4A protease (22). The enzymatic activity of one of the
proteases that displayed a high efficiency level (sample 50) was
inhibited by 25a (Fig. 3A). When the log enzymatic activities
were grouped by patient response to IFN-based therapy, a
significantly higher value was obtained in the SVR group
(mean * standard error of the mean [SEM], SVR versus
treatment failure group, 0.8970 * 0.0556 versus 0.7269 =+
0.0530; P = 0.0497, unpaired ¢ test; Fig. 3B). Remarkably,
within the treatment failure group, some proteases had no
Cardif-cleaving activity (samples 90 and 156; Fig. 3A) or very
low activity (samples 51, 56, and 63). Proteases with low cata-
Iytic efficiency were not observed in the SVR group. Notably,
the former low-activity proteases displayed good catalytic effi-
ciency when tested with the HCV NS5A/NS5B cleavage site
(data not shown). When proteases were grouped by IL-28B
genotype, those obtained from patients carrying the 1L-28B
risk genotype displayed a lower mean log catalytic efficiency
level (mean = SEM, 0.7013 = 0.0856 versus 0.8175 = 0.0456).
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FIG. 1. (A) Quasispecies nucleotide p distance as a function of the
HCYV viral load. (B) Quasispecies nucleotide heterogeneity as a func-
tion of the HCV viral load. (C) Quasispecies nucleotide Sn value as a
function of the HCV viral load. In panels A, B, and C, a significant
positive linear correlation was found.

However, this difference was not significant (P = 0.2027, un-
paired ¢ test). Overall, these results suggest that NS3/4A pro-
tease Cardif-cleaving efficiency may be associated with the
pegIFN-RBV treatment response in HIV-HCV-coinfected pa-
tients.

Next, the relationship between protease enzymatic activity
and sequence conservation was investigated. The protease Car-
dif-cleaving activity was compared to how conserved the pro-
tease amino acid sequences were relative to amino acid fre-
quencies in a reference database that included 307 sequences
of subtype 1a (consensus la in Fig. 2A) and 328 sequences of
subtype 1b (consensus 1b in Fig. 2B) (19). A positive linear
relationship was found between the conservation of sequences
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relative to the site-specific database frequencies and their rel-
ative catalytic efficiency (> = 0.1151, P = 0.0105, linear re-
gression; Fig. 4). This result indicates that selected or random
deleterious mutations are imprinted in HCV NS3 protease
sequences. In contrast, no correlation was found between pro-
tease activity and patient HCV viral load (¥ = 0.0008, P =
0.8284, linear regression).

Finally, when protease catalytic efficiencies were grouped by
subtype, a significantly higher activity level was observed in 1b
samples (mean = SEM, 1b versus 1a, 0.9119 = 0.0564 versus
0.7238 + 0.0517; P = 0.0307, unpaired ¢ test). Dominant qua-
sispecies were also grouped by subtype (Fig. 2). Noticeably,
subtype 1b virus nucleotide and amino acid p distances were
significantly greater than those of 1a viruses (0.0694 and 0.0872
for nucleotide subtypes 1a and 1b, respectively, P < 0.0001;
0.0240 and 0.0272 for amino acid subtypes 1la and 1b, respec-
tively, P = 0.0074, unpaired ¢ test), indicating greater nucleo-
tide and amino intersample diversification among 1b dominant
quasispecies.

DISCUSSION

Treatment-induced clearance of HCV infection can be af-
fected by various host and viral factors. Because a significant
number of patients fail to respond to current IFN-based ther-
apy or have significant side effects, predicting the treatment
response is of major interest. In addition, patients with HIV-1
coinfection, particularly those infected with HCV genotype 1,
have significantly lower rates of treatment response than HCV-
monoinfected patients. Significant factors associated with SVR
are the baseline HCV load and genotype. Despite HCV qua-
sispecies and treatment response being a controversial topic,
HCV quasispecies complexity before therapy has been inde-
pendently associated with treatment response (1, 7, 8, 10, 29,
31, 36, 43, 45). However, although prior studies have demon-
strated correlations in the genetic complexity of HCV hyper-
variable region 1 (HVR1) at the baseline and nonresponse to
IFN-based therapy (31), other studies have found that HVR1
genetic complexity or heterogeneity did not correlate with
HCV susceptibility to IFN-based therapy (23, 38). Genetic
studies recently identified several single nucleotide polymor-
phisms (SNPs) in and near IL-28B (which encodes IFN-A3)
that are strongly associated with HCV clearance and SVR after
IFN-based therapy (15, 35, 46, 49). This association is highly
significant for genotype 1-infected patients and more contro-
versial for non-genotype 1 infections (27, 28, 34, 35). Impor-
tantly, HIV-1 infection does not affect the association between
IL-28B SNPs and HCV clearance (2, 32, 34). However, the
IL-28B genotype does not have a positive predictive value of
100% for SVR and cannot be used as the only predictor of the
IFN-based treatment response (4).

In this study, low NS3 protease nucleotide quasispecies com-
plexity and high NS3/4A protease Cardif-cleaving efficiency
were significantly associated with a successful response to
peglFN-a—RBYV treatment. These findings provide support for
a role for the NS3/4A protease in IFN-based therapies.
Though the correlation between low protease Cardif-cleaving
efficiency and treatment failure is counterintuitive, this result
reflects the fact that sensitivity to exogenous IFN is inversely
associated with levels of IFN-stimulated genes (ISGs) (39).
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FIG. 2. (A) Amino acid sequence alignment of the subtype 1a NS3/4A dominant quasispecies. (B) Amino acid sequence alignment of the subtype
1b NS3/4A dominant quasispecies. Amino acid changes are indicated relative to a consensus amino acid obtained from a reference database that included
307 sequences of subtype 1a or 328 sequences of subtype 1b (19). The catalytic triad of the NS3/4A protease formed by His 57, Asp 81, and Ser 139 is
underlined. The Zn?>* binding site, Cys 97, Cys 99, Cys 145, and His 149, is also underlined. Dots indicate amino acid sequence identity.

Moreover, individuals with IL-28B genotypes associated with
SVR have lower pretreatment levels of hepatic ISG expression
than individuals carrying the risk genotypes (16). Activation of
the endogenous IFN system in HCV-infected patients may
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hamper the response to IFN-based therapy, most likely by
inducing a refractory state of the IFN signaling pathway (39).
Nevertheless, alternative interpretations of our findings cannot
be discarded because there is a wide variation in the ISG
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expression and induction levels among patients during IFN-
based therapy. A recent study has demonstrated that NS3/4A-
mediated Cardif cleavage is an important, but not unique,
determinant of activation of the IFN system in the livers of
patients with chronic hepatitis C (6). We also observed signif-
icantly lower protease activity in 1a samples than in 1b samples.
Similarly, subtype la has been associated with a weaker re-
sponse to IFN-based therapy than subtype 1b (20).

Another important correlation found in this study is the
positive relationship between the catalytic efficiency of the
NS3/4A protease and its amino acid conservation. The precise
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FIG. 2—Continued.

conservation of some NS3 protease segments implies that cer-
tain amino acid changes affect enzyme viability. Indeed, muta-
tions associated with drug resistance and CTL escape have
been shown to have an impact on HCV fitness (44). Yet, little
is known about the distribution of catalytic efficiency among
NS3 protease mutations at the population level. Our results
demonstrate how positive selection processes, random drift, or
purifying negative selection of insufficiently fit variants can
imprint HCV NS3 protease sequences and, as a consequence,
modulate HCV fitness. Importantly, some mutations can affect
the capability of the protease to process Cardif but not its

. &
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FIG. 3. Comparative catalytic efficiencies of 56 master HCV NS3/4A proteases based on Cardif cleavage. The catalytic efficiency of each
protease variant was compared to that of a patient protease variant carrying the inactivating substitution S139A (0.0). White bars correspond to
patients who failed therapy. Black bars correspond to patients with SVR. One gray bar corresponds to sample 50, which was tested in the presence
of 20 pM 25a, an inhibitor of the HCV NS3/4A protease (22). Three independent replicates were performed for each sample. Error bars
correspond to standard deviations. Catalytic efficiency distribution of 37 master NS3/4A proteases from treatment failure patients (squares)
compared to the distribution of 19 proteases from patients with SVR (triangles). The horizontal continuous lines represent the mean values. NR,

nonresponders.
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FIG. 4. HCV NS3/4A protease catalytic efficiency based on Cardif
cleavage as a function of sequence conservation. The catalytic effi-
ciency was measured for 56 master proteases obtained from 56 patients
and compared to how conserved the protease amino acid sequences
were relative to amino acid frequencies in a reference database that
included 307 sequences of subtype 1a and 328 sequences of subtype 1b
(19).

ability to cleave viral polyprotein. This finding has implications
not only for HCV fitness at the population level but also for
therapeutic strategies targeting NS3/4A protease and aimed at
limiting viral replication.

This study extends and confirms recent studies in which
HCV quasispecies (43), in particular, NS3 quasispecies (8),
complexity before treatment was identified as an independent
predictor of SVR. A wide range of nucleotide and amino acid
quasispecies diversity was observed in both patient groups,
those with SVR and those who failed treatment. However, no
significant differences were detected between the groups. A
positive correlation was found between quasispecies nucleo-
tide diversity and sample viral load, indicating that both high
NS3 quasispecies diversity and a heavy viral load are signaling
in the same direction: treatment failure.

To the best of our knowledge, this is the first study to inves-
tigate the relationship between HCV quasispecies diversity and
the host IL-28B genotype. Our results provide compelling ev-
idence of less NS3 protease amino acid quasispecies diversifi-
cation in patients with an IL-28B risk allele and suggest that
IL-28B risk allele carriers exert less positive selection pressure
on the NS3/4 protease. Whether the lower amino acid quasi-
species diversification in patients with an IL-28B risk allele is
restricted to the NS3 protease coding region or affects other
viral genomic regions remains to be elucidated. Lower NS3
protease amino acid quasispecies complexity (heterogeneity
and Sn value) was also detected in IL-28B risk allele carriers,
but this difference was not significant (data not shown). Taking
into account the diversification of nucleotide quasispecies,
which is essentially almost identical in the two groups of IL-
28B genotype carriers, a tendency for less NS3 protease amino
acid quasispecies diversification in patients carrying the IL-28B
risk allele is clear. Determination of the IL-28B genotype in
longitudinal HCV quasispecies previously reported in studies
may provide critical insights into the relationship between IL-
28B and early spontaneous virus clearance (12), IFN-associ-
ated viral clearance (8, 11, 31), HCV emergence following liver
transplantation (24), and the association with progression to
end-stage liver disease (33).

PI mutations observed in our study include V36A, Q41R,

174

J. VIROL.

F43S, T54A, V55A, Q80R/K, RISSK/T, A156T/V, D168G/
N/E, and V170A. Three PI mutations (V36M, V55A, and
Q80K) were found as dominant variants. The substitutions
V36M and V55A were identified in one sample, whereas the
substitution Q80K was detected in four patient samples. Re-
markably, one sample (number 140) had two dominant resis-
tance mutations: V36M and Q80K. The V36M mutation con-
fers low-to-moderate resistance to telaprevir, boceprevir, and
narlaprevir and higher resistance to telaprevir in conjunction
with a R155K or A156T mutation (40). The V55A mutation
confers low resistance to boceprevir (47). The Q80K mutation
is associated with significantly reduced susceptibility to TMC-
434350 and low-level resistance to vaniprevir and danoprevir
but wild-type susceptibility to telaprevir and boceprevir (3).
The other mutations associated with resistance were observed
only as low-level variants, and most of them were detected in
one clone per sample; only mutations Q41R and D168G were
found in two clones of the same sample. The mutations
R155K/T and A156T/V, which are associated with resistance to
multiple PIs (41), including telaprevir and boceprevir, were
also detected in our study samples. The A156S/T/V mutations
are associated with high resistance to telaprevir and boceprevir
(40, 47). These findings expand upon those of Chary et al. (8),
confirming that the mutations R155K/T and A156T/V are mi-
nority variants in PI-naive patients. Using an allele-specific
PCR protocol that detects the A156S/T/V substitutions in at
least 0.05 to 0.5% of the viral population, we observed that
65% of Pl-naive patients had at least one minor resistance
variant at this NS3 position (S. Franco et al., unpublished
data). Nevertheless, whether drug-resistant mutants present at
low levels are associated with an increased risk of PI therapy
failure remains to be elucidated.

Our study has some limitations that are worth noting. First,
although our conclusions were supported statistically, they had
narrow significance. Our results were likely limited by the small
sample size, particularly by the small group of patients with
SVR. Nevertheless, our results are in agreement with previous
work and show a consistent trend. Second, the in vitro ap-
proach used to measure the capability of the protease to cleave
Cardif only partially mimics what happens in vivo. However,
the finding that defective or highly deleterious proteases that
cleave Cardif were observed only in patients who failed therapy
strongly supports the hypothesis of a role for the NS3/4A
protease in the response to IFN-based therapies. Future work
should include an evaluation of the pretreatment hepatic ac-
tivation of endogenous IFN and whether it is related to the
catalytic efficiency of the HCV NS3/4A protease in vivo.
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Pensava que aquest capitol de la Tesi, els agraiments, seria el més facil d’escriure
ja que el tenia en ment, abans i tot de comengar, o perque potser era el que em feia més
il-lusio de redactar, pero a I'hora de la veritat... he estat postergant aquest moment al
maxim... fins ara que estic a punt d'imprimir tots aquest anys passats en paper i just
ara... tinc la ment en blanc. Crec que la ra6 del meu bloqueig, rau en qué quan acabi
aquest capitol, aquest silQue sera el tant esperat punt i final, el s’ha acabat el broquil!,
el “game over”, el “this is the end, my only friend” (amb el permis de Jim Morrison i de
Teddy Bautista...) ... i fa mal! Perque han sigut uns anys brutals que no oblidaré mai... com
tampoc a la gent que m’ha acompanyat en aquest viatge cientific, i me I'ha fet més facil
i agradable. I per aix0 en aquetes quatre lletres intentaré plasmar la meva estima cap
aquestes persones. | quan costa arrancar... el que s’ha de fer és comencar pel principi...

Vull agrair:

primer de tot, al Miguel Angel Martinez, el “jefe”, que em donés la oportunitat
de poder arribar fins aqui. Sense ell i la seva confianca dipositada en mi no hagués
pogut saber el que és formar part d'un grup d’'investigacid, on el més important és la
curiositat, I'afany per saber més i la cooperacié entre persones. Tampoc hagués pogut
fer la meva primera xerrada en public, superant pors, nervis, estrés i un herpes horrorés,
en una sala tant brutal com la Sala Prat de la Riba, ni creuar I'Atlantic per anar a un dels
congressos més important en la nostra disciplina, el CROI, on em vaig donar compte del
perque ens passem les hores que ens passem treballant i picant pedra per superar tots
els problemes i entrebancs que sorgeixen en el laboratori, el perque de tants nervis,
d’alguns plors, de certs mal humors o esporadiques nits d'insomni... que bonic és saber
que no estas sol... i que hi ha un munt de gent treballant i esfor¢ant-se perqué gent que
esta malalta, pugui arribar a estar millor o inclis curar-se. Gracies per permetre’'m tots
aquests anys meravellosos, on he aprés més del que em podria imaginar.

Després, vull agrair amb totes les meves forces al meu grup, “les molones”:

A la Sandra, per tot el seu temps i paciencia en els moments en que jo era una
estudiant de practiques, i havia de suportar-me, com una paparra al seu costat, espiant
cada moviment amb la pipeta que feia, preguntant el per que? de tot els passos i per
encaixar amb esportivitat les pifies tipiques d’algd que comenga...ups!. També li he
d’agrair tots aquests anys de doctorat, en que mai es va desvincular del meu treball,
ajudant-me sempre amb tot i fent-se seus, els meus problemes, talment com si un cordé
umbilical cientific ens unis. Gracies per tenir-ho totapuntatipoder confiar sempre, enles
teves llibretes. | també he d’agrair-li tots els moments “after-lab”, que em compartit, els
anims que m’ha donat en moments importants i per la paraula magica que em va regalar,
la qual sempre m’acompanyara i m’ajudara alla on sigui “TOOOOWANDAAAAAAA”! Amb
aquest mot podrem amb tot, Sandra!

Ala Mariona, per tota la teva feina, dedicacid, esforg, suor (buf! davant el bunsen
mil hores al’estiu!, no hi ha paraules per agrair aixo), les teves llibretes amb els protocols
apuntats al mil-limetre (faria un monument de les teves llibretes!), la teva feina posant
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ordre al laboratori (de la qual cosa, al final em vaig fer una “fun” absoluta i em vaig
tornar una obsessiva... ja se sap amb els deixebles, a vegades superen al mestre...) la
teva vitalitat i energia (tot i dormir poc...) s’encomana i et posa les piles en un moment.
[ també per ser, a part d'una companya de feina excepcional i eficient, una amiga, amb
qui es pot comptar.

Ala]Jelen, la Capel, a la meva Elena... 1a teva arribada al grup va ser com si entrés
la primavera al laboratori i es quedés per sempre. Un raig d’energia positiva i bon rotllo
ens va embriagar, i encara n’estem extasiats. La teva alegria s’encomana i ens fa la feina
més facil i agradable a tots, la qual cosa és molt important, en el nostre gremi, ja que
molt sovint ens trobem amb frustracions i culs de sac, dificils de pair. No només t’he
d’agrair el teu suport i complicitat al lab., sempre escoltant els meus problemes amb
els clons... siné que també fora d’ell, on ets una persona important, amb qui compto
cegament.

Ala Maria, li vull agrair tots els seus consells tant sobre temes cientifics, plens de
sapiencia, experiencia, i professionalitat, com sobre temes no tan cientifics. Li agraeixo
tot el seu temps, dedicacid i paciéncia en aquelles tardes on jo estava enganxada amb
problemes de PCRs, ordinador bloquejat, programa de seqiiencies incomprensible... i
ella tot i tenir 50.000 compostos per provar i ser passades les 19h... alli es quedava
aguantant la meva “txapa” i les meves “rallades”, per consolar-me, entendre’'m, i donar-
me una idea nova per provar.

A la Gloria, li vull agrair la seva gran disposicio, tot i estar enfeinada fins a les
celles, sempre a punt per donar una resposta, per alleugerir un protocol, per a plantejar
noves preguntes, en definitiva per a donar un cop de ma costi, el que costi. La seva
capacitat de feina és al-lucinant, i envejable, com també el seu entusiasme i dedicacié a
la ciéncia.

Vull agrair també a tota la gent del laboratori, dels altres grups:

Al Gerard, al meu amic de I'anima. Primer he d’agrair que es quedés a Irsi, tot
i ja ser doctor... ja que pensar en pujar al laboratori i no trobar-lo és una idea, que
simplement no podria suportar. Ja em va costar de pair quan va marxar cap a Alemanya...
massa temps pel meu gust... je je.. que només d'imaginar-me que no podria sentir a
I'hora de dinar, o entre passadissos o a p3, un dels seus acudits, una de les seves frases
ocurrents, una recomanacié d’un llibre, d'un concert, d'una pel-licula o d'un CD, una
imitacié o com canta una cang6 de Javier Ruival, buf! Quina pena! Per mi ets una gran
persona tant a nivell huma, sensible, bo, generds, amic dels seus amics i com a cientific,
dels investigadors que viu més la seva feina i la fa gaudir als altres.

Ala Samandhy, mi chama! A mi amiga tanto dentro del lab como fuera. Por todos
los momentos vividos, los duros y dificiles en los que has sido un pilar, una columna de
estas griegas, con cariatidas y todo, las cuales no se immutant caiga la que caiga, pase lo
que pase, auguantando estoicamente y encima con glamour... y los momentos de "rauxa
i disbauxa” dénde me ha acompafiado siempre, con tu alegria y ganas de vivir.
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A les grecas: a la M2Carmen, per el seu “carinyo” enorme (totalment reciproc!),
el seu somriure sempre a punt, per les ganes i el impetu que posa en la seva feina i
en fer-nos la vida més facil a tots, en el laboratori. Per ser una manetes, no només en
la seva feina, sing fora, pregunteu-li pels seus “fistros”.A la Judith, la incombustible i
incondicional Judith. Capag de recolzar-te en tot i a ultranca, sense renecs, ni recances.
“Full equip, full time, 24 hours, 365 days, by Mobile”. Olé tu, olé tu! A la Julia, per tots
els seus consells bonissims i sempre a punt, paraules justes i certes. Per la templanga,
serenor i pau que regala, perqueé es puguin superar el moment més estressant de la vida.
A la Itziar, zure laguntza tekniko eta emozionala esker, zure amuarrain sinestezinak
eta zure irribarre inborrable egiteko. La veritat és que no sé, si el que acabo d’escriure
és correcte... perqueé he fet una traduccié al google... pero el que si sé dir en euskera és:
Eskerrik asko polita! Que seria un resum del dit abans. A la Naria, por ser una erudita
en el mundo de las dendrites y por hacer que el resto nos apasenionemos contigo, y nos
encontremos sin querer un dia, hablando con nuestras MT4 en la estufa de cultivos no
infectados. A M2 Teresa, por ser mas que buena persona (mira que es buena personal!),
una perfeccionista de la hostia que cada dia nos hace ser mejores. A M2 José, por toda
tu ayuda en mi momento CROI. Por estar alli siempre dispuesta a ayudar a los demas,
aunque en silencio y en la retaguardia. A la Maria Pino per recordar-me amb la il-lusié
de la teva mirada, I'entusiame que té una al comencgar un I'aventura d’'un doctorat a
Irsicaixa. Que tinguis molta sort!estas en bones mans.

A la Martona Curriu, la “correcaminos”, més ben dit la “correviesdeltren”
preferida del lugar! Tu ja saps, que jo i ma mare som “funs” del teu avi... pero després
de coneixa’t a tu, ens sembles més artista tu que ell! si és que aixd possible! Deixem-ho
en un empat! M’han encantat les teves xerrades sobre XMRYV, sobre la fatiga cronica,
sobre vinyes, sobre aulives, sobre el que sigui... parlar amb la Curriu és un plaer, sobre
qualsevol cosa, perque saps que tard o d’hora acabaras fent una “carcajada” de les bones
amb una de les seves peripecies. Per quant un Phd comics based on Marta’s experience!
Seria genial! Ei! I que sapigues que et considero una valenta per enfrentar-te cada dia a
les teves pors i neures, per seguir endavant amb la teva aventura tarragonina, tot i les
adversitats, i les opinions en contra i que encara que no vinguis a jugar, sempre seras
una ohdiosa!

A la Isa, li agraeixo tots els bons moments fora del laboratori, aquelles birres al
Buenavista, després de mil hores a P3, aquells sopars de nadal on no podiem parar de
riure i de menjar pa, els karaokes, les ballaruques i per fer-me descobrir la serie Little
Britain... amb un humor tant surrealista com el seu. Brutal!

A la Silvia, per haver comptat amb la seva ajuda quan algun aparell m’ha fet la
guitza, que ha estat bastant sovint... més del que haguéssim volgut totes dues... I per
aquells moments de cafe parlant de les relacions d’avui i d’ahir, aquells moments de
sopars de nadal i ballaruques i per aquelles festes de gracia on vam popularitzar la
beguda de la nit : orxata amb melindros... encara ara, es parla de nosaltres en aquell
bar! EI' Queda pendent una sortida nocturna amb patints... que sapigues que ho tinc en
ment.
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Al Jorge, un pozo de sabiduria sin fondo! La persona con mas argumentos sobre
cualquier cosa que conozco, capaz de hacer que cualquiera reflexione y piense, ya que
cuando él habla, no se puede hacer otra cosa que escuchar y aprender. Gracias por tus
palabras, tus consejos, tus dnimos, tus cuidados y por ser como eres!

A la Marta Massanella, per fer-me veure que tot és possible amb voluntat,
ganes, esforc i treball. Cap pregunta sense resposta amb Marta la masbella! Es el millor
buscador de tots, millor que google! Arribaras molt lluny perqueé tens una empenta que
fa por, i alla tant lluny... et vindrem a veure!

A la Eli, per ensenyar-me el que és tenir caracter i personalitat i ser franca i
sincera. També li vull agrair que de tant en tant em fes notar la seva estima, encara que
fos en moments curts i puntuals, pero meravellosos per la meva part.

Al Francesc, li vull agrair el seu somriure franc i sincer, i que per cert, fa caure de
cul. Per fer-me particip dels seus entrebancs i cabories en el gran mon de la “venganza
de los clones”.. m’ha encantat compartir errors i peripecies amb tu, com també els
nervis abans d’un partit del barc¢a o abans d’un partit dels nostres propis equips. Espero
que segueixin les porres al lab perque amb el Bar¢a que tenim, avui en dia, dona gust
jugar-se-la.

A la Ruth, li agraeixo tota la tendresa transmesa, tota la seva confian¢a amb mi,
totes les paraules d’anims i de suport, les seves visites al meu lloc de treball (on no
em venia a veure ni déu!), ja sigui per xerrar un momentet entre centrifugues amb la
Mariona o posar a punt, el llibre de radioactivitat. Al teu costat ens fas sentir millors
persones.

A la Esther Jiménez, “la alegria de la huerta!”, la més valenta d’irsi, la més
“hechada pa lante” que hi ha en el lab. Em flipen les teves aventures, Marroc, parapente,
raid maritim... no pares nunca! Y no dejes de explicarnoslo que siempre es la major
parte... cuando tu lo cuentas!

Al Ferdinand, li agraeixo tots els seus intents per ensenyar-me frances, tot
comencant converses on I'inic que entenia era el “saba” ( no sé ni com s’escriu) inicial...
i res més... i per tant jo sempre contestava “saba bian”! I alli acabava tot. Ho intentaré
altre cop, ara que tindré més temps.

A I'Ester Ballana, tot el seu suport, el seu temps sempre generds per escoltar
qualsevol dubte o problema trobat en el cami d’aquesta Tesi. Li vull agrair el seu gran
valor huma, per mi francamentadmirable i totes les historiesianécdotes que m’explicava
de la seva iaia (una crack!), fent-me pensar que, si hagués pogut tenir alguna de les
meves iaies fins a la nostra edat, m’hagués agradat ser al menys la meitat de bona neta
que ha estat ella. El seu somriure sera dificil d’oblidar.

A 'Emmanuel, también le quiero agradecer sus animos, su apoyo y su carifio
hacia mi, tanto en el laboratorio como fuera de él. Seguramente nos faltan mas cafeses
y mas cervecitas juntos, pero estoy segura que tarde o temprano encontraremos el
momento.

ATAlba, li vull agrair el seu bon rotllo, l1a pau que em transmet. No em tingut molt
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de temps per compartir, pero el poc que hem tingut per mi ha estat un plaer! Que tinguis
molta sort bonica, en I'aventura que comences a Irsi.

A I'Encarna, per escoltar-me sempre que venia cap a la sala de becaris de P3
amb les meves cabories, i no trobava ningti del meu grup amb qui buidar el pap... i ella
en copsar la situacid... em regalava un petit temps, quatre paraules intercanviades, per
poder tornar al meu lloc i tornar a comencar de nou amb aire renovat.

Al Marg, li agraeixo la seva templanga, la sereno i la calma que transmet ja
que dona pau a la gent que I'envolta. M’ha encantat que compartis amb mi les seves
peripecies amb les PCRs, tot un mon féra del P3 on es sentia com peix fora de 'aigua. La
meva total admiraci6 pel Kilian Jornet del lab... algun dia ens trobarem en una marato...
el menys en la sortida segur.. ja vorem a l'arribada.

A la Teresa, li he d’agrair les millors converses de dinar que he tingut a Irsi, on
sempre s’apren alguna cosa, ja sigui sobre el mon dels invertebrats com sobre els drets
civils d'un pare sobre el seu nadé... vamos ! un altre pou de sapiencia sense fi! A la Tania,
li agraeixo les seves confidencies, la seva energia que encomanal! i el seu bon rotllo.
[ balla, balla!, no paris de ballar i de fer ballar a la gent. A I'Eulalia, li hauria de fer
un monument! Per totes les mostres facilitades, la seva predisposicié per ensenyar-
me MIL vegades com funcionava la base de dades “onemoretime”, per canviar-me la
contrasenya continuament, i per fer tot aixo i més, sense cap mena de recansa ni cap
queixa, sin6 amb l'alegria que la caracteritza. A la Lucia, la seva serenor, tranquil-litat
i predisposicio a escoltar, per mi admirable. Molta sort en I'etapa de la vida que estas a
punt de comengar! A la Cristina R, li vull agrair aquelles converses en la sala de PCRs i
al Pre-PCR, que feien la posada en marxa de la reacci6 i de la maquina molt amena, i a
la Susanna a part d’agrair-li fermament la seva feina, que en I'ombra i sense fer soroll,
ens ha donat qualitat de vida en el lab, li he d’agrair I'’entusiame, els anims i el suport
que sempre m'’ha donat en totes les meves activitats extra-lab. A la Rafi, la incansable!
A tu (i sé que a més gent,a tot el grup de mostres en general...) et dec mil reverencies
per tota la gran feina que fas atresorant, i elaborant i ordenant, aquestes mostres que
tant valuoses son per totes nosaltres. Gracies per la feina feta! També t’he d’agrair tot el
carinyo il’estima que he sentit sempre al teu costat.

Al Christian, pel seu bon humor, les seves bromes acides i picants impossibles
de no arrancar algun somriure. A la Rocio, la preciosa Rocio, a qui adoro per la seva
bondat, per les seves ganes, pel seu entusiasme i pel carinyo que li sento. Ja tinc ganes
de veure la careta de I'’Alex! Molta sort en el nou projecte! Al Matia, gli voglio ringraziare
il tuo incoraggiamento e la cura per me e che in quei Venerdi dalla fine del mese, che
iniziavano male, a la fine finiavano benissimo con le lasagne buone, buone da vero ah! E
ti ringrazio anche, che tu sempre pensavi con la versione vegetariana per me.

A Tl'’Anuska, per el seu gran talent, tant en el laboratori, com en els escenaris. Per

venir a veure a ma mare, en una de les seves actuacions, per ajudar-me i recolzar-me en
tots els projectes ja fossin cientifics com d’altre que no tant.
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ATequip de secretariat i administracio, la Cris i la Penélope un tandem perfecte
que fa que tot aquell material que necessitem ara i aqui... pugui arribar al més rapid

possible.

A l'equip de comunicacio6, la Rosina i I'Elisenda per fer-me veure que la ciéncia
no acaba al laboratori, en un congrés o en un article. Gracies per deixar-me participar en
alguna de les vostres bones idees per divulgar ciéncia.

Als jefes de grup com el Dr. Julia Blanco, el Dr Javier Martinez-Picado, el Dr.
José Esté, el Dr. Roger Paredes, el Dr. Christian Brander, la Dra. Margarita Bofillaila
Dra. Lidia Ruiz, al costat dels quals s’apren cada dia que passa.

Ala gent de lluita com la Dra. Cristina Tural, en Dr. Jou, '’Anna sales, la Cristina
Miranda i el Jordi Puig, sense la feina dels quals, la nostra seria impossible.

També ala gent que formava part d’Irsi, com la Gemma Moncu, el Jordi Senserich
i la Mer, el trio meravelles. Els quals he trobat molt a faltar! No puc deixar de pensar els
grans moments que em passat junts a Irsi, com fora del lab. El nostre viatge a Menorca,
el tinc gravat a la retina com un dels nostres més grans moments. No canvieu mai... i
estigueu sempre ben prop. També a I’Edu, al Guerau, a la Natalia, la Mireia, la Charo,
la Berta, a la Imma, a la Gemma Coma i al Raul , companys i amics, monstres de la
ciéncia, amb qui vaig aprendre molt. També he d’agrair a la gent que ha passat com
un estel fugag pel lab, perd han deixat la seva pols d’estrella en la meva anima, com
la Mari Pau i en Javi Ibarrondo.També a tots els becaris amb qui he tingut la sort de
treballar. A ells els dono les gracies per la seva ajuda i per encomanar-me la il-lusi6 del
qui comenca, amb una especial menci6 a la Rebeca i la Cristina, amb qui vaig tenir la
sort de compartir més enlla del lab.

[ Finalment al Dr. Bonaventura Clotet, el Ventu, I'artifex i home clau d’Irsicaixa. A
ell li dec tot, ja que sense el seu somni, fet laboratori punter i centre clinic de referéncia
de la lluita contra la sida, jo no seria ara aqui plena d’orgull de tots aquesta anys passat,
de tota aquesta gent coneguda i viscuda i tota la feina feta.

Ja sabem que en el laboratori ens hi deixem moltes hores... pero en les poquetes
hores que manquen per acabar el dia, tinc a una gent al meu costat, que fan que la vida
tingui sentit.

Sobretot als meus pares, a qui no puc agrair en paraules (i menys amb només
un parragraf... necessitaria una tesi sencera! Com a minim...) tot el que han fet per mi,
perque sempre quedaran curtes, perd ho intentaré... Gracies per recolzar-me sempre
en totes les decisions, per alegrar-vos més que jo, amb els petits exits aconseguits, per
fer-me riure a més no poder, inclds en dies on les cabories t'anul-len i per fer-me sentir
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sempre la seva estima i carinyo incondicional, la qual cosa em dona ales per poder
creure, el que sempre m’han dit: que voler és poder. També li vull agrair al meu germa,
a I'Uri, tota I'estima i carinyo que em professa, tots els seus anims i “cuidados” cap a
mi, talment com si encara volgués que fos “sucre”, com quan érem petits. A ell li he
d’agrair grans moments, i un d’ells son les entrades a la feina pel mati (moment dur per
tots els mortal), una rutina facil de repetir, ja que per esmorzar, tenia un cafe i una gran
“carcajada” assegurada.

També vull agrair a “les meves nenes” a la Laurins, la Rous, la Elia, la Marieta i la
Marta, tots els bons moment passats aquests anys. Totes les aventures, les xerrameques
organitzant i canviant el mon, les festes, els carinyos, els embolaos, les voragines, i en
definitiva el gran suport que m’han donat sempre. S6¢ molt feli¢ d’haver-me topat amb
vosaltres en algun moment de la meva vida.

Ala gent del poble de Sant Andreu, companys d’il-lusions i projectes: Oliver, Uri,
Victor, Helena, el Patis, ’Andrea, el Ru, el Sergi i 1a Peus, al Ferran Pons, el Metal,
a I'Alba Lu, al Thierry, al Héctor (deixeu de buscar en yeti... ell és el “hombre de las
nieves”), ...iun llarg etcétera de noms de gent de la contrada, grans persones que m’han
acompanyat en aquest viatge, i m’han portat les maletes, perqueé les pujades del cami
fossin menys dures.

A la gent de la trini: al Mariano, al Barbas, al Juanito, al Pater, al Facu, a la
Cande i al Flash, gent increible, que espero que no parin mai de lluitar i canviar les
coses. I sobretot al Jaki, una de les millors persones que conec, sinceritat en estat pur,
generositat i humilitat per donar i per vendre, amb qui es pot comptar sempre, bondat
personificada, sense el suport del qual, no estaria posant el punt i final d’aquesta Tesi.

Ala Marta Puig, una amistat de sempre i per sempre. A ella li he d’agrair un munt
de coses, ja que ha estat una companya de fatigues en molts moments importants de la
meva vida, perd sobretot li he d’agrair que em fes anar a Irsicaixa a provar sort, quan
era una recent llicenciada amb poques confiances, i provocar que tot aixo tingués un
principi. No sé si li podré agrair mai el que va fer per mi... pero bé, tenim tota la vida.

A les Ohdiosas, el millor equip de futbol de la ciutat! a I'’Alba, a la Nuria i I'Anna
Macia, a la Peuets, a la Txemiqui, a la Elia, a la Marieta, a’A18, alaJelen, ala Curriu, ala
Mar, a la Gemita, a la Soraya,...i a les esporadiques, que ens han tret d’algun “apuro més
d’'una vegada”.., per renovar-me l'esperit cada dimarts al vepre-nit. Ohdiosas si! Que és
més que un club!

Al Javi de Malaga, de los amigos que tengo lejos y mas cerca a la vez. Gracias por

tus dnimos, y cariiios y por pensar siempre, que me saldria con la mia. Te debo un buen
caz6n y un bafio en la Malaguita. Lo devido es deuda! Nos vemos pronto amigo!
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Al Xavi Simio, la Xavia, una gran amic i millor persona. Li agraeixo tots els anims

i tot el suport que m’ha donat sempre en aquest cami dur i feixuc. Gracies al seu esperit
critic, a les seves reflexions i a les seves ganes de compartir sapiéncia.

Alsbioquimics: al’Albert, al Marti, ala Cristina, ala Nere, al’Albert, al David, al Xavi
Castells, al Rubisco Morenazo, al Xavi Mufioz, Isaac, a la Miris, al Yeral (one more time!)
i al la Gemma, perque sou genials i m’heu donat sempre suport i amistat a “tutiplen”!
perque sou la meva admiraci6 i us adoro i espero sempre tenir noticies vostres i trobar-
vos al menys un cop a 'any en el nostre dia especial, del “amic inservible”! una gran
tradicié que no podem perdre mai!

Aix0 ja s’acaba...ino puc acabar sense agrair al Steve Jobs (al cel sial) que inventés
la ferramenta que més m’ha ajudat arribar fins aqui. Ara si! Que si! Que aixo esta fet...
alea jacta est!

186








