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Proleg

a Sindrome de la Immunodeficiéncia Adquirida (Sida) fou descrita per primer cop
en pacients homosexuals als Estats Units I'any 1981 2. No va ser fins dos anys
meés tard, al 1983, quan es va descobrir I'agent causant de la sida, el virus de la
immunodeficiéncia humana de tipus 1 (VIH-1) ¥°. Uns anys més tard, al 1986, es va
descobrir una variant del virus en pacients amb sida de I’Africa Occidental, el VIH-2, que
també produeix la malaltia, tot i que és molt minoritari ja que presenta unes caracteristiques

patogéniques més atenuades '© 7.

Mentre que inicialment la infecci6 per VIH-1 fou limitada, s’ha anat expandint
estrepitosament durant aquests ultims 25 anys, convertint-se en la pitjor epidémia del segle
XX. Amb 60 milions d’infeccions i més de 25 milions de morts, I'epidémia de la sida es troba
al mateix nivell que la pandémia de grip de principis de segle XX i la de pesta bubdnica del

segle XIV ¥,

Tot i que la sida és una malaltia relativament nova, s’han produit en poc temps
avangos molt importants en el coneixement del virus que la produeix i de la seva
immunopatogenia. Aquest fet ha permeés que s’hagin pogut desenvolupar diferents farmacs
efectius contra el VIH que poden controlar I'evolucié clinica de la infeccid, fins al punt que
s’ha arribat a considerar la sida com una malaltia cronica. Desgraciadament, aixé no ocorre
en totes les regions del moén, sind només en els paisos amb accés al tractament. De fet, les
dades publicades per la OMS segueixen sent esfereidores actualment: a finals de I'any
2009, el nombre de persones infectades per VIH en el mén era de 33.3 milions, 22.5 dels

quals es localitzaven en paisos de I’Africa subsahariana (Figura 1).



Proleg

A més, durant I'any 2009 es van estimar un total de 2.6 milions de noves infeccions
per VIH i 1.8 milions de morts per sida en tot el mén, on més de la meitat dels casos es van

donar a I'Africa subsahariana (dades publicades per la OMS al novembre de 2010,

http://www.unaids.org).

Aquestes dades consciencien que tot i els grans avengos produits en el camp del
VIH-SIDA des dels seus inicis, fa més de dues décades, cal invertir més esforgos per frenar

aquesta pandemia arreu del mon.

Europa:Occidental Europa de I'Est i
i Central Asia Central
Nord-America 820.000 1.400.000
1.500.000 N
. Asia de I'Est
~ Nord-Africa 770.000
Carib Africa Central i Est
240.000 460.000 Y
Asia Sud i'Sudest
4:100.000
Ameérica Central i
Sud-Ameérica Africa
1.400.000 Subsahariana Oceania
22.500.000 57.000
Total
33.300.000

Figura 1 Distribucié del numero d’infeccions per VIH en el mén I'any 2009 (modificada de http://www.unaids.org).
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1. CLASSIFICACIO | ORIGEN DEL VIRUS DE LA IMMUNODEFICIENCIA HUMANA

1.1 CLASSIFICACIO TAXONOMICA DEL VIH

El VIH és un virus que pertany la familia Retroviridae. Els retrovirus son
virus ARN que copien la seva informacié genética a ADN de doble cadena per
poder integrar-se en el genoma de la cél-lula que infecten. D’aquesta manera,
mitjancant la maquinaria cel-lular, es transcriuen les proteines virals que

originaran una nova progenie virica.

Tots els retrovirus tenen una organitzacié genética similar, presentant 3
gens estructurals anomenats gag, pol i env (que codifiquen per les proteines
estructurals i els enzims necessaris per la replicacié viral). A més, el genoma
dels retrovirus, i per tant el del VIH, es troba flanquejat per unes sequeéencies
repetitives (LTR, long terminal repeats) quan es troba de forma d’ADN integrat

en el genoma de la cél-lula hoste.

El VIH és un retrovirus del génere Lentivirus, anomenat aixi perqué un dels
seus trets caracteristics és produir infeccions lentes, latents. El VIH, pero, es
considera un lentivirus atipic: la diana principal del virus son els limfocits T
CD4, i és precisament aquest limfotropisme el que representa una diferéncia
important respecte altres lentivirus. A més, replica amb una cinética molt
agressiva en aquest tipus cellular induint una profunda immunosupressié a
l'individu infectat degut tant a la destruccié limfocitaria com a la interferéncia
amb els mecanismes d’activacié6 immune, fet que diferencia el VIH sobre la

resta de lentivirus.
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1.2 SUBTIPUS DEL VIH

La variabilitat del VIH suposa un repte per a la seva classificacié, no
obstant, mitjangant seqiiéncies completes de diferents aillats s’ha arribat a
construir una classificacié consensuada .. Els aillats de VIH-1 es classifiquen
en tres grups: Grup M (majoritari), grup O (outlier o marginal) i grup N (no-M,

no-0).

El grup M és el majoritari en la pandémia de sida i es divideix en 9 subtipus
filogenétics (A, B, C, D, F, G,H, J, K) i diferents sub-subtipus (A1, A2 i F1, F2).
El subtipus B és el més comu a Europa Occidental i als Estats Units, mentre
que els subtipus no-B predominen als paisos en vies de desenvolupament,
sent el subtipus C el causant de més de la meitat de les infeccions que tenen

lloc en el moén (Figura 2).

S’han descrit, a més, virus hibrids intersubtipus, de dos o més subtipus,
denominats formes recombinants circulants (FRC) i formes recombinants
uniques (FRU). Les FRCs es distribueixen en la poblacié i es transmeten,
mentre que les FRUs s’han detectat en només un individu o en alguns individus

relacionats epidemioldogicament.

El grup O és minoritari i s’han descrit varis centenars de casos quasi tots a
Camerun; del grup N, que és molt minoritari, se n’han descrit molt pocs casos

tots a Camerun 1'%,
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Figura 2 Distribucié geografica dels diferents subtipus de VIH-1 i FRCs en les diferents arees del mén . Modificat
de [10].

El VIH-2, tot i ser minoritari i presentar una distribuci6 menor, té descrits
diferents subtipus, tot i que només dos d’ells, 'A i el B s’han estés de forma

epidémica a I’Africa Occidental " 12,

1.3 ORIGEN DEL VIH

Els dos retrovirus que causen sida, el VIH-1 i el VIH-2, tenen origens
zoonotics diferents. Mitjangant analisis filogenétiques, s’ha determinat que el
VIH-1 deriva de virus aillats de ximpanzés (Pan troglodytes). S’ha demostrat
que aquest virus prové del virus VIScpz (virus de la immunodeficiéncia de simis
en ximpanzé), i que aquest ha passat a la poblaci6 humana en tres ocasions

diferents ['®!, donant lloc als tres grups diferents de VIH-1, M, N i O (Figura 3).
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Figura 3 Arbre filogenétic construit a
partir de seqUéncies completes de
diferents aillats de VIH-1 i de SIV de Pan
troglodytes troglodytes i Pan troglodytes
schweinfurthii [10].

El VIH-2 és menys virulent i es troba estés principalment a I'Africa

Occidental, encara que també a Portugal, Angola, Mogambic i india. Els micos

de cara ensutjada o sooty mangabeis (Cercocebus atys) estan ampliament

infectats per VISsm (virus de la immunodeficiencia de simis en sooty

mangabeis) en estat de vida salvatge i sén el reservori de VIH-2, tal com s’ha

demostrat mitjangant analisis filogenétiques de diferents lentivirus. Aquestes

analisis mostren l'existéncia de diferents grups de VIH-2 que deriven de

diferents introduccions en I'home a partir de sooty mangabeis '". De tots

aquests grups, només dos, I'Ai el B, s’han estés de forma epidémica.
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2. CARACTERISTIQUES DEL VIRUS DE LA IMMUNODEFICIENCIA HUMANA

TIPUS 1.

2.1 MORFOLOGIA DEL VIH-1

El VIH-1 és una particula esférica d'uns 100 nm de diametre. Aquesta
forma ve determinada per tres estructures superposades: una bicapa lipidica
externa, una matriu esférica i una capsida troncoconica que conté el genoma

viral en forma d’ARN.

La membrana externa (o envolta) deriva de membrana cel-lular de la
cel-lula hoste i conté les proteines de I'envolta viral, codificades pel gen env
(gp120 i gp41). Aquesta envolta consta d’aproximadament 72 complexes
glicoproteics, cadascun d’ells formats per trimers de les glicoproteines gp120 i
gp41. La glicoproteina gp120 és la subunitat de superficie i es troba ancorada a
la membrana per la subunitat transmembrana gp41. A més, la subunitat gp120
presenta un domini d’'unié al receptor cel-lular CD4. L’envolta viral també
presenta proteines cel-lulars, tals com antigens del complex major

d’histocompatibilitat (MHC o HLA), actina i ubiquitina ['.

Just per sota I'envolta viral, el viri6 conté una segona capa anomenada
matriu, formada per aproximadament 2000 copies de la proteina viral p17, que
prové del precursor p55 codificat en el gen gag. El mateix precursor déna lloc
també a la proteina p24, la qual forma la capsida a I'interior de la qual hi ha el
genoma del virus. L’ARN viral es troba estabilitzat en forma de complex
ribonucleoproteic, juntament amb les nucleoproteines virals (procedents de
I'escisié del precursor codificat pel gen gag). Aquest complex format per 'ARN

viral i proteines s’anomena nucleocapsida o nucleoid. A més, dins la capsida es

-5-
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troben també els enzims codificats pel virus: Proteasa (PR), la
Retrotranscriptasa (RT) i la Integrasa (IN) i algunes de les proteines virals

accessories, tals com Nef, Vif i Vpr ' (Figura 4).

ARM monocatenari
Nucleoproteines -

gpd1

Membrana
92120 externa

Retrotranscriptasa Sicapa pidica

Integrasa

Proteasa 217  Matriu

324 Capsida

Figura 4 Estructura del viri6 del VIH-1

2.2 ESTRUCTURA GENETICA DEL VIH-1

El VIH-1, igual que tots els retrovirus, t¢ dues formes gendmiques
diferents. En la fase extracel-lular del cicle viral, el virus presenta dues copies
idéntiques d’ARN de cadena senzilla i polaritat positiva (forma denominada
virid). En la fase intracel-lular, presenta una doble cadena d’ADN integrada dins
el genoma cel-lular amb seqiiéncies repetitives llargues (LTR, long terminal
repeats) flanquejant els gens virals (forma denominada provirus). Soén
precisament aquestes LTR les que permeten la integracié de I'ADN viral dins el
genoma de la cél-lula hoste i, a més, és on es localitzen els elements que
inicien, dirigeixen i regulen I'expressié del genoma viric '®. Ambdues formes
genomiques, intra i extracel-lular, presenten una longitud de 9.2 kilobases (kb)

aproximadament ['"),
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Els gens que codifiquen per les proteines virals es divideixen en gens
estructurals, reguladors i accessoris. Els gens estructurals sén: el gen gag, que
codifica principalment pels precursors de les proteines de la capsida dels
virions, el gen pol, que codifica pels precursors del enzims virals com la
Proteasa (PR), la Retrotranscriptasa (RT), la RNasa H i la Integrasa (IN), i el
gen env, que codifica pels precursors de les glicoproteines de I'envolta gp120 i
gp41. Els gens reguladors essencials sén el gen transactivador transcripcional
(tat) i el gen regulador de la expressio6 viral (rev); ambdos gens codifiquen per
petites proteines essencials per la replicacié viral que no apareixen en el virié.
Finalment els gens accessoris (vif, vpr, vpu i nef) no sén essencials per a la
replicacié viral de cél-lules en cultiu tissular, perd in vivo condicionen la

patogénia de la malaltia "® (Taula 1, Figura 5).

IH
uz us aag v =T o
ok
| w |
ament v
TAR tat

Figura 5 Organitzacié del genoma de '’ADN proviral del VIH-1.
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Gen Proteines estructurals
gag pb55 Precursora de p17, p24, p7, p6 i p1, totes elles internes en I'estructura del viri6
17 Proteina miristilada de la matriu. Afavoreix 'ancoratge en la membrana i dirigeix el complex de
P preintegracié cap al nucli. Interacciona amb Env.
p24 Proteina de la capsida.
p15 Precursora d’altres proteines menors de la Nucleocapsida: p7, p6 i p1
p7 Proteina de la nucleocapsida. S’uneix a 'ARN viral.
p6 Proteina rica en prolina que s’uneix a Vpr. Afavoreix la maduracio6 del virus.
p1ip2 Fragments molt curts de funcié desconeguda que separen p6 i p7.
Precursora de I'enzim Proteasa (p10), retrotranscriptasa (p66, p51), RNasa H (p15) i Intregrasa
pol p90 (p31).
p10 Proteasa (PR). Processa la postraduccié de proteines.
p66, p51 Dues subunitats de la Retrotranscriptasa (RT). Retrotranscriuen 'ARN viral.
p15 RNasa H, present en la subunitat p66 i no en la p51.
p31 Integrasa (IN). Catalitza I'integracié de I’ADN viral de doble cadena.
env  gp160 Glucoproteina precursora de gp120 i gp41.
gp120 Glucoproteina de superficie.
gp41 Glucoproteina transmembrana.
Proteines reguladores
tat p14 Transactiva la transcripcié de tots els ARNm del virus.
rev p19 Transporta selectivament ’TARNm complet o processat parcialment cap al citoplasma
Proteines accessories
nef 27 Augmenta la infectivitat del viri6 i té funcio pleiotropica, amb multiples interaccions intracel-lulars.
P Regula a la baixa el receptor CD4 i els antigens d’histocompatibilitat MHC-I i II.
vif p23 Proteina associada en el VIH-1 a la infecciositat del virio.
vpr  p15 Para el cicle cel-lular en G2. Facilita I'entrada al nucli del complex de preintegracio.
vou 16 Present només en el VIH-1. Augmenta I'alliberaci6 dels virions de la cél-lula infectada. Intervé en
pu-—p la degradaci6 del CD4.
vox  pi5 Proteina de 113 aminoacids homologa a Vpr en el VIH-2. Ajuda al complex de preintegraci6 a

entrar al nucli.

Taula 1 Proteines estructurals, reguladores i accesories del VIH-1i 2.
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2.3 CICLE DE REPLICACIO DEL VIH-1

El cicle de replicacié del VIH-1, aixi com el dels lentivirus de primats, es
pot dividir, en grans ftrets, en dues fases: primerenca i tardana. La fase
primerenca comenga amb la unié del virus a la cél-lula i continua amb la
formacio6 del provirus integrat en el genoma cel-lular. La fase tardana comencga,
després d’'un periode de laténcia més o menys llarg, amb la transcripcié de
I’ARN viral a partir de I'ADN proviral i acaba amb ['alliberacié dels virions de la

cél-lula (Figura 6).

3. INTEGRACIO

Figura 6 Cicle de replicaci6 del VIH-1 (imatge modificada de http://www.ggt-vih.org).
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2.3.1 Fase primerenca

L’entrada del virus a la cél-lula és un procés seqléncial que es produeix
mitjangant la interacci6 amb diferents molécules situades a la membrana
plasmatica cel-lular. Les particules virals infecten als limfocits T CD4 mitjangant
la uni6 amb dos tipus de receptors: un receptor especific i comu a totes les
variants de VIH, la molécula CD4, i dos coreceptors, CCR5 i CXCR4, que
formen part de la familia dels receptors de quimiocines. L'Us d'un o altre
coreceptor depén de la seqliéncia de I'envolta viral, que condiciona la seva
capacitat d’'unié amb menor o major afinitat a un o altre 0 ambdos coreceptors.
El descobriment dels correceptors va comportar una nova nomenclatura de les
soques de VIH-1 basada en I'is d’aquests correceptors. Els virions que utilitzen
CCR5 com a coreceptor es denominen soques R5 i els que empren el
coreceptor CXCR4 es denominen soques X4. També existeixen virions
capacos d’emprar ambdoés coreceptors indistintament, CCR5 i CXCR4, als

quals se’ls denominen soques duals o R5/X4 "%,

La uni6é del VIH-1 a la cél-lula ve mediada per la interaccié de la subunitat
superficial de la proteina de I'envolta viral (gp120) i I'antigen CD4 cel-lular 2> 2",
La uni6 de gp120 amb CD4 causa un canvi conformacional a gp120 ?*?* que |i

permet la interaccié amb els correceptors virals (CCRS5 i/o CXCR4).

Després de la interacci6 gp120/coreceptor es produeix un canvi
conformacional en gp41 (subunitat transmembrana de la proteina de I'envolta
viral), concretament en un péptid de fusi6 que presenta en el seu extrem
amino-terminal, provocant la unié i fusié de la membrana del viri6 amb la

membrana cel-lular .

-10-
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Després de produir-se la fusié de les membranes del virus i la cél-lula, la
nucleocapsida viral és lliberada al citoplasma cel-lular on té lloc la sintesi de
I’ADN viral per part de la RT. En primer lloc es sintetitza una cadena d’ADN a
partir de I'ARN viral (activitat RDDP, de l'anglés RNA-dependent DNA
polymerase), formant-se un hibrid ADN/ARN. Posteriorment 'ARN és degradat
per la RNasa H i la RT sintetitza la cadena d’ADN complementaria a la cadena

anterior (activitat DDDP de I'anglés DNA-dependent DNA polymerase) ¢ 27,

Un cop sintetitzada, la doble cadena d’ADN viral s’acobla a una série de
factors cel-lulars i virals formant el complex de pre-integracid, que es transloca
al nucli cel-lular, on es produeix I'integracié de 'ADN viral amb el genoma de la
cél-lula hoste. Aquest procés és catalitzat per la integrasa viral (IN) ['¢ 28 29,
L’integracié en el genoma cel-lular no és totalment aleatoria, sind que I'’ADN

viral s’'insereix preferentment dins o a prop dels elements L1 o Alu .

Des d’aquesta situacié el virus pot evolucionar de dues maneres: romandre
a un nivell molt baix de replicacié o bé experimentar una replicacié massiva. La
iniciacié de la transcripcié depén de factors cel-lulars, on destaca el paper de la
familia de factors de transcripcid Rel/NF-kB B!, Aquests factors no es troben
actius en els limfocits T CD4 en repos, i s’'indueixen Unicament en el curs dels
processos d’activacio immunologica. D’aquesta manera, la replicacié del VIH-1
depén absolutament de I'activacié dels limfocits infectats *2. La poblacié latent
donara lloc a un reservori de la infecci6 en els limfocits T CD4, sent
inaccessibles a la resposta immunitaria al no expressar productes virals en la

seva membrana.

11 -
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2.3.2 Fase tardana

Després del periode de laténcia, la sintesi de 'ARN viral es produeix a
partir de ’ADN proviral en el nucli cel-lular. Posteriorment, aquest ARN viral és

transportat al citoplasma, on té lloc I'expressi6 dels gens virals.

L’expressi6 té lloc en dues fases: en una fase primerenca es produeix la
sintesi de les proteines reguladores, que no s’inclouran dins els virions (Tat i
Rev) i en una fase tardana es sintetitzen les proteines estructurals i
enzimatiques que s’incorporaran als virions (Gag, Pol i Env) aixi com les

proteines accessories (Vif, Vpu i Nef).

La transcripcié de 'ARN viral esta regulada per mecanismes complexos,
tant virals com cel-lulars, que influiran tant en la laténcia clinica com en la

patogenicitat del virus.

L’expressié de la proteina viral Tat augmenta la taxa de transcripcié del
genoma del VIH-1, i en cooperaci6 amb altres factors cel-lulars, permet
'elongaci6 completa de 'ARN missatger (ARNm). L'ARNm del VIH-1 es
sintetitza en forma d’un Unic transcrit que ha de ser transportat al citosol i
processat en ARN de diferents grandaries. A més, aquest mateix ARNm sera
I’ARN viral gendmic present en la progénie de nous virus **. Ambdues etapes,
tant el processament com el transport, son realitzades fonamentalment per la

proteina viral Rev.

-12-
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Després de la seva sintesi, les proteines virals han de ser processades
abans d’acoblar-se per poder formar particules virals madures. En aquest
procés hi participen proteases cel-lulars i la proteasa viral (PR). La proteina
viral Nef realitza diverses funcions, entre les que destaca la seva contribuci6 a
la patogenicitat del virus mitjancant la regulaci6 negativa de I'expressio
d’antigens CD4 i antigens d’histocompatibilitat de classe 1 I, el que representa
un mecanisme de proteccié contra I'atac citotoxic mediat per les cél-lules T

CD8 i evita el reconeixement pels limfocits T CD4.

Altres proteines importants durant les fases finals de la infeccié son Vif i
Vpu. Vpu augmenta l'alliberacié de virions i Vif interacciona i neutralitza I'accié
antiviral d’'una proteina cel-lular anomenada APOBEC3G, que forma part de la
familia dels enzims d’edici6 de I'ADN. En abséncia de Vif, APOBEC3G
s’incorpora al virié i interfereix en el procés de retrotranscripcidé en la seglent
cél-lula infectada al provocar mutacions en I’ADN sintetitzat per la RT, fet que

origina virus no viables i frena el procés de propagaci6 del VIH-1534.

En l'dltima fase, es produeix una associacié dels precursors de Gag i Pol
amb I'ARN viral genomic i amb la membrana plasmatica cel-lular, on aquest
complex ribonucleoproteic es recobreix per la bicapa lipidica. Posteriorment es
produeix 'acoblament i la lliberacié de les noves particules virals i després de
desprendre’s de cél-lula, té lloc l'escissid dels precursors i dels enzims

mitjangant la PR viral *°,

-13-
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2.4 VARIABILITAT GENETICA DEL VIH-1

La variacidé geneética és una caracteristica inherent a tots els virus d’ARN i
el cas del VIH-1 no és una excepcio. La gran heterogeneitat del VIH-1 ve
determinada principalment per varis factors virals (elevat tamany poblacional,
elevada taxa de mutacio, dinamica de la replicacié viral molt activa i processos

de recombinacid) i per factors cel-lulars intrinsecs (Taula 2).

El conjunt d’aquests fenbmens comporta una acumulacié de multitut de
petits canvis en el genoma i la formacié d'una estructura poblacional en
quasiespeécies. Les quasiespécies es poden definir com distribucions
complexes de genomes diferents perd genéticament relacionats entre si 6%,
Sota aquest punt de vista, una quasiespécie virica es pot entrendre com un

eixam de variants que poden trobar-se en 'hoste, i a partir d’aquest pool es

generen diferéncies en el genotip i en el fenotip (Figura 7).

Produccié diaria de virus ~10%10"

Producci6 de virus per cél-lula infectada ~ 10% virus/cél-lula
Cicles de replicacio diaris ~ 107 cicles

Taxa d’error de la RT ~ 2.5x10°® /lloc/generacio
Genoma del VIH ~ 10* nucledtids

Probabilitat d’obtenir una mutacié puntual especifica en un codé

5 . R ‘1
(cada nucledtid pot mutar a qualsevol dels altres tres nucleotids) 0.33x10" /cicle replicacio

Producci6 diaria de virus amb una determinada mutacié ~ 3300 virus

Produccié de mutacions per genoma en un cicle de replicacié ~ 0.1-1 mutacions/genomal/cicle

Taula 2 Dinamica viral i generacié de mutacions [39, 40]
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OO00000000C00000 ESPECTRE
Q0000000000000 DEMUTANTS

OO0O0OOOOO0COD SEQUENCIA CONSENS
OOCO0000000OCO0O00 seQUENCIA MASTER

Figura 7 Representacié esquematica del concepte de quasiespécie.

En un pacient infectat per VIH-1, el pool genétic de la poblacié viral
consisteix, en un moment donat, en una seqiieéncia master (o predominant) que
coexisteix amb una gran varietat de seqléncies no predominants que
difereixen de la majoria en unes poques mutacions puntuals o deleccions.
Canvis en I'ambient poden desplacar la seqliieéncia predominant seleccionant
una sequencia que fins al moment havia sigut minoritaria, convertint-la en

majoritaria.

La pressio de selecciéo (per exemple els farmacs antiretrovirals o el
sistema immunitari) actua sobre la complexa estructura poblacional del VIH-1 i
no sobre genomes individuals. Aquestes pressions afavoreixen una rapida
adaptacio del virus als canvis de medi com a conseqiiéncia de la preexisténcia,
entre I'espectre de quasiespécies, de variants fenotipiques potencialment utils
per fer front a aquests canvis. Com a conseqliéncia, es poden seleccionar
mutants resistents als farmacs antivirals, mutants d’escapament a la immunitat
antigen-especifica i produir-se alteracions en el tropisme viral i en la viruléncia o

patogenicitat.
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2.4.1 Tamany poblacional

Un cop el VIH-1 estableix una infeccié productiva és capa¢ de mantenir
una alta taxa de replicacio. L'elevada replicacié dona lloc a una produccié diaria
al voltant de 10°-10' particules virals en pacients infectats ®%. Aquest gran

tamany poblacional facilita 'augment de la variabilitat unit a la resta de factors.

2.4.2 Taxa de mutacid

La RT és un enzim multifuncional, posseeix activitat DNA polimerasa
dependent dARN o ADN, activitat endonucleasa H i és responsable de la
replicacié del genoma del VIH-1. L'elevada taxa de mutacié de la RT (~2.5x107°
parells de bases per cicle de replicacid) tal com passa amb altres virus ARN
(per exemple, Polio 1.3x10°, Virus de I'Estomatitis Vesicular 2.5x107°) ¥ és
conseqliéncia de la falta d’activitat exonucleasa 3’-5’ de la RT. L’abséncia de
l'activitat correctora incrementa la probabilitat de la incorporacié erronia de
nucledtids quan es compara amb les ADN polimerases cel-lulars, que disposen

de mecanismes de correccio6 i reparacié.

2.4.3 Taxa de generaci6

La dinamica poblacional del VIH-1 i el seu ritme de recanvi s’ha estimat en
diferents estudis in vivo *'*3. Segons aquests calculs, la vida mitja d’un limfocit
activat és de 2 dies, i la d’'un virid6 en plasma d’unes 6 hores, donant com a
resultat que aproximadament de forma diaria la poblacié viral plasmatica es

renova quasi en la seva totalitat.
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2.4.4 Recombinacié gendmica

Els retrovirus sén ben coneguts per experimentar deplecions o insercions
de nucledtids, aixi com altres reorganitzacions genétiques més complexes
durant el procés de retrotranscripcié. El VIH-1 és diploide; cada viri6 conté 2
cadenes genomiques d’ARN. Si una cél-lula és infectada per 2 soques diferents
de VIH, el viri6 resultant pot empaquetar un ARN gendomic de cada soca

parental, convertint-se en una particula viral heterozigota “* *°!.

La recombinacié pot océrrer quan aquest virid6 heterozigot infecti a la
segilent cél-lula, ja que la RT viral pot saltar d'una cadena a una altra mentre
realitza la retrotranscripcid, creant un mosaic dels virus parentals en el transcrit

t 4648

produt 1. Aquestes infeccions duals, que poden donar lloc a recombinacié

genomica, ocorren quan un individu és infectat amb soques derivades de 2

individus distints, el que pot produir-se de 2 maneres 1 *%

. 1) Coinfecci6: és la
infecci6 amb 2 soques simultaniament o en un periode curt de temps abans
que la primera soca s'hagi establert i la resposta immune s'hagi desenvolupat.
Arbitrariament, la coinfeccié pot donar-se en el primer mes d'infeccid. 2)
Superinfeccié (Reinfeccio): es defineix com una infecci6 amb una segona soca
després de la infeccié inicial, quan la resposta immune contra aquesta ja ha
estat establerta. Alguns autors prefereixen utilitzar el terme reinfecci6é ja que
superinfeccié sembla implicar una segona infecci6 més forta, que no tindria
perqué ser aixi, i altres autors descarten el terme reinfeccié atés que sembla
que impliqui que el primer virus s'ha aclarit abans de la segona infecci6, el que

no seria el cas. De tota manera s'utilitzen ambdés termes per al mateix

fenomen P,
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La capacitat recombinogénica del VIH-1 és d’'un ordre de magnitut major
que la d’altres retrovirus, incloent el virus de la leucémia murina (MLV) i el virus
limfotropic huma tipus 1 (HTLV-1) “°l. Aquest mecanisme, complementari a tots
els altres, permet un increment més rapid de la diversitat viral que I'acumulacio

de mutacions a causa de errors en la replicacio % 53

. La freqiéncia de
recombinaci6 del VIH-1 varia entre 9 a 29 events de recombinacié per cicle de

replicacié depenent diferents factors 48 54 1,

Les FRCs i les FRUs sén la prova “vivent” de les infeccions duals, ja
que son virus hibrids intersubtipus i només poden produir-se per processos de

recombinacié genética '

2.4.5 Hipermutagénesi

Varis estudis han descrit la preséncia de factors cel-lulars que actuen com
a inhibidors endogens del VIH-1, un d’ells és TAPOBEC3G. Aquest enzim,
membre de la superfamilia de les citidina deaminases cel-lulars, és el causant
dels fenomens d’hipermutagénesi (G—A) caracteristiques dels lentivirus de
primats P°%® ’acci6 de [I'APOBEC3G té com a conseqiéncia
I'hipermutagénesi letal de I'ARN viral inhibint la replicacié per modificacio
directa del genoma viral o fixant la preséncia de noves mutacions (G—A). La
proteina viral Vif contrarresta I'accio de TAPOBEC3G interaccionant i evitant la
seva incorporacié als virions i, amb aix0, l'activacié dels mecanismes de

defensa intrinseca mediats per la deaminaci6 de ’ADN.
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2.4.6 Distribucio de la variabilitat en el genoma

La variabilitat viral no es manifesta homogéniament al llarg de tot el
genoma del VIH-1; segons les diferents pressions a les quals pot ser sotmés un
determinat gen, ja sigui per les funcions que ocupa durant la infeccié o per la
seva exposicid al medi, aquest presentara un major o menor grau de

variabilitat.

Ja des dels inicis de la infeccié per VIH-1, I'extraordinaria variabilitat del
virus va prendre molt interés entre els investigadors. De fet, es va calcular que
la taxa de mutacions sinonimes (que no produeixen canvi d’aminoacid) del
genoma del VIH-1 era de 10x10 substitucions nucleotidiques/lloc/any, mentre
que la taxa de substitucions no sindnimes (que produeixen canvi d’aminoacid)
era de 4x10° substitucions nucleotidiques/lloc/any. Aquestes taxes suposen
una variabilitat de més d’'un mili6 de vegades superior a la variabilitat dels
genomes d’ADN. Aquesta variabilitat, perd, no és homogénia al llarg de tot el
genoma (Taula 3) sind que és més baixa en les regions que codifiquen per les
proteines de la capsida i la retrotranscriptasa, i és extremadament alta a les

regions hipervariables del gen de [lenvolta viral, suggerint un canvi

extremadament rapid de I'antigenicitat virica °° %
Regio Taxa de Substitucions Taxa de Substitucions
Codificant Sinonimes (x107%) No Sinénimes (x10?)
gag 9.7 (6.5-13.1) 1.7 (1.1-2.3)
pol 11.0 (7.4-11.8) 1.6 (1.1-2.1)
env 9.2 (6.2-12.4) 5.1 (3.5-6.9)
gp120 V 17.2 (11.6-23.2) 14.0 (9.4-18.8)
gp120C 8.1 (5.5-10.9) 3.3(2.2-4.4)
gpa1 9.8 (6.6-13.2) 5.1 (3.5-5.9)

Taula 3 Taxes de substituci6 nucleotidica per lloc per any.V=regions
hipervariables, C= regions constants [60].
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El gen del VIH-1 que presenta major diversitat és el gen de I'envolta viral
(env) a causa de la seva exposicié al sistema immunoldgic . De fet, s’ha
observat que la variabilitat del gen de I'envolta viral és tal que els virus que
pertanyen al mateix subtipus poden diferir en més del 20% en les seves
proteines de I'envolta, i que les distancies entre els virus de diferents subtipus
poden arribar al 35% 4. Aquest gen codifica per les subunitats gp120 i gp41,
que conformen la proteina de I'envolta viral. La regi6é codificant de gp120 i té
definides 5 regions conservades (C1-C5) i 5 regions hipervariables (V1-V5). Tot
i que en un principi les zones que separen les regions variables es varen definir
com altament conservades, s’ha comprobat que el grau de variacié en les
regions constants C2 i C3 és major que I'observat en la propia regié V3 3. Aixo
vol dir que no només es produeixen variants amb mutacions en les zones
variables, sind que, encara que la variabilitat afecta a tot el gen per igual, les
variants que tinguin mutacions en zones on s'afecti drasticament la funcionalitat
del gen no seran viables i per tant no podran establir-se com a poblacié en la
quasiespécie. La variabilitat esta present en tot el genoma perd es manifestara

en major o menor grau segons les pressions a les quals estigui sotmesa.

Aquesta variabilitat genética del VIH-1 té conseqiéncies en les propietats
bioldgiques del virus, ja que, pot produir el canvi de tropisme viral o
'escapament del virus a la resposta immune especifica tant cel-lular com
humoral. D’aquesta manera, la variabilitat del VIH-1 és un factor clau en la
progressio de la infeccié, tema que es detalla a I'apartat 3.4, donada aquesta

relevancia.
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3. INFECCIO PER VIH-1 IN VIVO

3.1 TRANSMISSIO DEL VIH-1

El VIH-1 pot entrar a l'organisme huma per qualsevol de les tres vies

principals de transmissié que es coneixen: sexual, vertical i parenteral:

La transmissié sexual constitueix la principal forma de contagi, tant per
relacions homosexuals (majoritaria a EEUU i Europa) com relacions
heterosexuals (via principal de transmissié a I'Africa). El risc de transmissi6 del
VIH en una relacié sexual amb una parella infectada es situa entre el 0.08% i el
3.2% en relacions homosexuals anals, i en relacions heterosexuals entre
0.05%-0.15% (si 'home és el transmissor) i entre 0.03-0.09% (si la dona és la
transmissora) tot i que aquestes dades varien funcié del tipus de practica

sexual, si hi ha altres malalties de transmissié sexual, la carrega viral, etc ** 1,

La transmissié vertical (mare a fill) és la causant de més del 90% dels
casos de nens infectats en el mén, i es déna principalment a I'Africa, tot i que hi
ha casos arreu del mén. En abséncia de tractament o profilaxi materna amb
antiretrovirals i/o cesaria d’eleccio, el risc de transmissio vertical és del 14-25%,
i es dona principalment en el part, tot i que també pot donar-se al final de la

gestacié o bé durant la lactancia ..

Actualment, el principal mecanisme de la transmissio parenteral és deguda
a la drogoaddiccié per aquesta via, quedant relegades (en el mon
desenvolupat) les antigues formes de transmissié per transfusions sanguinies,
hemoderivats o trasplantaments, degut al cribatge d’aquests elements. Cal

destacar en la transmissié de la infeccié per una punxada amb una xeringa
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amb sang contaminada que la supervivéncia del virus pot ser llarga (1-48 dies),

estant en relacié amb la carrega viral, el volum de sang i la temperatura ..

3.2 HISTORIA NATURAL DE LA INFECCIO PER VIH-1

El VIH-1 és l'agent causal d’'una malaltia de curs més o menys llarg amb
una destruccidé, practicament completa, dels limfocits T CD4. L’aplicacié de
métodes sensibles, capagos de quantificar la replicacié del virus, ha permés
coneixer de manera més precisa I'evolucié d’aquesta malaltia i ha demostrat
I'existéncia, en totes les fases de la infeccid, una replicacié viral molt activa. La
progressio de la infeccié per VIH-1 in vivo consta de tres etapes *® relativament
ben definides, tot i que no sempre identificables clinicament, i amb una duracié
variable que depén de diferents factors relacionats tant amb el virus com amb

I'hoste (Figures 8i 9).
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i acute HIV syndrome
1.100 Iﬁ;gﬂﬁ% wide dissemination of virus symptoms disease

seeding of lymphoid organs
10004 Aot 0 death
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Figura 8 Evolucié de carrega viral (vermell) i dels limfocits T CD4
(blau) en les diferents fases de la infeccié per VIH-1 (imatge extreta
del web http://new-science-press.com)
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Figura 9 El VIH s'uneix a les cél lules dendritiques que porten el
virus a les celllules T CD4 del teixit limfoide, establint-se la
infeccié. L’activacid cel-lular accelera la replicacié del virus i
provoca una virémia massiva i una amplia difusié de la infecci6 a
través dels teixits limfatics. Una resposta immunitaria contra el
virus causa una certa proteccid, perd s’estableix una infeccio
cronica persistent. La produccié de citocines i les divisions
cel-lulars que regulen la resposta immune protectora també
afavoreixen la replicacié del VIH-1. Hi ha un ritme accelerat de
recanvi de les cel lules T CD4 que, en ultima instancia, condueix a
la seva destruccié i a un canvi en els teixit limfoide que impedeix
les respostes immunes [69].
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3.2.1 Fase aguda

La fase aguda (o primoinfeccid) es caracteritza per una virémia plasmatica
elevada i una una disminucié brusca dels limfocits T CD4 de sang periférica ["*

" I'establiment d’un reservori de cél-lules infectades % ™

, la desaparicié
d’aproximadament un 90% de les cél-lules CD4 memoria del teixit limfatic
associat a mucoses " i el desenvolupament d’una resposta immune especifica
anti-VIH, que causa una certa proteccio, no obstant no evita que s’estableixi

una infeccié cronica persistent /> 7

. Durant aquesta fase l'individu infectat
roman asimptomatic, a excepcié d’alguns casos en els que s’observa una
sindrome clinica aguda, amb una durada mitjana d’'una a dues setmanes,

caracteritzada per febre, letargia, asténia o faringitis, entre altres 771,

3.2.2 Fase cronica

La fase cronica és la fase asimptomatica de la infeccid, i t¢ una durada
variable en funcié dels factors del virus, de I'hnoste infectat i de I'ambient.
Aquesta fase es perllonga varis anys, durant els quals la replicacié viral
persisteix, assolint un equilibri dinamic. Per tant, tot i considerar-se una fase de
laténcia, no existeix un verdader estat de laténcia virologica. La replicaci6 viral
es produeix en els organs limfoides, on la carrega viral és entre 10 i 100.000
vegades superior a la present en el plasma sanguini . Durant aquesta fase hi
ha una laténcia clinica, ja que els pacients normalment romanen
asimptomatics. En adults, el 50% progressa cap a estadis més avangats als 7-

10 anys d’haver-se produit la infecci6.
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3.2.3 Fase final o sida

En aquesta fase es produeix un increment de I'activitat replicativa del virus,
igualant-se la carrega viral circulant i la dels organs limfoides, i generant-se una
deplecié de limfocits T CD4 circulants en sang periférica fins a un nivell inferior
a 200 cél-lules/uL. Clinicament apareix una greu alteracié de I'estat general del
pacient, amb el desenvolupament d’infeccions oportunistes, trastorns

neurologics i tumors associats a la sida .

Existeix una gran variacié en el curs de la infeccié per VIH-1 entre els
individus infectats: Els progressors tipics (80%) son aquells individus que
romanen asimptomatics durant 8-10 anys i després d’aquest periode de
laténcia desenvolupen sida. Els progressors rapids (10%) sén els individus
infectats que desenvolupen sida entre 2 i 5 anys després de la primoinfeccio.
Un petit percentatge (5-10%) dels individus infectats es denominen long-term
non-progressors (LTNP) o actualment, controladors; so6n individus que
presenten nivells estables de CD4, carregues virals baixes i que romanen
assimptomatics sense tractament antiretroviral durant al menys 10 anys, tot i
que eventualment poden progressar cap a sida. | per ultim, els controladors
d’eélit (o elite controllers, EC), que suposen menys d’'un 1% del tots pacients no
tractats, son capacos de mantenir la replicacié viral per sota de les 50
copies/mL i presenten unes taxes molt baixes tant en el descens de CD4 i com

en la progressié de la malaltia .

Els estudis realitzats en aquests grups de pacients han permés
determinar alguns dels factors, tant virals com de I'hoste, que influeixen en la
patogenicitat i la progressié de la infeccid, aixi com la resisténcia d'alguns

individus a la infeccié . S’ha descrit que un petit percentatge de EC estan

_25-



Introduccio

infectats amb virus defectius %, aixi com també s’han identificat alguns factors
genetics propis de I'hoste protectors front la virémia i la progressié de la

malaltia, com el HLA-B*5701 o la delecci6 CCR5A32 en heterozigosi ',

3.3 MARCADORS DE LA PROGRESSIO DE L’INFECCIO PER VIH-1

Actualment existeixen, principalment, dos marcadors de la infecci6 per
VIH-1, la carrega viral (CV, copies d’ARN del VIH per mil-lilitre de plasma) i els
CD4 (nombre de limfocits T CD4 per mil-limetre cubic de sang). Tot i que en un
principi s’utilitzaren alguns marcadors bioldgics per determinar el grau de
progressié de la infeccié en un pacient, com I'antigen p24 (que es detecta per
ELISA), aquests han estat desplacats per técniques de PCR amb major
sensibilitat, com la CV plasmatica. Cal destacar, també, la carrega proviral, que
detecta 'ADN integrat a partir de limfocits de sang periféerica del pacient,
mitjangant PCR, i que és un marcador imprescindible per diagnosticar el
periode finestra (periode on hi ha abséncia de positivitat en els altres

marcadors.

El nivell de virémia plasmatica (o carrega viral, CV) és el millor marcador
descrit fins al moment, per predir la progressié a sida i la supervivéncia. El
recompte de limfocits T CD4 té menor valor predictiu, probablement perqué els
canvis es produeixen amb demora respecte a la CV. Les virémies plasmatiques
<3.000 copies/mL indiquen un bon pronostic, entre 3.000-10.000 copies/mL
prediuen una evolucié tipica i >10.000 copies/mL pronostiquen una rapida
progressio de la malaltia. No obstant, s’ha de destacar que no existeix un llindar

inferior per sota del qual no hi hagi progressié #2.
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3.4 COM AFECTA LA PROGRESSIO DE LA INFECCIO A LA VARIABILITAT

VIRAL DEL VIH-1?

3.4.1 Complexitat viral

El grau d’heterogeneitat de la poblacio virica present en un individu infectat
varia al llarg de la malaltia. Aquesta variaci6 esta relacionada amb els nivells de

virus en sang, la resposta immunolodgica de I'hoste i la duracio de la malaltia.

Durant la fase aguda s’ha descrit una homogeneitzacié de les poblacions

| [83-88] Aquesta homogeneitat viral és

virals, principalment en l'envolta vira
deguda a que la transmissié constituiria un coll d’ampolla poblacional ja sigui
perquée la infeccié s’inicii a partir d’'un petit indcul de virus i/o degut a les

pressions selectives que tenen lloc durant I'establiment de la infeccié.

La fase cronica es caracteritza per una continua evolucié de les poblacions
viriques, reflex de la replicacié constant del virus en l'individu infectat. Tenint en
compte el niumero de cél-lules que sbén infectades de novo cada dia i la taxa
d’error associada a la RT del VIH-1 (Taula 2), en un unic dia és factible que una
poblacié virica contingui totes les possibles mutacions puntuals, inclus I'1% de
totes les possibles dobles mutacions ®® % el que demostra la gran
heterogeneitat en aquesta fase. La fase cronica de la infeccié representa un
equilibri entre la replicacié del virus i la resposta del sistema immunoldgic de
'hoste. Independentment de les causes i de la velocitat a la que aquest equilibri
desapareixi, la fase final o simptomatica de la infeccié es caracteritza per una
nova homogeneitzacié de la poblacié virica ' %1, probablement reflex de la

replicacié massiva d’'una variant amb major eficacia bioldgica (millor adaptada

al medi) i del col-lapse del sistema immunologic.
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Aquest patré d’evolucié viral, pero, pot variar en funcié de la progressio
que presenti I'individu infectat. En els pacients progressors rapids es produeix
un descens en el nombre de ceél-lules T CD4 per sota de 200 cel.lules/pL
rapidament, el que va acompanyat d’elevats nivells d’ARN viral que no
disminueixen substancialment després de la infeccié primaria. En aquests
individus s’ha observat un elevat grau d’homogeneitat de les quasiespécies

viriques presents en al llarg del temps .

Aquesta poca variabilitat
probablement és deguda a una resposta immunologica pobra per part de

I’hoste.

En pacients controladors, en canvi, el nombre de cél-lules T CD4 es
manté a nivells normals inclus després de molts anys d’infeccid, presentant
normalment un nivell baix d’ARN viric en plasma i soques viriques menys
patogéniques (virus R5). En aquests pacients s’ha observat una major
heterogeneitat en les quasiespécies viriques, reflexant, en conjunt, una

resposta immunoldgica molt activa per part de I'hoste °.

Aixi, doncs, les dades obtingudes a partir d’estudis longitudinals en
pacients infectats amb diferents patrons de progressié indiquen que, en la
majoria dels casos, una major heterogeneitat en les quasiespécies reflexa una

major duracié del periode asimptomatic de la malaltia ®'°"

, ho obstant, la
complexitat dels factors selectius, fa que a més a més l'evolucié virica sigui

altament impredictible en cada pacient infectat.

-28-



Introduccio

3.4.2 Tropisme viral

La variaci6 genética del VIH-1 té conseqiéncies en les propietats
bioldgiques dels virions. Una de les consequUéncies més importants és la seva

capacitat d’'infectar diferents tipus cel-lulars (tropisme).

Juntament amb CD4, les molécules de CCR5 i CXCR4 sén els coreceptors
principals utilitzats pel VIH-1 per entrar a les cel-lules "% . CCR5 i CXCR4
son els receptors naturals de les quimiocines MIP1a, MIP1B i RANTES i de
SDF-1, respectivament ['® %! També s’han descrit altres coreceptors emprats
per alguns aillats de VIH-1 com CCR2b, CCR3, CCR8, CXCR1, CXCR2,
CXCR5, CXCR6, CXCR7/RDC1, CX3CR1, D6, APJ, GPR1, CCR9B, CCR10 i
XCR1 %171 No obstant, actualment, encara no s’ha aclarit el paper d’aquests

coreceptors en la infeccié in vivo per VIH-1.

Certes mutacions, particularment al loop V3 de I'envolta viral [''®'?% estan
altament associades amb I'ts de CXCR4 i la formaci6é de sincitis. S’ha descrit
que la preséncia d’aminoacids basics a les posicions 11 i 25 del loop V3
distingueixen molt freqiientment els virus X4 dels R5 1" 122 1251281 j o glguns

casos també hi ha implicades les posicions 24 i 27 d’aquesta regi6 '2* 3%,

Els virus R5 (que empren CCRS5) predominen en les primeres fases de la
malaltia > 3" 32 E|s virus X4 (que utilitzen CXCR4), per contra, tendeixen a
apareixer en fases més avancades, sén més patogeénics i estan associats amb
un rapid descens del nombre de cél-lules T CD4, amb una acceleracié de la
progressié de la malaltia i amb una supervivéncia reduida en pacients sense

tractament ['**"3%]. Tot i que els individus infectats per VIH-1 poden progressar a
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sida en abséncia de variants X4, la progressio de la malaltia s’ha associat,

generalment, amb I'aparicié de virus X4 o R5/X4 1%,

El receptor CD4 i els coreceptors CCR5 i CXCR4 s’expressen en els
limfocits T CD4, cél-lules presentadores d’antigen (CD), mondcits, i macrofags,
el que és consistent amb la transmissio i la progressié de la infeccio '*"l. CCR5
es troba molt expressat en cél-lules T CD4 memoria, que sén la principal font
de producci6 viral in vivo. El GALT (gut-associated lymphoid tissue), que és
molt ric en aquestes cél-lules, juga un paper critic ja que suposa el primer lloc
per la replicaci6 viral i la deplecié6 massiva de limfocits T CD4 "33, Per contra,
CXCR4 s’expressa preferencialment en cél-lules T CD4 naive, com els timocits

immadurs 139141,

A part dels coreceptors hi ha altres factors que poden influir en el
tropisme viral al llarg de la malaltia. Els elevats nivells de quimiocines, com per
exemple SDF-1 (lligand natural de CXCR4), presents a l'intesti, podrien ser un
factor supressor de la transmissié de soques X4 4 o també el paper de les
cél-lules dendritiques en I'amplificacid selectiva de les variants R5 en el teixit

o 1143, 144]

limfoid . Per altra banda, recentment s’ha descrit que el tractament

antiretroviral no sembla influir en la seleccidé de soques X4, que preferentment

ocorre en pacients amb limfocits T CD4 baixos "%,

L’expressi6 diferencial de CCR5 i CXCR4, principalment, aixi com
diferents factors mencionats anteriorment, suposen una pressié selectiva sobre
les quasiespécies del VIH-1 presents al llarg de la malaltia. Aixd suposa la
selecci6 d’entre I'espectre de mutants, de les variants amb el tropisme

“adequat” en cada fase de la progressioé de la infeccié per VIH-1.
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3.4.3 Escapament viral

3.4.3.1 Escapament de la resposta cel-lular

Els dos aspectes de la resposta immunolodgica cel-lular a considerar en la
patogénesi viral sén la resposta T helper i la resposta de les cél-lules T

citotoxiques:

Les cél-lules T helper (Th) son cél-lules T CD4 especifiques del VIH-1, que
després de la seva activacidé secreten citoquines (com IL-2) que indueixen la
resposta T citotoxica i la resposta humoral. Aquestes cél-lules sén les cél-lules

diana del virus 48],

La resposta T citotoxica, per altra banda, és generada pels limfocits
citotoxics T CD8 especifics de VIH-1 (CTL, cytotoxic T-cell lymphocytes) que
maten a les cellules infectades que presenten peptids virals a la seva
superficie. Els CTL reconeixen péptids virals concrets presentats per MHC de
classe |, i de fet, sén els responsables del control parcial de la viremia durant la
infecci6é aguda. Els CTL, doncs, exerceixen una pressié immunologica selectiva
sobre el virus, perd com que aquest presenta una elevada variabilitat, es
produeix la seleccié de variants d'escapament, és a dir, aquelles variants que
presenten mutacions en els epitops que reconeixen els CTL podran evadir la
resposta immune generada ). Les variants virals seleccionades per la
influencia de la resposta cel-lular normalment presenten una capacitat
replicativa (fitness viral) inferior. Pero, d’altra banda, s’ha descrit que en alguns
casos, l'elevada variabilitat viral permet desenvolupar canvis compensatoris

(dins o fora I'epitop diana) per restablir, al menys en part, la fitness viral "¢,

-31-



Introduccio

3.4.3.2 Escapament de la resposta humoral

Les cél-lules infectades per VIH-1 també sén capaces d’induir la formacio
d’anticossos (resposta humoral). Els anticossos més efectius sén aquells que
impedeixen la entrada del virus a la cél-lula al unir-se a les proteines de
'envolta viral, anomenats anticossos neutralitzants. Els principals epitops de
neutralitzacié es localitzen en la subunitat gp120 de la proteina de I'envolta del
virus, concretament en la regi6 variable V3 i en els dominis d’unié a CD4 i als

coreceptors 149152,

El dominis d’'unié als coreceptors (CCR5 i CXCR4) sbn zones relativament
conservades per0 resulten inaccessibles per als anticossos neutralizants.
L’estructura de l'envolta viral en la seva forma nativa oculta els dominis

d’interaccié amb els coreceptors virals.

Aquest emmascarament es deu a un doble mecanisme: per una banda,
'envolta viral de la superficie del viri6 és una estructura trimérica i la seva
propia disposicido oculta els dominis conservats; d’altra banda, els dominis
d’interaccié amb els coreceptors cel-lulars només s’exposen quan es produeix
la uni6 amb CD4. A més, les zones de la proteina més exposades corresponen
a epitops que poden ser modificats sense que s’alterin significativament les
propietats d’unio i interaccid amb els coreceptors cel-lulars '*®. Aquest doble
emmascarament dels epitops de neutralitzacié explica la dificultat d’aquests
anticossos per accedir als seus dominis de neutralitzacié, que només serien

exposats en I'estret contacte entre la membrana viral i la plasmatica.
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L’estudi d’aquest mecanisme i de l'evolucié de l'envolta viral al llarg de
I'infeccié confirmen que els anticossos neutralitzants sintetitzats pel pacient no
tenen un ampli espectre. Mitjangcant mutacions en els epitops de reconeixement
que es troben en les zones variables de la proteina, es seleccionen, en poques

setmanes, variants d’escapament a la pressié immune humoral.

A aquest mecanisme de variabilitat se li sumen dos altres mecanismes
d’escapament: la glicosilacio dels aminoacids dels epitops reconeguts pels
anticossos neutralitzants, i la formacié d’'una estructura denominada “escut
glica”, que consisteix en cadenes de sucres que es formen en els residus
propers als epitops reconeguts pels anticossos neutralitzants i que els

S [152, 154]

protegeixen de la unié d’aquest . De fet, els carbohidrats representen

aproximadament la meitat del pes de la gp120 ">,

Tots aquests mecanismes demostren que I'envolta del VIH-1 esta dotada

d'una gran flexibilitat i variabilitat estructural i, per tant, d’'una extraordinaria

capacitat d’escapament.
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4. TRACTAMENT ANTIRETROVIRAL CONTRA EL VIH-1.

L’espectre de drogues antiretrovirals descobertes per al VIH-1 es centren en
dianes vulnerables del cicle de replicacié del virus. En la primera terapia antiretroviral
es va emprar l'inhibidor de la retrotranscriptasa zidovudina (AZT), que és un analeg de
nucledsid, aprovat per la Food and Drug Administration (FDA) I'any 1987 !"*®l. Els
analegs de nucledsid de la RT (nucleoside reverse transcriptase inhibitors, NRTI),
interfereixen en la replicacié del VIH-1 inhibint de forma competitiva aquest enzim. No

s %71 posteriorment,

obstant la monoterapia poseeix una limitada activitat contra el viru
en avancar els coneixements sobre el virus, van aparéixer dianes addicionals a la RT,
com la proteasa viral. Els inhibidors de la proteasa (IP) s’uneixen al seu centre actiu
inhibint la formacié de proteines virals madures, provocant que la particula viral no
sigui infecciosa. Més endavant es van introduir els inhibidors no-nucleosids de la
retrotranscriptasa (non-nucleoside reverse transcriptase inhibitors, NNRTI). Els NNRTI
constitueixen un grup estructuralment divers que s’uneix a una regié distant del centre
actiu de la RT inhibint la seva activitat. Posteriorment, van apareéixer els inhibidors de
I'entrada del virus amb la cél-lula hoste, i més tard els inhibidors de la integrasa viral.

El desenvolupament de nous farmacs continua i es van introduint noves drogues

paulatinament (Taula 4).

INHIBIDORS INHIBIDORS INHIBIDORS INHIBIDORS
DE LA RETROTRANSCRIPTASA DE LA PROTEASA DE L’ENTRADA DE LA INTEGRASA
Analegs de nucleosid No nucleosids Amprenavir Enfurvitida Raltegravir
Abacavir Delavirdina Fosamprenavir Maraviroc

Didanosina Efavirenz Tipranavir
Estavudina Etravirina Indinavir
Emtricitabina Nevirapina Lopinavir
Lamivudina Nelfinavir
Zalcitabina Ritonavir

Zidovudina Saquinavir

Tenofovir® Atazanavir
Darunavir

Taula 4 Farmacs amb activitat antiretroviral aprovats per la FDA. ? Inhibidor de la retrotranscriptasa analeg de
nucleotid.
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4.1 TRACTAMENT ANTIRETROVIRAL DE GRAN ACTIVITAT (TARGA)

Avui en dia el tractament de la infeccid per VIH-1 consisteix en la
combinacié de diferents farmacs antiretrovirals en determinades pautes, el que
es denomina HAART (highly active antiretroviral therapy) o TARGA (tractament
antiretroviral de gran activitat). Fou al 1995 quan es van dur a terme els primers
assaigs clinics emprant un IP en combinacié amb dos NRTI, i posteriorment,
amb la introducci6 dels NNRTI varen ser possibles altres terapies antiretrovirals
triples. La instauracié d’aquesta nova estratégia combinada canvia radicalment
la historia natural de la infeccio per VIH-1: per un lloc es recupera el nombre de
limfocits T CD4 i per l'altre s’aconsegueix reduir la carrega viral per sota les 20-
50 copies/mL en més del 50-80% dels pacients i manté aquest efecte durant
periodes superiors a un any, assolint-se, inclus, respostes superiors als quatre

anys ['%8],

En contra de les primeres expectatives que es van generar al introduir el
tractament antiretroviral, actualment se sap que el TARGA només aporta una
recuperacié immunologica parcial, on no es recupera la resposta especifica
contra el VIH-1 ['**'83 Una consequiéncia directa d’aixo és que el tractament no
aconsegueix una erradicacio de la infeccié. Per aquest motiu, quan es suspén
el tractament, el virus reapareix en sang periférica, i és necessari mantenir el
tractament de per vida, amb els conseqlients costos tant a nivell d’efectes
secundaris com economics '®, el que, a la vegada, pot restar eficacia a llarg
termini degut a problemes d’adheréncia a la medicacié. Davant aquesta
situaci6 es considera necessari buscar noves estratégies terapéutiques '®!. En
aquest aspecte, s’esta estudiant la possibilitat de combinar el TARGA amb una
immunoterapia capag¢ de restaurar o potenciar les respostes immunologiques

especifiques contra el VIH-1 [16% 166,
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4.2 TERAPIES IMMUNOMEDIADES

S’han assajat diferents tipus de terapies immunomediades, que
basicament intenten actuar per tres mecanismes diferents '\, Per una banda,
alguns meétodes intenten aportar aquells components en qué l'individu infectat
pot ser deficient, com el tractament amb citoquines o les técniques
d’immunoterapia passiva. Unes altres es basen en les dades que indiquen que
existeix una infeccié selectiva de les cél-ules T CD4 activades especifiques
anti-VIH en individus infectats, i que [lactivaci6 continua del sistema
immunoldgic és un factor de mal prondstic, i proposen [utilitzacio
d’immunomoduladors. | per altra banda, existeixen aquelles que intenten induir
les respostes immunologiques que no acaben de funcionar en la infeccié per
VIH-1, com les vacunes terapéutiques o les interrupcions estructurades del
tractament (STI, de I'anglés structured treatment interruptions). Les diferents

estrategies utilitzades es resumeixen a la Taula 5.

En els ultims anys, les interrupcions estructurades del tractament (STI) i les
vacunes terapeutiques anti-VIH-1 han esdevingut propostes encoratjadores
com a estratégies antiretrovirals complementaries per induir o millorar la
resposta immune cel-lular especifica contra el VIH-1. Aquests tipus
d'immunoterapies, en especial les vacunes terapéutiques, podrien ajudar a
controlar la replicaci6 del VIH- 1 després de la retirada de la terapia
antiretroviral., el que permetria suspendre el TARGA de forma definitiva o, al

menys, durant periodes variables de temps.
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ESTRATEGIA REFERENCIA

Immunoterapia passiva

Infusié de limfocits 168
Infusio de plasma 169-172
Infusié d’anticossos monoclonals 173-176
Citoquines
Interleucina-2 177
Dosi baixa d’Interleucina 2 178
G-CSF 179
GM-CSF 180
IFN-a 181
Interleucina 10 182
Interleucina 12 183
Interleucina 15 184
Interleucina 16 185
Interleucina 7 186
Immunomoduladors
Hidroxiurea 187, 188
Corticoides 189
Ciclosporina A 190
Acid micofenolic 191, 192
Talidomida 193
STl
Primoinfeccio 194
Infeccié cronica 195, 196

Vacunes terapéutiques

Virus inactivat complet 197
Canarypox 198
Vacunes d’ADN 199, 200
Vacunes d’adenovirus recombinants 201
Vacunes de cél-lules dendritiques 202-206

Taula 5 Estratégies d’'immunoterapia utilitzades en el tractament contra el VIH-1.
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4.2.1 Interrupcions estructurades del tractament (STI)

Conegudes com STI (de l'anglés Structured Therapy Interruption), varen
ser de les primeres estrategies d'interrupcid, consistents en diversos cicles amb
TARGA i sense TARGA dissenyats per a augmentar la immunitat VIH-

especifica cellular a través del concepte d*“autovacunacié”: lI'augment en
I'exposicié a un virus autoleg de forma repetida podria estimular les respostes

VIH-especifiques i millorar el control de l'infeccio.

Encara que s'han demostrat augments de les respostes especifiques
cel-lulars anti-VIH i que el temps de duplicacié de la CV augmenta després de
les interrupcions "%, generalment la CV després de la STI es correlaciona amb
la CV pretractament 2% 2%¢] j |a magnitud de la resposta CD8 especifica anti-
VIH augmenta fins a una quantitat i qualitat comparables a les que es tenien
abans del TARGA, suggerint una restauracié de la resposta més que un

augment de novo 2%,

Per tot aixd, en general, les STl han fracassat com a terapia
immunomediada i Unicament han permeés controls efectius de la replicaci6 viral
a curt-mig termini en un 20% dels pacients que les realitzen. S'ha suggerit que
la falta d'eficacia de les STl és deguda a una resposta CD4 anti-VIH feble i
transitoria . No obstant, s’ha descrit una bona resposta immunoldgica i un
manteniment de la virémia plasmatica post-STI en pacients que havien estat

tractats desde la primoinfeccié 2%,
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4.2.1.1 Estrategies d’interrupcio

A part de la utilitzacié de les STI com immunoterapia, des que existeix la
disponibilitat del TARGA i amb l'augment dels coneixements dels riscos de
progressié de la infeccié i la impossibilitat de I'erradicacié del reservori del VIH,
s'han elaborat diferents estratégies de suspensioé programada del TARGA amb
la intencié de reduir el temps acumulat de tractament per disminuir les seves
repercussions 2'% 2"l en diferents ambits: efectes secundaris, costos econdmics

0 molésties per al pacient.

Les metodologies de suspensié del tractament i els contextos en els quals
s'han utilitzat son diversos. En pacients multitractats i en fracas terapeutic amb
virus multiresistents es va plantejar la hipdtesi que una suspensié del TARGA
provocaria la reaparicié del virus salvatge per tenir aquest una major capacitat
replicativa o fitness viral, desplacant a les quasiespéecies multiresistents. En
aquest moment i davant un virus salvatge, la reintroduccié del TARGA podria
tornar a ser efectiva i millorar el control de la replicacié viral i la resposta
immune. No obstant, s'ha demostrat que aquesta estratégia s'acompanya d'una
deterioracié immunologica que, al donar-se en pacients amb infeccié avancada,

augmenta molt el risc d'esdeveniments oportunistes #'4,

Un altre ambit molt diferent és el de les interrupcions en pacients que
han respost de forma satisfactoria al TARGA. En aquest context s'ha introduit el
concepte de la interrupcié “guiada” o “en polsos”, en la qual aquests pacients
podrien suspendre el TARGA i reiniciar-lo només quan tinguessin indicacio,

basant-se en el recompte de limfocits T CD4 i/o CV segons les guies actuals.
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L’any 2000 es va publicar un estudi esperangador de STI guiada per
CV, en el que s’aturava el tractament en pacients que havien sigut tractats des
de la primoinfeccid, Els resultats indicaren que tots els pacients, a pesar del
rebrot de virémia, van ser capacos de conseguir un estat d’equilibri, al menys

transitori, sense TARGA amb una carrega viral per sota de les 5.000 cp/mL %%,

En l'estudi més gran en el qual s'explora la interrupcié guiada per
recompte limfocitari T CD4, el SMART, es randomitzaren un total de 5472
pacients amb TARGA i més de 350 limfocits T CD4/uL a seguir amb el mateix
tractament de forma convencional o a seguir una estratégia conservadora de
farmacs guiada pel recompte de limfocits T CD4, en la qual el TARGA es
suspenia fins que els CD4 caiguessin per sota de 250 cél-lules/ uL, moment en
el qual es reiniciava el TARGA fins que el recompte tornés a ser superior a 350
cél-lules/ pL, tornant llavors a suspendre's. El reclutament en I'estudi va haver
d’aturar-se a l'observar que la branca conservadora de farmacs guiada per
limfocits T CD4 tenia un major risc de progressié de la malaltia o mort i
esdeveniments greus associats a sida ?'*. Es van observar resultats similars
en un altre estudi amb menor nombre de pacients a I'Africa sub-sahariana, el

n 2" amb idéntics valors de recompte limfocitari T CD4 per a l'inici i la

Trivaca
suspensié de tractament. Un altre estudi en el que el nivell de limfocits T CD4
necessari per a reiniciar el TARGA va ser superior (350 CD4/uL) va mostrar

també majors manifestacions relacionades amb la infeccié pel VIH perd de

tipus més lleu ',

Davant aquests resultats, sembla que les estratégies de suspensié de
TARGA guiades per limfocits T CD4 no haurien de mantenir-se fins a nivells tan
baixos de limfocits T CD4 (250 cél-lules/ uL) pels riscos que comporta i

s'haurien d'explorar estrategies amb dintells superiors.
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4.2.1.2 Conseqliéncia de les interrupcions

Els diferents estudis realitzats han permeés conéixer qué ocorre després de
la interrupcié del TARGA des del punt de vista del virus i del pacient i el seu
sistema immunitari. Ineludiblement, després de la suspensié del TARGA es
produeix una elevaci6 de la CV. Els pacients amb infeccié cronica pel VIH-1 i
CV indetectables per sota de 50 copies/mL tenen un temps mig de 10 dies per
a obtenir 500 copies copies/mL després de la suspensio del TARGA, podent
observar CV detectables ja al tercer dia de suspensio " 2'® Aixd comporta
que les estratégies d'interrupcidé puguin tenir una série de conseqléncies
negatives secundaries a aquesta elevacié, com son el risc que el TARGA
fracassi posteriorment en la ressupressié de la replicacié viral, la possibilitat del
farciment dels reservoris cel-lulars, o el presentar una sindrome de

primoinfecci6 ',

A més, és molt important el risc de desenvolupament de resistencies, ja
que al parar el tractament poden coincidir nivells sub-optims dels farmacs amb
certa replicacié viral. Els estudis fins a la data coincideixen en que el risc més
important es déna en aquells pacients que prenen farmacs de vida mitja llarga i

amb barrera genética baixa ?'®??° com poden ser els NNRTI o la lamivudina.

Pel que fa als limfocits T CD4, tornen a descendir en aturar el tractament.

S'ha descrit que aquest nou descens ocorre en dues fases: un descens rapid

g [224 s 12251

inicial, d'un mes segons alguns autor 1'i de fins a quatre segons altre [
una segona fase de descens més lent. S'ha correlacionat la velocitat del
descens de forma negativa amb la CV plasmatica basal #* 2?1, e| recompte de
limfocits T CD4 nadir (el menor recompte de limfocits T CD4 que hagués

experimentat el pacient) #?* 2°! | de forma positiva amb el recompte de limfocits
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T CD4 en el moment de la interrupcid #?*?%l els limfocits T CD4 guanyats
durant el TARGA 22% 226 j J'edat [ Aquest descens condiciona, de forma
progressiva i sobretot a partir de nivells baixos, el risc de desenvolupar
infeccions oportunistes i esdeveniments associats a sida que poden ser, fins i

s 231 D'aqui la importancia que qualsevol interrupcié sigui estretament

tot, letal
monitoritzada. Existeix a més un risc, ara per ara més teodric que real, que en la
pérdua global de limfocits T CD4 es perdin clons limfocitaris que s'haguessin

retingut o recuperat i que després no es tornessin a recuperar amb el TARGA,

el que podria condicionar el sistema immunitari del pacient per a tota la vida.

4.2.2 Vacunes terapéutiques

La vacunacio terapéutica s’ha proposat com alternativa a I'iis continuat del
TARGA "% ja que la seva finalitat és augmentar les respostes immunitaries
especifiques del VIH-1 per aconseguir un control virologic en periodes sense
TARGA. En general, la capacitat de les vacunes utilitzades per augmentar la
resposta CD8 especifica anti-VIH-1 ha estat molt limitada, sense un clar

impacte en la CV 31

, ho obstant, algunes d’elles, en especial les que
empren cél-lules dendritiques com a adjuvant cel-lular (veure apartat 4.2.5.4),

han presentat resultats molt esperancadors.

4.2.2.1 Vacunes de virus complet inactivat

El Remune® és un immunogen del VIH-1, inactivat i deplecionat de la
proteina gp120. Els primers estudis publicats sobre aquesta vacuna van

mostrar la capacitat d'aquest immunogen per estimular les respostes
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limfoproliferatives especifiques del VIH en pacients tractats amb antiretrovirals
(2321 Estudis posteriors han mostrat resultats discordants, ja que la vacuna era
capa¢ d’induir respostes CD4 especifiques contra Gag (en ocasions molt

potents), perd sense capacitat de control immune de la replicacié viral 2**2%°],

4.2.2.2 Vacunes d'ADN

Aquesta estratégia consisteix en utilitzar plasmidis d'’ADN en qué
s'insereixen els gens virals d'interés i, posteriorment, s'injecten per via
muscular. L'expressio dels productes proteics dels gens inserits desencadena
la presentacié d'antigens a través del MHC-I i Il, el que dbéna lloc a les

respostes de cel-lules TCD8i T CD4.

S'ha demostrat que les vacunes d'ADN per si mateixes només soén
capaces d'induir respostes immunitaries generalment debils i poc duradores en

pacients tractats amb TARGA ¢ 2%7)

perd el seu Us en combinacié amb
vacunes de vectors virics recombinants (portadors del mateix immunogen) pot
produir respostes cel-lulars anti-VIH més potents. Aixi, la vacuna d'ADN és la

que inicia les respostes al immunogen, i potencia aquestes respostes després

d'una segona fase de vacunacié amb un vector viral modificat 232!,

En qualsevol cas, les vacunes terapéutiques d'ADN plasmidic ofereixen
avantatges que cal tenir en compte, com la capacitat d'incloure diversos gens
del VIH-1 en la mateixa vacuna, la seva seguretat biologica i la possibilitat de

produir-les i emmagatzemar-les a gran escala.
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4.2.2.3 Vacunes de vectors virics recombinants

Aquesta estratégia de vacunacio es basa en la utilitzacié de certs tipus de
virus vius atenuats, els quals es modifiquen mitjangant enginyeria genética per

tal que puguin expressar gens del VIH.

Dins d'aquest grup de vacunes terapéutiques es troben les vacunes amb
virus Canarypox recombinant. La immunogenicitat i seguretat bioldgica
d'aquest tipus de vacuna s'ha demostrat en estudis realitzats en pacients
infectats pel VIH ['%% 239 A més del virus Canarypox, s'ha utilitzat com a vector
el virus Vaccinia-Ankara modificat, el virus MVA ?*° amb resultats en general

pobres exepte en alguns casos % 241,

4.2.2.4 Vacunes de cél-lules dendritiques

Les ceél-lules dendritiques (CD) tenen grans habilitats per induir i coordinar
la immunitat de les cel-lules T. Aixo les converteix en els agents biologics
ideals en les estratégies d'immunoterapia per augmentar la immunitat de les

cél-lules T en la infecci6 pel VIH-1.

Els actuals assaigs clinics es basen en l'administracié de CD carregades
d'antigens del VIH-1, preparades ex vivo, per provar principalment que la
immunoterapia amb CD és segura i eficag en pacients infectats pel VIH-
1. Aquests assaigs depenen en gran mesura d’estudis preclinics que
proporcionin coneixements i orientacio sobre els tipus de CD, els millors
antigens virals, els métodes de maduraci6 de les CD, la via d'administracié de

les CD, les mesures de la funci® immunitaria contra el VIH i, en ultima
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instancia, el control de la replicacié del VIH-1. A més, s'estan desenvolupant
propostes prometedores en la immunoterapia basada en CD amb antigens del

VIH-1 in vivo.

L'objectiu dels assaigs amb vacunes de CD és definir una estratégia
segura i eficag per millorar el control de la infecci6 pel VIH-1 en pacients
sotmesos a terapia antiretroviral, a part d’aconseguir respostes immunitaries
especifiques per al VIH-1 més eficaces que les generades per altres
estratégies de vacunacié. De fet, els primers estudis en models animals que
millor van demostrar la capacitat d’'una vacuna terapéutica d’incrementar la
immunitat especifica de forma eficag, han estat els que han utilitzat vacunes
basades en CD com a adjuvant cel-lular ?**%*  Actualment, les vacunes
terapéutiques basades en CD sbn, precisament, les que estan tenint més

rellevancia > 2 com a estratégia complementaria al tractament antiretroviral.

Les cél-lules dendritiques mieloides (CDm) soén les cél-lules presentadores
d'antigen (APC) més potents del sistema immunitari, ja que poden induir i
potenciar tant la resposta immune adaptativa com la immunitat innata. Les
CDm tenen la capacitat de capturar els patdgens mitjancant processos
d’endocitosi, de pinocitosi a través de DC-SIGN i de receptors de Fc, per
transformar-los en petits péptids. Posteriorment, les CDm presenten els
antigens processats tant per MHC-I o MHC-Il com per complexos MHC, a les
céllules T citotoxiques (CTL) i a les cel-lules T CD4, respectivament,
promovent I'expansié i la diferenciaci6 d’aquestes. D'altra banda, les CDm

també activen les cél-lules NK (natural killer) 124" 2%¥!

. Aquestes habilitats
extraordinaries, al seu torn, converteixen a les CDs en els adjuvants naturals

més potents per una vacuna autologa.
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Diversos estudis realitzats in vitro i in vivo en models animals han
demostrat que les cél-lules dendritiques autdlogues derivades de monocits
(CDDM) polsades amb immunogens basats en antigens de VIH-1/SIV poden
induir i estimular la resposta immune especifica #** 2492 Aquesta estratégia
s'ha aplicat també en pacients infectats polsant CDDM autdlogues amb
diferents tipus d'immunodgens: péptids de VIH-1, vectors de canarypox que
porten els gens del VIH-1 rellevants, ARN del VIH-1 autdleg i virions complets

de VIH-1 autolegs i inactivats 1293206 253-255]

L'as del VIH-1 complet inactivat com immunogen té l'avantatge sobre els
altres immunogens del VIH d'oferir la varietat completa de proteines virals i la
conformacié natural del virus per induir la resposta immune especifica, pero,
també té alguns desavantatges. D'una banda, algunes de les proteines
immunogéniques es troben en baixa quantitat a l'interior de particules virals, de
manera que és necessaria una alta concentracié de virions, i per altra banda, el
métode d'inactivacié ha de garantir una alta reducci6é de la infectivitat per no

comprometre la seguretat del pacient enfront aquest tipus d'immundgen.

Els assaigs clinics en fase | / Il de vacunes terapéutiques contra el VIH-1
en base a CDDM autdlogues polsades amb VIH-1 complet, autdleg i inactivat
realitzats per Wei Lu (2004) ?*! i Felipe Garcia (2005) ¥°, han demostrat la
seguretat i l'eficacia d'aquest métode per induir la resposta immune cel-lular
especifica. La vacuna del grup de Wei Lu va aconseguir una reduccioé de la CV
de més del 90% en 8 dels 18 pacients immunitzats, mentre que la vacuna del
grup de Felipe Garcia va presentar una disminucié de més de 0.5 log de la CV
en 4 dels 12 pacients vacunats. Les diferéncies en l'eficacia entre ambdés
assaigs podria haver estat causada pel métode de fabricacié de la vacuna i per

les caracteristiques dels pacients vacunats.
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43 COM AFECTA EL TIPUS DE TRACTAMENT A LA VARIABILITAT

GENETICA DEL VIH-1?

4.3.1 Resisténcia als farmacs antiretrovirals

En la infeccié per VIH-1, poden coexistir diferents variants genétiques en
un mateix pacient. Aquesta heterogeneitat viral permet al VIH-1 adaptar-se als
canvis en el medi, seleccionant variants amb una major capacitat replicativa, un
diferent tropisme cel-lular o bé amb unes caracteristiques adequades per
escapar a la resposta immune de I'hoste. A més a més, la variabilitat genética
del VIH-1 pot modificar la sensibilitat de determinades variants als farmacs
antiretrovirals. De fet, s’han detectat virus portadors de mutacions de
resisténcia als inhibidors nucledsids (NRTI) i no nucledsids (NNRTI) de la
transcriptasa inversa i als inhibidors de la proteasa (IP) en pacients no tractats

préviament 12°¢- 271,

Les mutacions de resisténcia poden estar produides per dos mecanismes:
a) preséncia de polimorfismes genétics en codons critics que redueixen I'afinitat
d’un antiretroviral pel seu lloc d’'uni6 a I’ enzim diana #*®, o b) transmissié d’un
virus amb mutacions de resisténcia a partir d’'un pacient exposat a tractament

[259, 260]

antiretroviral . Els mutants resistents a un determinat antiretroviral es

troben en baixa concentraci® abans de [linici del tractament [2°6-2%8
probablement degut a que presenten desavantatges cinetiques respecte de les
soques salvatges ** ! de tal manera que si el tractament antiretroviral no
assoleix una adequada activitat farmacologica (és capag de suprimir Unicament

la replicaci6 de les soques salvatges), es produira un sobrecreixement i

predomini de les variants resistents. Es a dir, la pressié ambiental selectiva de
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la terapia antiretroviral aporta a aquests mutants l'avantatge competitiva

necessaria per a que, eventualment, representin la poblacié dominant.

Les mutacions de resisténcia s’han classificat en primaries i secundaries.
Les mutacions primaries apareixen generalment en les etapes inicials del
desenvolupament de la resisténcia, amb freqiiéncia relacionades de manera
especifica amb el farmac que les relaciona. Les mutacions secundaries o
compensatories, en canvi, s’acumulen en el genoma viral quan ja han aparegut
una o més mutacions primaries. Les mutacions secundaries per si mateixes
tenen un efecte minim o nul en la magnitut de les resisténcies, encara que en
general milloren la capacitat replicativa del virus quan esta en conjuncié amb
les mutacions primaries. No obstant, les diferéncies entre mutacions primaries i
secundaries, o els seus efectes en relacié amb la resisténcia clinica son dificils
d’establir, per la qual cosa el grup d’experts internacionals de la IAS
(International AIDS Society) recomana utilitzar aquesta distincié entre
mutacions primaries i secundaries unicament en els IP. D’altra banda, es poden
donar mutacions de resisténcia en qualsevol de les proteines diana dels
farmacs antiretrovirals: RT (NRTI, NNRTI), gp41 (inhibidors de la fusid),
integrasa (inhibidors de la integrasa), proteasa (IP) i inclus a Gag, en lloc de tall

de la proteasa.
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4.3.2 Evolucid6 genética natural del VIH-1 i durant els tractaments

immunomediats

A part de les mutacions de resisténcia seleccionades pels farmacs
antiretrovirals, el tractament en si mateix també afecta a I'evolucié genética del
VIH-1. S’han fet diferents estudis longitudinals en pacients naive (que no han
rebut cap tractament) i en pacients en TARGA sobre I'evolucié genética del
VIH-1, centrant-se basicament en la regié C2V5 del gen env. Aquesta regio és

261, 2621 herqué suposa una important

I'escollida per les analisis de la variabilitat
diana per la resposta immunoldgica i mostra un elevat grau de variabilitat

filogenética.

En pacients infectats per VIH-1 no tractats es mostra una taxa de
divergéncia de "% per any aproximadament a partir de la soca inicial 1'*?,
mentre que la taxa d’evolucié nucleotidica en pacients en TARGA és <0,05%

per any, si aquesta pot ser detectada %%,

D’altra banda, existeix poca informacié sobre I'evolucio viral en els pacients
sotmesos a terapies immunomediades. Els pocs estudis que s’han presentat al
respecte es basen en I'evolucié viral durant les STI, suggerint-se que aquesta
podria ser menor que la observada en pacients no tractats ?®°. Encara avui en
dia la variabilitat i I'origen dels virus que apareixen durant les aturades del
tractament és un tema controvertit i no s’ha arribat a un consens. Alguns autors
han suggerit que la replicacié subjacent durant les STI sigui la responsable de
la divergéncia del gen env durant els multiples cicles d’interrupcions del

t 12641

tractamen . No obstant, altres estudis han demostrat que els virus que

apareixen en les STI provenen del reservori viral, és a dir, algunes variants
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virals preexistents al tractament son les responsables del rebrot viral produit

durant les aturades del tractament 2%,

Actualment, no es disposa d’informaci6é sobre I'evolucié viral en pacients
que han estat sotmesos a vacunacio terapéutica, tot i tractar-se d’'una de les
terapies immunomediades més rellevants. Es de gran interés conéixer com
afecten aquestes noves estratégies a la variabilitat i a I'evolucié del VIH-1,
doncs al potenciar les respostes especifiques contra el VIH-1 suposen una

pressi6 selectiva directa sobre els virus.

El fet que el VIH no pugui arribar a ser controlat de forma efectiva és
una mostra evident de la necessitat urgent d’entendre els mecanismes que i
confereixen la capacitat d’adaptar-se davant les pressions selectives. Per tant,
'estudi del comportament de les poblacions virals (0 quasiespécies) resulten

importants no solament des d’un punt de vista académic sind també clinic.

4.4 ASSAIG CLINIC PILOT FASE I/l DE VACUNA TERAPEUTICA EN
PACIENTS VIH-1+ BASADA EN L’ADMINISTRACIO DE CEL-LULES
DENDRITIQUES AUTOLOGUES CARREGADES AMB EL VIH-1 AUTOLEG

INACTIVAT PER CALOR (RESUM DEL PROTOCOL DCVO01)

El grup d’investigacié de la sida de I'Hospital Clinic de Barcelona va dur
a terme un assaig clinic pilot fase I/l amb una vacuna terapéutica de cél-lules
dendritiques, polsades amb virus autdlegs inactivats per calor, en 12 pacients
amb infeccié cronica pel VIH-1 en tractament antiretroviral en estadis
primerencs de la infeccié (protocol DCV01, aprovat per la Agencia Espafiola del

Medicamento I'any 2001, assaig clinic n® 00_0405, i subvencionat pel Ministerio
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de Ciencia y Tecnologia, SAF2001-2591). Tots els pacients inclosos en I'estudi
van signar el seu consentiment informat per escrit i el protocol d’estudi va ser

aprovat pel Comité Etic de I'Hospital Clinic de Barcelona.

Els divuit pacients inclosos es caracteritzaren per presentar una infecci6
per VIH-1 cronica i asimptomatica, presentant uns nivells basals i nadir de
cél-lules T CD4 superiors a 500/pl, CV basal >5000 copies/mL abans de rebre
cap tractament i una CV <20 copies/mL mantinguda al menys durant 2 anys
mentre rebien TARGA. Aquests pacients foren randomitzats (2:1) per a ser
immunitzats amb cél-lules dendritiques mieloides autdlogues polsades ex-vivo
amb VIH-1 autdleg inactivat per calor (n=12), o bé per ser pacients control
(n=6). Dos dels pacients control, no obstant, van abandonar I'estudi abans de la
seva finalitzacid, per causes alienes al mateix. Per tant, aquests subjectes foren

exclosos, quedant el grup control amb n=4.

A tots els pacients se’ls va interrompre el tractament (stop 1) i quan la CV
va assolir el pic maxim, només en els pacients que havien de ser immunitzats,
se’ls realitzaren 3 plasmaféresis per a la obtencid del virus autdleg amb el qual
es produirien les vacunes. Als pacients control també se’ls va aturar el
tractament pero no foren sotmesos a plasmaféresi, Unicament es va recollir una
mostra de sang per comprovar que també s’assolis un pic de CV. Seguidament
es va reintroduir el TARGA a tots els pacients, i la CV va disminuir per sota les

20 copies/mL en 12 setmanes en tots ells.

Un any i mig després, aproximadament, es varen realitzar 5
immunitzacions a intervals de 6 setmanes. Una setmana abans de cada
immunitzacié es va efectuar una extraccié de sang periférica per a la obtencio

dels monocits plasmatics, els quals es cultivaren ex-vivo durant 8 dies amb
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reactius aptes per Us clinic, per diferenciar-los a cél-lules dendritiques
derivades de monocits (CDDM) tal com ho descriuen Engelmayer i

col-laboradors 2691,

Els virus obtinguts per plasmaféresi es van inactivar per calor a 56°C durant
30 minuts i a continuaci6 les CD-DM (mitjana de 2x10° cél-lules) es polsaren
amb els virus inactivats 24 hores abans de ser injectades subcutaniament
(mitjana 5x10° virions per vacuna). La primera immunitzacié va ser un control
negatiu, immunitzant amb CD-DM no polsades amb VIH-1 (mock). Sis
setmanes després de I'Gltima immunitzacié (setmana 30) es va interrompre de
nou el TARGA i es va fer el seguiment del pacients durant al menys 6 mesos.
Els pacients control no foren immunitzats perd si van seguir un calendari

d’aturades del tractament igual al dels pacients vacunats (Figura 10).

Els resultats d’aquest estudi foren publicats I'any 2005 2°4 concloent que
la vacuna era factible, segura i que no s’associava a efectes secundaris
importants (I'article complet s’adjunta a la pagina 191). En general no existien
diferéncies importants entre el grup de pacients vacunats i el grup control,
excepte en la CV basal, que en els controls era inferior a la dels pacients
vacunats (mitjana 3.54 log copies/mL vs. 4.44 log copies/mL). Els pacients
vacunats tenien una mitjana d’edat de 40 anys (entre 29 i 56) i els no vacunats

de 43 anys (entre 35 58) (Taula 6).
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Els criteris clinics per considerar aquests pacients responedors foren que
el set-point de CV plasmatica resultant als 6 mesos de la retirada final del
TARGA (setmana 54) disminuis 20.5 logo copies/mL significativament respecte
el set-point de CV basal; que el promig del temps de duplicacié del rebrot de la
CV s’allargués significativament en el segon stop respecte el primer, i que
I'area sota la corba (AUC) i el pic del rebrot de CV del segon stop disminuissin

significativament respecte el primer stop %4,
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Figura 10 Disseny de I'estudi. Setanta vuit setmanes abans de rebre la primera immunitzaci6 es va interrompre el
TARGA i quan la CV va rebotar es van practicar tres plasmaféresis per obtenir el virus autdleg amb el qual es
produirien les vacunes. Seguidament es va reintroduir el TARGA, i, en tots els pacients, la CV va disminuir per
sota les 20 copies/mL. Setanta vuit setmanes després es varen realitzar 5 immunitzacions a intervals de 6
setmanes. Una setmana abans de cada immunitzacié es va efectuar una extraccié de sang periférica per a la
generaci6 de les CD-DM. Els virus obtinguts per plasmaféeresi es van inactivar i a continuaci6 les CD-DM (mitjana
de 2 x10° cél-lules) es polsaven amb aquests 24 hores abans de ser injectades subcutaniament (mitjana 5 x10°
virions/vacuna). La primera immunitzacié va ser un control negatiu, immunitzant als pacients amb CD-DM no
polsades amb VIH-1 (mock). Sis setmanes després de I'lltima immunitzacio (setmana 30) es va interrompre de
nou el TARGA i es va fer el seguiment del pacients durant al menys 6 mesos. Els pacients control no foren
immunitzats pero si van seguir un calendari d’aturades del tractament igual al dels pacients vacunats. w, setmana.
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CV plasmaféresis Temps de duplicacio

i 3 N - R
Nume_ro de Sexe Edat CD4/mm per polsar les CD Carrega_VlraI del rebrot de la CV Area sota la corba* Pic del rebrot de la CV *
pacient (anys) basals (log1o copies/ml) (log1o copies/ml) (dies) del rebrot de la CV
Baseline®  Setmana 54 Stop 1 Stop 2 Stop 1 Stop 2 Stop 1 Stop 2

CASOS

269 Home 29 793 7.19 4.24 3.30 1.89 2.33 3.39 2.52 5.16 5.30
262 Home 45 707 7.90 4.58 3.90 1.76 3.95 3.28 1.40 5.07 3.09
46 Home 56 614 8.22 4.51 3.79 2.67 3.36 3.67 2.61 5.75 4.56
185 Dona 32 628 8.20 5.10 4.43 1.78 2.59 3.47 3.07 5.00 4.55
261 Home 30 781 7.07 4.12 412 2.23 2.80 2.29 3.20 4.94 4.46
201 Home 54 588 7.42 3.94 3.92 1.79 3.46 2.82 2.40 5.40 4.51
168 Home 37 1005 7.63 4.15 4.67 1.96 5.02 3.16 2.15 4.89 4.93
33 Home 48 763 7.56 4.65 4.80 1.37 1.83 3.48 2.96 6.37 4.92
158 Home 47 764 7.14 4.02 4.03 1.77 2.73 3.27 3.04 5.35 4.67
265 Home 28 759 9.11 5.22 5.03 1.82 1.69 4.03 3.93 6.15 5.67
213 Home 31 948 7.49 4.60 4.63 1.54 1.78 3.55 3.1 5.70 5.42
207 Home 48 706 7.98 4.11 4.70 2.76 2.30 3.32 3.36 5.14 4.96
Mitjana 40 754 7.74 4.44 4.27 1.9 2.8 3.32 2.87 5.41 4.75
SE 3 36 0.16 0.12 0.15 0.12 0.28 0.13 0.19 0.14 0.18
CONTROLS

228 Dona 43 879 3.07 3.01 6.51 5.14 1.93 1.76 3.86 4.23
282 Home 58 619 3.74 3.43 5.55 4.95 1.67 1.56 3.89 4.08
296 Home 35 900 3.64 3.36 4.70 4.08 2.15 2.61 3.96 3.80
105 Home 39 504 3.73 3.54 2.70 2.56 248 3.33 5.19 5.09
Mitjana 43 725 3.54 3.34 4.86 4.18 2.06 2.31 4.22 4.30
SE 5 97 0.16 0.11 0.81 0.58 0.17 0.41 0.32 0.28

Taula 6 Caracteristiques dels pacients vacunats (casos) i dels no vacunats (controls). Els pacients en negreta sén els que van tenir una resposta virologica a la vacunacio.
® Mitjana de totes les mesures disponibles per als 2 anys anteriors a I'inici de qualsevol terapia. * Calculat amb les dades de les 12 primeres setmanes d'interrupcio.
Dades extretes de Garcia et al, 2005 [204].
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En els resultats de I'estudi es va observar una disminuci6 del set-point de la CV
plasmatica major o igual a 0.5 logs en el 33% dels individus immunitzats (4 dels 12
pacients), mentre que no es va observar cap canvi en el grup control. Quan es va
comparar la dinamica en el rebrot de la CV en els dos periodes d’interrupcié del
tractament, s’observa, en el grup vacunat, un enlentiment en la mitjana del temps de
duplicacié de la CV (p=0.01), una disminuci6 significativa de l'area sota la corba
(p=0.02) i la disminucié del valor maxim de CV plasmatica (p=0.004) en la segona
interrupci6 del tractament (stop 2) respecte la primera (stop 1). En el grup control no
es varen observar diferéncies en aquests parametres entre la primera i la segona

interrupcio del tractament ?° (Taula 6, Figura 11).
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Figura 11 Dinamica de la CV plasmatica després de la primera i la segona interrupcié del TARGA. Les linies
continues i discontinues representen la mitjana de la CV plasmatica basal (abans de rebre cap tractament) dels
casos (que foren immunitzats entre el primer i el segon stop, linia discontinua) i dels pacients control (que no foren
immunitzats, linia continua). A) Mitjana de la CV plasmatica en els casos. B) Mitjana de la CV plasmatica en els
controls. C) Mitjana de la CV plasmatica en els casos i els controls després de la primera aturada del TARGA. D)
Mitjana de la CV plasmatica dels casos i dels controls després de la segona aturada del TARGA. Figura
modificada de Garcia et al, 2005 [204].
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En aquest estudi es va utilitzar una vacuna terapéutica individualitzada anti-VIH,
basada en I'administracié de cél-lules dendritiques autdlogues carregades amb virus
autolegs inactivats, factible, segura i que no va provocar efectes adversos importants
2041 ' Aquesta vacuna va poder controlar parcialment la replicacio virica en un 33%
dels casos després de sis mesos d'interrupcié del TARGA i es va observar un
descens significatiu (0,66 logaritmes) de la carrega viral en les primeres 12 setmanes
després de la interrupcid, el que es va associar a canvis significatius, encara que
febles i transitoris, de la resposta limfoproliferativa a I'antigen p24 del VIH-1, de la
resposta CTL en sang periférica i de la xifra de cél-lules CTL en teixit limfatic.

L'activitat neutralitzant del sérum no va canviar després de les immunitzacions.

L’efecte d’aquesta vacuna sobre les poblacions virals no ha estat estudiada.
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Objectiu

L'objectiu principal d'aquesta tesi és, analitzar I'evolucié de I'envolta viral del
VIH-1 en pacients infectats que han estat sotmesos a vacunacié terapéutica basada en
I'administracio de cél-lules dendritiques autdlogues polsades amb el virus autdleg

inactivat per calor (DCV01, assaig clinic n® 00_405).

Per assolir aquest objectiu s'han analitzat i comparat els canvis en la seqliéncia
de la regi6 C2V5 de I'envolta viral de les quasiespécies circulants en el plasma abans i
després de la vacuna. La variabilitat del VIH es manifesta principalment en el gen de
'envolta, i concretament en la seva regi6 C2V5, degut a I'exposicid al sistema
immunoldgic de les proteines que codifica. En aquest estudi s’ha analitzat I'evolucié de
la regi6 C2V5 de l'envolta viral perqué la seva variabilitat pot tenir coseqiiéncies
biologiques, tant a nivell dels antigens que es mostraran al sistema immune com a

nivell de tropisme viral.
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Pacients, Materials i Métodes

1. SELECCIO DE LES MOSTRES

Els punts d’interés de cada pacient foren: a) mostra de plasma sanguini basal
(BS), abans de rebre cap tipus de tractament, b) mostra de plasma sanguini del rebrot
de la CV durant la primera parada del tractament (stop 1 0 S1) en els pacients control i
mostra del pool de les plasmaféresis utilitzades per preparar I'immunogen en els
casos, i ¢) mostra de plasma sanguini del rebrot de la CV durant la segona parada del
tractament (stop 2 o S2). Les mostres plasmatiques obtingudes en els rebrots
d’ambdés stops corresponen a la fase exponencial de la corba descrita per la carrega
viral de cada pacient (Figura 12). A partir d’aquestes mostres s’han obtingut les
poblacions virals en les que es basa aquesta tesi, per tant, a partir d’'ara quan ens
referim al terme poblacié estarem parlant dels virus del moment basal, del primer stop

o del segon stop.

. T™ReA
N 0\

MOSTRA . > MOSTRAS!T € MOSTRAS2

BASAL t 4 anys t 2 anys

Figura 12 Mostres seleccionades al llarg del tractament per a I'estudi. La linia representa la carrega
viral i la fletxa blanca indica el moment quan va tenir lloc a vacunaci6 (en els casos). S’indica també el
temps aproximat que ha transcorrequt entre les mostres seleccionades.

2. OBTENCIO DE PLASMA DE SANG PERIFERICA

Per a la obtenci6 del plasma de la sang total, es va partir d’'una extraccié de
sang periférica del pacient en tubs vacutainer amb EDTA com anticoagulant. Es van
preparar aliquotes d’un mil-lilitre del plasma resultant i es va enmagatzemar a -80°C.

(Veure protocol detallat a I'apartat 1 de 'Annex Métodes)
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3. OBTENCIO | QUANTIFICACIO DE L’ARN DE VIH-1 EN EL PLASMA

La virémia o carrega viral plasmatica (CV) es va determinar utilitzant el sistema
comercial Amplicor HIV-1 Monitor Test (Roche Molecular Systems, Somerville,
NJ,USA), seguint les instruccions del fabricant. Aquesta metodologia combina la retro-
transcripcié (RT) de I'ARN viral i la reaccié en cadena de la polimerasa (PCR) per la
medicié quantitativa en plasma de I'ARN del VIH-1. El seu desenvolupament, descrit
breument, s’exposa a continuacié: en una Unica reaccié s’amplifica una seqiiéncia de
142 parells de bases (pb) del gen gag del VIH-1. En la reacci6 s'utilitza 'enzim rTth
ADN polimerasa (que té activitat transcriptasa inversa i ADN polimerasa) i primers
biotinilats en els extrems 5. L’estandard de quantificacié de I'assaig é€s una molécula
sintética d’ARN no relacionada amb el VIH-1 que presenta els llocs d’'unié dels primers,
idéntics als existents en la seqiiéncia diana del VIH-1. Els productes de I'amplificacié
biotinilats corresponents al VIH-1 i al patré de quantificacié es detecten mitjangant un
assaig immunoenzimatic en pouets independents de plaques Microtiter. Aquests
pouets es troben recoberts per sondes d’oligonucledtids especifiques del VIH-1 i del
patré6 de quantificacié. La quantificacié es realitza en la placa Microtiter per dilucions
seriades quintuples dels productes de I'amplificacié, amb la posterior addicid d’'un
conjugat avidina-peroxidasa i el seu subtrat/cromogen especific. La lectura dels
resultats es realitza en un espectrofotdmetre a 450 nm de longitud d’ona. El niUmero de
copies de 'ARN del VIH-1 es calcula a partir del numero conegut de copies de
'estandard de quantificacié, de les densitats Optiques obtingudes en les lectures
corresponents al VIH-1 i al patré6 de quantificacié, i del factor de dilucié. El limit de
deteccié de la técnica és de 20 copies d’ARN viral per mil-lilitre de plasma (Veure

protocol detallat a I'apartat 2 de ’Annex Métodes)
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4. OBTENCIO DE L’ARN DE VIH-1 DE PLASMA PER L’ANALISI DE SEQUENCIES

L’extraccié de I'ARN viral es va realitzar a partir d’'un mil-lilitre de plasma de
cada mostra, centrifugant a 23.000 rpm 1 hora a 4°C. Es va descartar el sobrenedant i
es va procedir a I'extraccié amb els reactius comercials QlAamp Viral RNA kit, (Qiagen,
Hilden, Alemania) seguint les instruccions del fabricant amb modificacions. (Veure

protocol detallat a I'apartat 3 de ’Annex Métodes)

5. AMPLIFICACIO DE LA REGIO C2V5 DEL GEN env A PARTIR D’ARN DE VIH-1

L’amplificacié de la regi6 C2V5 del gen de I'envolta del VIH-1 es va realitzar
mitjangant la combinacié d’una retro-transcripcié de ’ARN viral i una PCR (RT-PCR) i
una PCR interna o nested (NT-PCR), modificant el métode descrit per Arnedo-Valero i

col-laboradors 1?57,

5.1 RT-PCR

La RT-PCR es realitza a partir d’ 1 yL i 10 yL d’ARN viral de cada mostra
amb el sistema comercial SuperScript™ One-Step RT-PCR with Platinum® Tag,
que conté una mescla d'una retro-transcriptasa (M-MLV RT modificada) i una
ADN polimerasa per a la sintesi de 'ADNc i 'amplificacié per PCR en un sol
tub. Aquest sistema també inclou una mescla tamponada que proporciona la
concentracié adequada de Mg*, dNTPs i estabilitzadors. L’especificitat de
I'amplificacié es va potenciar afegint a la reaccié 3.5 U de 'ADN polimerasa
d’alta fidelitat Expand High Fidelity Enzyme (Roche Molecular Biochemicals,
Manheim, Germany) i els primers especifics C2-2S i ED12 (veure Taula 7) a

una concentracio final de 0.4 yM. El volum final de la reaccio6 fou de 50 pL.
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Es realitza un cicle de retro-transcripcié6 a 45°C durant 45 minuts i
desnaturalitzacié a 94°C 2 minuts; i 30 cicles d’amplificacié segons el perfil
segiient: 10 cicles de desnaturalitzacié6 a 94°C 30 segons, hibridacié dels
primers especifics 30 segons a 59°C i elongaci6 de les cadenes 1 minut a 68°C;
i 20 cicles amb el mateix patré perd amb un increment de 0.5 segons
d’elongacié per cicle. Finalment, es realitza un cicle Unic d’elongacié a 68°C

durant 10 minuts (veure protocol detallat a 'apartat 4.1 de ’Annex Métodes).

5.2 NT-PCR

La NT-PCR es va dur a terme a partir de 5 uL del producte de la RT-PCR.
L’amplificacié es realitza amb 3.5 U de 'ADN polimerasa d’alta fidelitat Expand
High Fidelity Enzyme (Roche Molecular Biochemicals, Manheim, Germany) i els
primers especifics C2FMod i WEAU a una concentraci6 final de 0.4 uM (veure
Taula 6). El volum final de la reacci6 fou de 50 yL amb una concentracio final

de 1.5 mM Mg?.

Posteriorment a una desnaturalitzaci6 inicial de 2 minuts a 94°C, es
realitzaren 30 cicles d’amplificacié segons el perfil segiient: 10 cicles de
desnaturalitzaci6 a 94°C 30 segons, hibridacié dels primers especifics 30
segons a 51°C i elongaci6é de les cadenes 1 minut a 68°C; i 20 cicles amb el
mateix patré perd amb un increment de 0.5 segons d’elongacié per cicle.
Finalment, es realitza un cicle unic d’elongacié a 68°C durant 10 minuts (veure

protocol detallat a I'apartat 4.2 de I'’Annex Métodes).
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Primer Segqiiéncia 3’-5’ Polaritat Posicio
C2-28 CAATGTACACATGGAATTAGGCCA + 6506-6529
ED12 AGTGCTTCCTGCTCCCAAGAACCCAAG - 7328-7357
C2FMod TCTGGATCCAACTGCTGTTAAATGGCAGTC + 6534-6563
WEAU TCTAAGCTTCACTTCTCCAATTGTCCCTC - 7195-7223
M13_Fw GTTTTCCCAGTCACGAC +

M13_Rv CAGGAAACAGCTATGAC -

Taula 7 Sequéncia nucleotidica i localitzacié dels primers utilitzats en el genoma viral de referéncia HXB2.

Els productes obtinguts de [I'amplificacié s’analitzaren mitjangant una
electroforesi en gel d’agarosa 1% en tampd Tris-borat EDTA (TBE) i van ser purificats
mitjangant el sistema comercial GFX™ PCR DNA and Gel Band Purification
(Invitrogen, Carlsbad, California) (veure protocols detallats als apartats 5 i 6 de '’Annex

Métodes).

6. CLONACIO DE LA REGIO C2V5 DEL GEN env DEL VIH-1

El clonatge dels productes de PCR purificats (o inserits) es realitza en el vector

PGEM-T Easy (Promega Corporation, Madison, WI, USA) mitjancant el sistema de

lligaci6 comercial DNA Rapid Ligation (Roche Molecular Biochemicals, Manheim,

Germany).
¥mnl 2009
Scal 1620 ‘\r.,,,m 2707 ;;:I' o PGEM-T Easy Vector sequence reference points:
11 ori 521” % T7TRNA polymerase transcription initiation site 1
?jclozll g; Multiple cloning region 10-128
A ?]552' :113 SP6 RNA polymerase promoter (—17 to +3) 139-158
) pGEM®-T Easy lacZ {;3&'“ ‘13 SP6 RNA polymerase transcription initiation site 141
Vector EcoRl | 52 pUC/M13 Rv Sequencing Primer binding site 176-197
(3015bp) 5o | s lacZ start codon 180
EcoRl | 70 lac operator 200-216
B | 1% B-lactamase coding region 1337-2197
) Pstl a8 phage f1 region 2380-2835
ori ﬁc”tl 22 lac operon sequences 28362996, 166-395
sacl |10e  pUC/M13 Fw Sequencing Primer binding site 2949-2972
Ei'l’" }‘EE T7 RNA polymerase promoter (—17 to +3) 2999-3
141
Tsps

Figura 13 Esquema del vector pGEM T Easy utilitzat per la clonaci6 del fragment C2V5 de I'envolta del VIH-1.

-67 -



Pacients, Materials i Métodes

6.1 LLIGACIO | TRANSFORMACIO EN BACTERIES COMPETENTS

La lligacié6 optima amb el vector pGEM-T Easy va resultar amb una
proporcié molar vector:inserit 1:5, pel que es van emprar 50 ng del vector i 50

ng del producte de PCR en un volum final de 20 pL.

Per a la transformacid es van emprar bactéries competents d’alta

eficiencia (E. coli DH5q, Invitrogen) en aliquotes de 50 pL, a les quals se’ls van

afegir 5-10 pL de la lligacié. Les bactéries es van incubar 30 minuts en gel i es
van sotmetre a un xoc térmic a 37°C durant 20 segons. Posteriorment se’ls va
afegir 1 mL de medi SOC i es van incubar 1 hora a 37°C amb una agitacié de
250 rpm. Es van sembrar les bactéries transformades per duplicat, 20 uL i
200pL, per extensi6 en plaques de LB Agar amb ampicil-lina a una concentracio
de 50 pyg/mL (per a la seleccio de les coldnies recombinants resistents a aquest
antibiotic), IPTG (isopropyl-B-D-thiogalactopyranoside) a una concentracié de
0.2 mM i X-Gal (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D-galactopyranoside) a una
concentracio final de 50 ug/mL (per a la selecci6é de bactéries recombinants per

color).

Les plaques es van incubar tota la nit a 37°C. Es van obtenir, per

mostra, 10-20 coldonies amb ADN recombinant, seleccionades pel seu color

blanc (veure protocols detallats als apartats 7 i 8 de 'Annex Métodes).
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6.2 OBTENCIO DE L’ADN PLASMIDIC (MINIPREPS)

Cada coldnia blanca a analitzar es va transferir a 3 mL de medi LB liquid
amb ampicil-lina 50 yg/mL i es va incubar durant tota la nit a 37°C amb agitacié
a 250 rpm. Després de centrifugar durant 30 minuts a 3000 rpm, la purificacié
de 'ADN plasmidic obtingut des del sediment de cél-lules es va realitzar amb el
sistema comercial QIAprep Spin Miniprep (Qiagen, Hilden, Germany) seguint

les instruccions del fabricant.

A més, es va comprovar que I'ADN plasmidic obtingut (miniprep)
contingués linserit d’'interés mitjangant una PCR senzilla amb 2 pyL d’ADN,
primers especifics del vector M13_Fw i M13_Rv a 0.2 uM (veure Taula 7) i 12.5
ML de Go Taq Green Master Mix (Promega) en un volum final de 25 uL.
Posteriorment a una desnaturalitzacio inicial de 5 minuts a 94°C, es realitzaren
40 cicles d’amplificacié segons el perfil seglient: desnaturalitzaciéo a 94°C 10
segons, hibridacié dels primers especifics 10 segons a 50°C i elongaci6 de les
cadenes 2 minuts a 68°C. Finalment, es realitza un cicle unic d’elongaci6é a
68°C durant 10 minuts i es comprova la presencia d’inserit en un gel a I'%
d’agarosa amb TBE (veure protocols detallats als apartats 9 i 10 de I'’Annex

Métodes).
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7. OBTENCIO DE LA SEQUENCIA NUCLEOTIDICA DE LA REGIO C2V5

Les minipreps d’ADN recombinant obtingudes proporcionaren les seqiéncies
de les diferents variants que conformen la poblacié viral d’'un pacient en un moment
determinat. Es va emprar el métode Dideoxy chain-termination (ABlI PRISM Ready
Reaction Amplitaqg Fs, DyeDeoxy Terminators, Applied Biosystems) per seqlienciar

aquestes minipreps.

Les reaccions de seqiienciaci6 es realitzaren a partir de 2 pL de miniprep amb
una concentracié final de primer (M13_Fw o M13_Ryv, veure Taula 7) de 0.5 yM, 1 L
BigDyeTerminator v3.1i 1.5 uL de tampo 5x (Applied Biosystems) en un volum final de
10 uL. Posteriorment a una desnaturalitzacié inicial de 5 minuts a 94°C, es realitzaren
40 cicles d’amplificacié segons el perfil seglient: desnaturalitzaciéo a 94°C 10 segons,
hibridacié dels primers especifics 10 segons a 50°C i elongacié de les cadenes 2
minuts a 60°C. Finalment, es realitza un cicle Unic d’elongacié a 72°C durant 10 minuts.
Seguidament, les reaccions de seqlienciacid es purificaren pel sistema comercial
Montage SEQqs Sequencing Reaction Cleanup de Millipore (veure protocols detallat a

'apartat 11 de ’Annex Metodes).

La deteccié de les seqiiéncies es va realitzar mitjangant electroforesi capil-lar

en equips ABI Prism 3700 i ABI Prism 3730xI DNA Analyzer (Applied Biosystems,

Westerland, Germany) a la Unitat de Gendmica del Parc Cientific de Barcelona.
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8. ANALISI DE LES SEQUENCIES

Els electroferogrames obtinguts foren editats, compilats i traduits a aminoacids
(quan fou necessari) amb el software BioEdit Sequence Alignment Editor v7.0.1 (Isis
Pharmaceutical Inc.) per obtenir la seqiéncia completa de cadascun dels clons

moleculars.

Els alineaments mudltiples de les seqiiéncies nucleotidiques i d’aminoacids es
van realitzar mitjangant I'aplicacié ClustalW implementada en el programa informatic

lliure MEGA4 P% (http://www.megasoftware.net). Posteriorment, els alineaments

obtinguts es van editar i corregir manualment per assegurar que la pauta de lectura fos

la correcta.

Les sequéncies de referencia emprades en les diferents analisis van ser

obtingudes a la base de dades on-line de Los Alamos (http://www.hiv.lanl.gov). Les

sequiéncies consens de cada poblacié es van generar amb I'aplicaci6 Consensus

Maker de la mateixa base de dades.

9. ANALISIS PROTEIQUES

9.1 GLICOSILACIO

El nombre de N-glicosilacions de cada sequéncia individual es va calcular

en base als llocs potencials de glicosilaci6 NXS i NXT (N=asparagina,

X=qualsevol aa, S=serina i T=treonina), mitjangant I'aplicacié N-GlycoSite de la

base de dades on-line de Los Alamos (http://www.hiv.lanl.gov).

-71 -



Pacients, Materials i Métodes

9.2 NOMBRE i CANVI D’AMINOACID

El nimero d’aminoacids totals de cada seqiiéncia i el nimero de posicions
mutants respecte la seqiéncia consens (numero de canvis d’aminoacid) s’han
calculat manualment a partir dels alineaments de seqliéncies aminoacidiques

de cada poblacié.

9.3 COMPLEXITAT

La complexitat viral s’ha calculat a partir de les seqiéncies aminoacidiques
de cada poblaci6. Les diferents variants virals (i, j, k, etc) de cada poblacié
s’han localitzat amb el programa lliure DAMBE %! | |a freqiiéncia que
cadascuna d’elles ocupa dins la poblacié (p;) s’ha calculat manualment a partir
de la formula p; = (n; / N), on n; és el numero de seqiiencies de cada tipus que

trobem en la poblacié i N és el numero total de seqiiéncies.

Pel calcul de I'entropia com a index de complexitat, ens hem basat en la
férmula de la teoria de la informacié de Shannon i Weaver (1963): S=-> (p; In p)),
on p; és la freqiiéncia de cada tipus de seqiiéncia diferent que trobem en la

poblacio6 (veure paragraf anterior).

L’entropia normalitzada pel numero de seqliéncies analitzat en cada cas es
calcula com: S,=S/InN, on N és el nombre total de seqiiéncies que hem obtingut
en cadascuna de les poblacions. S, té uns valors compresos entre 0 i 1, on 0
correspon a la homogeneitat total de la poblacié i 1 correspon a la maxima

complexitat.
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9.4 INFERENCIA DE LA UTILITZACIO DE CORRECEPTOR

Per predir I'is del coreceptor de cada clon, es va localitzar la regi6 de 35
aminoacids corresponent al loop V3 en els alineaments de seqiéncies de
cadascun dels pacients de I'estudi. A partir de les seqliiéncies aminoacidiques
de V3, i mitjangcant comparacié de sequéncies amb tropisme conegut, es va
obtenir una puntuacié PSSM (position-specific scoring matrix; B subtype SI/NS/

matrix, http://indra.mullins.microbiol.washington.edu/), a partir de la qual es va

inferir el tropisme viral de cada variant "%, Aquesta eina bioinformatica ha
presentat una bona concordancia amb els tests fenotipics d'us de coreceptor

del VIH-1 71,

10. ANALISIS FILOGENETIQUES

La relaci6 filogenética de totes les sequiiéncies obtingudes de cadascun dels

pacients de [lestudi es realitza utilitzant el software MEGA4 %8

(http://www.megasoftware.net). Les matrius de distancies es van calcular mitjangant el

model de dos parametres de Kimura i s’utilitzaren com a base per la construccié dels
arbres filogenétics mitjancant el métode del vei més proxim (neighbor-joining). La
robustesa estadistica dels arbres filogenétics es prova mitjangant un remostratge de
1000 repliques (“bootstrap”) dels alineaments multiples. Els arbres filogenétics es van

editar amb I'aplicacié TreeExplorer del mateix programa.

Amb aquest procediment també es va realitzar un analisi conjunt de totes les
sequéncies de l'estudi per descartar la contaminaciéo creuada entre les diferents

mostres dels pacients.
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10.1 DIVERSITAT | DIVERGENCIA GENETICA

La diversitat i la divergéncia son la distancia genética mitjana que hi ha
entre les sequéncies nucleotidigues d’una poblacié (diversitat) o dues
poblacions separades en el temps (divergéncia). La distancia genética és una
mesura que ens indica quant diferents s6n dues seqlieéncies nucleotidiques, o
en aquest cas, un grup de seqliéncies entre elles. Ambdos parametres es van

calcular utilitzant el software lliure MEGA4 %8 (http://www.megasoftware.net).

Es va obtenir la distancia genética mitjana i I'error estandar (SE) mitjangant un

remostratge (bootstrap) de 1000 répliques en cada analisi.

10.2 PRESSIO SELECTIVA

La preséncia o abséncia de pressié selectiva s’ha testat amb el
programa SWAPSC 2 prévia obtencid dels parametres necessaris per
aquesta analisi amb el software PALM4.2 73 Cal remarcar que SWAPSC és
un meétode conservador a I'hora de detectar seleccié positiva d’'una poblacié o
d’'un clon concret, ja que té en compte I'efecte de la seleccidé positiva sobre la
taxa de substitucié sindnima. Aquest software calcula la probabilitat que es
doénin substitucions sinonimes (dS), substitucions no-sindnimes (dN) i la relacié

entre elles (q dN/dS) en cada branca de l'arbre filogenétic, obtenint aixi un

valor per cada virus (o grup de virus) relacionat genéticament amb un altre (o
altres). Recordem que quan =1 les probabilitats que es doni una substitucié
sindnima (que no produeix canvi d’'aminoacid) o una no-sindnima (que produeix
canvi d’aminoacid) son les mateixes, el que implica una evolucié neutra, ja sigui

perqué una contrarresta I'altre o bé perqué no hi ha hagut selecci6é. Quan w>1,
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la probabilitat que es doni una substitucié no-sinonima és superior a la que es
déni una sindnima, el que comporta una seleccidé positiva darwiniana. Quan
ax1, la probabilitat que es doni un canvi sinbnim és superior a la que es déni un
no-sindnim, implicant una pressié estabilitzadora, el que també es denomina
pressié negativa, doncs suposa una evoluci6 més conservadora al llarg del
temps del que s’espera. Quan =0, dN=0 i dS>0, s’entén que hi ha una
saturacio de substitucions sindnimes en detriment de les no-sindnimes, i quan

w= dN>0 i dS=0, es suposa una acceleraci6 de canvis no-sinonims.

11. ANALISIS ESTADISTIQUES

Tots els calculs estadistics de les dades obtingudes es van realitzar amb el
programa GraphPad Prism 5 (GraphPad Software Incorporated). La prova estadistica
s’indica en cada cas. Les diferéncies observades entre pacients vacunats i no
vacunats, i entre vacunats responedors i no responedors, no obstant, no s’han pogut
analitzar estadisticament degut a l'insuficient nombre d’individus en el grup control i en
el grup responedor. Davant aquesta limitacié, quan ha estat possible, s’han comparat
les poblacions dels pacients immunitzats abans i després de la vacunacio per saber si

aquesta intervencié terapéutica tenia un efecte sobre els diferents parametres virals.
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Resultats

1. DESCRIPCIO DE LES MOSTRES

1.1 CARREGA VIRAL, TEMPS DE REBROT | CLONS OBTINGUTS

Per dur a terme I'estudi de les poblacions virals d’aquests pacients, es van
seleccionar mostres de plasma de cada pacient obtingudes en els tres punts
d’'interés: la mostra basal (BS) corresponia a la primera mostra de plasma
disponible del pacient, abans de rebre cap tipus de tractament antirretroviral; la
mostra S1 corresponia al primer STOP, amb una mediana de 8 setmanes
sense TARGA en els pacients vacunats i d’11 setmanes en els no vacunats; i la
mostra S2 corresponia al segon STOP, amb una mediana 5 setmanes sense
TARGA en els pacients vacunats i de 7 setmanes en els pacients no vacunats

(Taula 8).

Totes les mostres utilitzades tenien CV detectable i elevada. En els
pacients vacunats, la CV mediana va ser de 4.11 logs, cp/mL (IQR 3.94-4.91)
en la mostra BS, 4.35 logyo cp/mL (IQR 3.96-4.89) en la mostra S1 i de 4.53
logso cp/mL (IQR 3.94-4.85) en la mostra S2. En els pacients no vacunats, la
CV mediana va ser de 3.48 log, cp/mL (IQR 2.32-4.46) en la mostra BS, 4.18
logio cp/mL (IQR 3.17-5.87) en la mostra S1 i de 3.98 logso (IQR 3.31-4.21)
cp/mL en la mostra S2. No va haver diferéncies en la CV de les mostres de

pacients vacunats i pacients control (Taula 8).
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BASAL STOP 1 STOP 2

-08-

TR cv Clons TR cv Clons TR cv Clons
CASOS
46 - 4,91 18 7 4,97 20 5 3,60 11
185 - 4,96 9 8 4,94 17 5 4,55 20
262 - 4,54 17 8 4,64 20 9 3,09 18
269 - 4,11 10 8 3,85 10 4 5,30 16
33 - - - 12 4,31 20 9 4,90 17
158 - 4,21 18 8 3,89 10 5 3,83 11
168 - 3,94 19 8 4,38 16 5 5,49 15
201 - 4,05 20 6 4,17 17 6 4,51 6
207 - 3,91 11 8 4,73 17 6 4,70 12
213 - 3,10 12 12 4,24 18 10 4,63 20
261 - 4,09 16 11 3,81 12 4 4,47 15
265 - 5,22 15 10 5,86 19 2 4,26 7
Mediana - 4,11 16 8 4,35 17 5 4,53 15
IQR - (3,94-4,91) (11-18) (8-10,75) (3,96-4,89) (13-19,75) (4,25-8,25)  (3,94-4,85)  (11-17,75)
CONTROLS
105 - 3,45 18 2 6,19 11 3 4,15 20
228 - 1,94 17 14 3,08 11 8 4,23 13
282 - 4,78 17 13 3,44 19 6 3,15 13
296 - 3,51 17 9 4,92 18 10 3,81 15
Mediana - 3,48 17 11 4,18 14,5 7 3,98 14
IQR - (2,32-4,46) (17-17,75) (3,75-13,75)  (3,17-5,87) (11-18,75) (3,75-9,5)  (3,31-4,21)  (13-18,75)

Taula 8 Caracteristiques de les mostres de plasma de cada pacient en el moment Basal, Stop 1 i Stop 2. S'’indica la CV (log+, cp/mL) de cada
mostra utilitzada i el nimero de clons virals (o0 seqUiéncies nucleotidiques) que es van obtenir de cadascuna d’aquestes mostres. En les columnes
corresponents a les aturades del tractament s’anota el temps que ha transcorregut (en setmanes) des que es va interrompre el TARGA (TR, temps
de rebrot). En cursiva, es mostren les medianes de CV, nombre de clons i temps de rebrot de cada grup de pacients en cada punt d’estudi, i entre
paréntesi, el rang inter-quartil (IQR). En negreta es ressalten els pacients amb resposta virologica a la vacunacio.
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Es va extreure 'ARN viral de

les mostres de plasma descrites, es

. . e 800 -
va retrotranscriure i amplificar per 4o00-

nested-PCR un fragment de 650 pb
Figura 14 Amplificaci6 del fragment C2V5 del gen env

corresponent a la reqgid C2V5 del del VIH-1 sobre gel d’agarosa 1%. Carril 1: Marcador
P 9 de pes molecular (Low DNA Mass Ladder, Invitrogen).

Carril 2 a 15: Amplificacié del fragment, sobre les

gen de l'envolta del VIH-1 (Figura mostres 46BS, 269S1, 46S2, 207S2, 261S2, 269S2,
168S2, 185S2, 201S2, 261BS, 269BS, 201BS, 265BS
i 265S2. Carril 16: Control negatiu. Carril 17: Control

14). El producte de PCR es va positiu (NL4.3). BS: basal, S1: stop 1, S2: stop 2.

clonar mitjangant un vector comercial en bactéries competents DH5a. Es va
seqlenciar la regi6 C2V5 del gen de I'envolta viral (env) dels diferents clons,

obtenint entre 6 i 20 seqliencies nucleotidiques per mostra (Taula 8).

1.2 CONTROL DE QUALITAT

Abans d’analitzar les poblacions, es va comprovar que no hi havia hagut
contaminacié creuada entre pacients deguda a la manipulacié de I'elevat nombre
de mostres d’aquest estudi. Amb aquest objectiu es va construir un arbre
filogenétic amb totes les seqiiéncies virals que s’havien obtingut. Com a control
es van incloure les sequéncies dels diferents virus de referéncia que s'utilitzen

habitualment en el nostre laboratori (VIH-1ga., VIH-1n143 | VIH-1pxR2).

Les sequiéncies de cada pacient i de cada virus control es van segregar

en clusters separats, indicant que no va haver-hi contaminacié creuada entre les

diferents mostres de I'estudi (Figura 15).
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168

262 213

296

207

* Boostrap =1000 'T‘

Figura 15 Control de qualitat de les mostres utilitzades a I'estudi. S’ha construit un arbre filogenétic amb totes
les sequiéncies de C2V5 obtingudes i tres virus VIH-1 de referéncia (BaL, HXB2 i NL4.3). Les sequéncies de
cada pacient s’han agrupat en clusters separats amb un bootstrap elevat, el que indica que no hi ha hagut

contaminacié creuada entre pacients. S’han ressaltat aquests clusters amb cercles. En color negre es
destaquen els pacients responedors.
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2. CARACTERITZACIO PROTEICA

Una de les caracteristiques més destacables de la replicacié del VIH-1 és
I'elevada taxa d’error de la retrotranscriptasa. Aquest enzim introdueix mutacions en el
genoma del virus durant la retrotranscripcié de 'ARN viral, el que desemboca en una
elevada heterogeneitat, tant genética com també a nivell de proteina. Aquest fet és
especialment important en I'envolta viral a causa de la seva exposicié al sistema
immunologic, i pot tenir conseqlencies biologiques, com el canvi dels antigens que es
presentaran al sistema immunoldgic o el tropisme viral. En aquest apartat, s’ha
caracteritzat I'envolta viral abans i després de la vacunacié amb cél-lules dendritiques
carregades amb virus autdlegs, i s’ha analitzat si aquesta intervencié terapéutica té un

efecte sobre aquesta proteina.

2.1 GLICOSILACIO DE C2V5

Un dels mecanismes que té el VIH-1 per escapar a la resposta
immunolodgica humoral és glicosilant les proteines més exposades al medi, ja
que aquest fenomen pot crear una mena d’escut glica que impedeixi la unioé
d’anticossos. L’envolta viral, i concretament la seva regié C2V5, és precisament
la proteina que es troba més exposada al sistema immune, pel que es van
analitzar els aminoacids susceptibles de glicosilaci6 d’aquesta regié en les

diferents etapes d’aquest estudi.

L’analisi global indica una elevada heterogeneitat en el numero de
glicosilacions de la regié C2V5 de I'envolta viral en les quasiespécies de tots els
pacients, en al menys dues de les tres poblacions estudiades: Basal, Stop 1 i

Stop 2 (Figura 16A).
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Figura 16A Representacié del nimero de glicosilacions en la regi6 C2V5 de cada clon viral estudiat de cada
pacient en els tres punts d’estudi (Basal, Stop 1 i Stop 2). Els pacients que presentaren resposta virologica a la
vacunacio s’han subratllat.
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-85-

N° Glicosilacions

N° Glicosilacions

N° Glicosilacions

N° Glicosilacions

Pacient 213

18-
16+
1d< Ty aRaEEREERE
124
10+
Besal Stop 1 Stop 2
Pacient 265
18+
18+ [T sEsEmmsan
14 . . svevan
124
10+
Basal Stop1 Stop 2
Control 228
18~
18-
14
124
10+ LT weane
) Basal Stop 1 Stop 2
Control 296
18-
1‘- EVEDENEENE e
144 seesusnsee e
124
10
Basal Step1 Stop 2



Resultats

En els pacients vacunats, la mediana va ser de 15 glicosilacions en la

poblaci6é basal, 15 en el primer stop i 14 en el segon stop. En els pacients no

vacunats, la mediana fou de 13 glicosilacions en la poblacié basal, 13 en el

primer stop i 14 en el segon stop (Taula 9).

BASAL STOP 1 STOP 2
CASOS
Mediana (IQR) 15 (11-16) 15 (12-16) 14 (12-17)
Responedors 15 (14-15) 14 (14-14) 14 (13-15)
No Responedors 15 (13-15) 15 (14-16) 14 (14-15)
CONTROLS
Mediana (IQR) 13 (8-16) 13 (9-16) 14 (10-17)

Taula 9 Numero de glicosilacions de la regi6 C2V5 de I'envolta viral per cada grup de
pacient en cadascuna de les poblacions estudiades (Basal, Stop 1 i Stop 2). S'indica la
mediana del nombre de glicosilacions per cada grup i el corresponent IQR entre paréntesi.

V3 V4 V5

1004

50+

U Glicosilacid

n-4
Figura 16B Distribuci6 dels llocs potencials de
glicosilacio de la regié C2V5 en totes les poblacions de
tots els pacients inclosos en l'estudi. Cada barra
representa el % de clons d’'una poblacié (BS, S1 o S2)
que presenten un lloc de glicosilacié en la posicid
corresponent de C2V5. Les regions variables del
fragment analitzat es destaquen en sombrejat.

No es van trobar diferéncies
entre pacients vacunats i pacients
controls respecte al numero de
glicosilacions de la regi6 C2V5 de
'envolta viral, aixi com tampoc no va
haver-hi diferéncies en la distribucié
d’aquests llocs de glicosilacié entre

els diferents pacients (Figura 16B).

Els llocs de glicosilacié no es distribuien homogéniament al llarg de la seqiiéncia

de C2V5, sind que es va observar un enriquiment de llocs de glicosilacio,

especialment en V4 (Figura 16B). Aquesta distribucié dels llocs de glicosilacié de

C2V5 fou bastant conservada, tant entre pacients, com entre les diferents

poblacions analitzades.
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2.2 INSERCIO | DELECIO A C2V5

Un dels factors que poden influenciar la variabilitat del VIH-1 és I'insercié o
delecié de nucleotids en els seus genomes. Aquest tipus de mutacions, a part
que poden desviar el marc de lectura, es tradueixen en un canvi en la longitud de
les proteines virals. Per conéixer si durant aquesta intervencié terapéutica s’han
produit canvis en aquest aspecte, es va calcular el nUmero d’aminoacids del
fragment C2V5 de I'envolta viral de cadascun dels clons que conformaven les

tres poblacions d’interés (Basal, Stop 1 i Stop 2).

Es va observar, en tots els pacients, que la longitud de C2V5 variava al llarg
del temps, el que indica que va haver-hi fendmens d’insercié i deplecid
d’aminoacids. També s’observa que la majoria dels virus d’'una mateixa poblacio
presentaven diferent nimero d’aminoacids entre ells; només el 25% de les
poblacions estudiades (12/47) tots els virus tenien la mateixa llargada de C2V5,
de les quals, 3 son poblacions basals, 2 sén poblacions del primer stop i 7

corresponen al segon stop (Figura 17).

En els casos, la longitud mediana de C2V5 de la poblacié basal va ser de
202 aminoacids, la del stop 1 fou de 204 aminoacids i la del stop 2 fou de 202
aminoacids. En els controls, va ser de 203 aminoacids en la poblacioé basal, de
204 aminoacids en el primer stop i de 203 aminoacids en el segon stop (Taula
10). En general, en cada pacient, les poblacions amb certs tamanys van anar
seleccionant-se en el temps, donant lloc a poblacions de mida més homogénia
en el segon stop respecte a la poblacié basal i la del primer stop. Degut que
aquesta caracteristica s’observa tant en els vacunats com en els no vacunats,
probablement aquest fendmen de seleccié fos degut a les aturades del

tractament que per la propia vacuna.
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Figura 17 Longitud del fragment C2V5 de I'envolta del VIH-1 (expressat en numero d’aminoacids) de cadascun
dels clons analitzats en cada pacient en el moment basal, Stop 1 i Stop 2. Els pacients reponedors a la vacunacio

es mostren subratllats.
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BASAL STOP 1 STOP 2
CASOS
46 202 (202-202) 199  (199-202) 199 (199-199)
185 200 (200-204) 200 (200-204) 200 (172-200)
262 207 (199-207) 206 (202-207) 207 (201-212)
269 198 (196-200) 201 (198-201) 198 (198-198)
33 - - 204 (197-208) 207 (207-207)
158 201 (198-208) 204 (201-213) 202 (202-202)
168 204 (204-205) 206 (204-206) 206 (206-206)
201 201 (200-203) 205  (205-205) 205 (205-205)
207 209 (209-209) 206 (202-216) 202 (202-209)
213 199 (199-206) 205  (204-205) 200 (199-205)
261 203 (196-208) 201 (201-203) 201 (200-201)
265 203 (203-203) 203 (203-203) 198 (198-198)
CONTROLS
105 205 (198-208) 205  (199-207) 199 (195-199)
228 199 (199-200) 207 (199-207) 207 (207-208)
282 204 (201-206) 202 (201-204) 203 (201-203)
296 202 (201-203) 203 (201-203) 203 (203-204)
Mediana Casos (IQR) 202 (200-204) 204 (201-205) 202 (199-206)
Responedors 201 (198-206) 201 (199-204) 200 (198-205)
No Responedors 203 (201-204) 205  (203-206) 202 (200-206)
Mediana Controls (IQR) 203 (200-204) 204 (202-207) 203 (200-206)

Taula 10 Longitud de C2V5 (en nimero d’aminoacids) de cada pacient en cadascuna de les poblacions estudiades
(Basal, Stop 1 i Stop 2). S'indica la mediana de la longitud observada en tots els clons de la poblaci6 corresponent i
entre parentesi s'apunta la longitud minima i maxima observada en cada cas. A la part inferior de la taula, en
cursiva, s'indica la mediana de la longitud de C2V5 per cada grup de pacients i el rang interquartil (IQR). En negreta
es remarquen els pacients que presenten resposta virologica a la vacunacio.

2.3 CANVI D’AMINOACID

La replicacié6 del VIH-1 implica lintroducci6 de mutacions, sobretot en
proteines exposades al sistema immunologic. L'envolta viral, i en especial la
regié6 C2V5, és una de les proteines més susceptibles a patir canvis d’aminoacid
degut a la seva localitzacié superficial en la particula virica. En aquest estudi s’ha

analitzat la freqliéncia de mutacié (o canvis d’aminoacid) en la regié C2V5 de
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I'envolta viral en les diferents etapes, i s’ha avaluat si la vacunacié terapéutica hi

tenia algun efecte.

El nombre de canvis d’aminoacid de cada poblacié es va calcular comptant
totes les posicions mutades en un o varis clons respecte la seqliéncia proteica
consens de la poblacié (Taula 11). EI numero de canvis d’aminoacid no es va
relacionar amb la longitud de la seqliéncia consens corresponent (Test de

Spearman; r -0.113, p=0.451, Figura 18).

BASAL STOP 1 STOP 2
CASOS
46 19 27 8
185 35 23 9
262 25 31 26
269 38 26 15
33 - 16 13
158 44 54 32
168 15 28 15
201 29 5 3
207 14 19 21
213 17 12 17
261 29 21 38
265 15 22 5
CONTROLS
105 58 37 17
228 21 13 14
282 17 13 14
296 27 32 27

Mediana Casos (IQR) 25 (15-35) 23 (17-28) 15 (8-25)
Responedors 30 (21-37) 27 (24-30) 12 (8-23)
No Responedors 17 (15-29) 20 (13-27) 16 (7-29)

Mediana Controls (IQR) 24 (18-50) 23 (13-38) 16 (14-25)

Taula 11 Numero d'aminoacids variables de la regié C2V5 respecte la seqliéncia consens, en
cadascuna de les poblacions d’estudi: Basal, Stop 1 i Stop 2.. En cursiva, es mostren les
medianes del nombre d’aminoacids variables, per grup de pacients, i entre paréntesi, el rang
inter-quartil (IQR). En negreta es ressalten els pacients responedors a la vacunacié
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220
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200 ° °

Figura 18 Relaci6 entre numero de canvis
1904 d’aminoacid observats i la longitud de C2V5 (en
numero d’aminoacids) en cadascuna de les mostres
utilitzades en aquest estudi. No existeix correlacié

N° aminoacids C2V5

180 T T T 1 entre el nombre de mutacions i el numero
0 20 40 60 80 d’aminoacids del fragment analitzat (Test de
Numero de mutacions Spearman; r-0.113, p = 0.451).

En els pacients vacunats, es va trobar una mediana de 25 mutacions en la
poblacié basal, 23 en el primer stop i de 15 en el segon stop. En els pacients no
vacunats, es van detectar 24 canvis d’aminoacid en la poblacié basal, 23 en el

stop 1i 16 en el stop 2 (Taula 11).

En el grup de pacients vacunats, s’observa una disminuci6 en el nUmero de
mutacions després de la vacunacio6 (en el segon stop), deguda principalment als
responedors; encara que no resulta estadisticament significativa (Wilcoxon
signed rank test; S1-S2 p=0.071) i aquesta disminuci®6 en el nombre de

mutacions també s’observa en els pacients control (Figura 19).

Dins els pacients vacunats, s’observaren certes diferencies entre individus
responedors i no responedors. En els pacients responedors, el nUmero de canvis
d’aminoacid presentava una disminucié al llarg de lestudi, més acusada,
sobretot, després de les vacunacions. En els no responedors, en canvi, el
nombre de mutacions, tot i disminuir també en el segon stop, es va mantenir més

o menys homogeni al llarg de I'estudi (Taula 11, Figura 19).

El numero limitat de pacients analitzats en cada grup, vacunats i controls,
no permet concloure que el menor numero de canvis observats en les poblacions
virals després de la vacuna sigui una conseqiiéncia de la resposta immune

induida per la vacunacio.
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2.4 COMPLEXITAT VIRAL

Figura 19 Numero de canvis d’aminoacid en les tres
poblacions estudiades (basal, stop 1 i stop2) de cada
pacient. En color negre s’han representat els pacients
responedors. No s’han vist diferéncies entre pacients
vacunats i pacients control. En els casos, s’observa
una disminucié en el nombre de mutacions després de
la vacunacié. No obstant, aquesta disminucié no és
estadisticament significativa: BS-S1 p=0.893; BS-S2
p=0.058; S1-S2 p=0.071 (Wilcoxon signed rank test).

El fet que el VIH-1 repliqui amb una alta taxa d’error fa que la composicio

viral de les poblacions resultants sigui variable en funcié del niumero i freqiiéncia

de variants virals que formin aquestes poblacions. En aquest treball s’ha analitzat

quina complexitat presentaven les poblacions virals abans i després de rebre la

vacunacio terapeéutica, i si aquesta tenia algun efecte sobre la complexitat viral.

En primer lloc, es va calcular la freqiieéncia que cadascuna de les diferents

variants virals ocupaven dins de cada poblacié (p)), i, a partir d’aquestes dades

es va analitzar la complexitat mitjangcant el calcul de I'entropia de Shannon

normalitzada (S,) de cada poblacid, obtenint, d’aquesta manera, un valor Unic

que permetia quantificar aquesta complexitat.

La complexitat viral fou elevada en tots els pacients. En dos dels pacients

vacunats (168, no responedor, i 185, responedora) s’advertia que en el segon

stop havia reaparegut una variant del primer stop amb una major freqiiéncia

(Figura 20).
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Figura 20 Representacié de les diferents variants virals que conformen cada poblaci6 al llarg de I'estudi (basal,
stop 1 i stop 2) segons la freqliéncia (p;, %) que cadascuna d’elles ocupa dins la corresponent poblaci6. Cada caixa
representa una variant viral diferent (n;); Unicament aquelles que reapareixen es representen en color.
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La Taula 12 mostra I'entropia de Shannon normalitzada (S,) com a index de
complexitat de cada poblacié. La S, té en compte les freqiiéncies d’aparicié de
cada variant (p;) aixi com el nimero total de variants de la poblacié (n). Un valor
S,=0 és indicador d’homogeneitat total, mentre que S,=1 suposa la maxima

complexitat (totes les variants de la poblacié son diferents).

BASAL STOP 1 STOP 2

CASOS

46 0.832 0.843 0.250

185 0.785 0.698 0.672

262 0.778 0.923 0.923

269 0.940 1 0.865

33 - 0.811 0.381

158 0.814 1 0.842

168 0.828 0.769 0.632

201 0.899 0.308 0.694

207 0.612 0.904 0.814

213 0.482 0.730 0.714

261 0.842 0.952 0.934

265 0.852 0.954 0.409

CONTROLS

105 0.868 0.751 0.504

228 0.915 0.790 0.676

282 0.846 0.894 0.834

296 0.835 0.698 0.718

Mediana Casos (IQR) 0.828 (0.778-0.852) 0.874 (0.740-0.953) 0.704 (0.465-0.859)
Responedors 0.809 (0.780-0.913) 0.883 (0.734-0.981) 0.769 (0.356-0.909)
No Responedors ~ 0.828 (0.612-0.852) 0.858 (0.740-0.954) 0.704 (0.465-0.835)

Mediana Controls (IQR) ~ 0.857 (0.838-0.903) 0.771(0.711-0.868) 0.697 (0.547-0.805)

Taula 12 Entropia de Shannon normalitzada (S,) en cadascuna de les poblacions estudiades, Basal,
Stop 1 i Stop 2, a partir de les seves seqiiencies d’aminoacids. En cursiva s’indica la mediana de la S,
per cada grup de pacient i, entre parentesi, el rang interquartil (IQR). En negreta s’han remarcat els
pacients amb resposta virologica a la vacunacio.

S’observa una gran complexitat en totes les poblacions estudiades: en els
pacients vacunats, la S, mediana de la poblaci6 basal fou de 0.828, en el primer
stop, de 0.873 i en el segon stop, de 0.704. En els pacients control, la Sn
mediana va ser 0.857 en la poblacié basal, 0.771 en el primer stop, i 0.697 en el

segon stop. No es van observar diferéncies entre pacients vacunats i controls
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respecte la S, de les poblacions ni tampoc entre vacunats responedors i no

responedors.

En els pacients vacunats, es va veure una disminuci6 de la S, després de la
vacunacio, sent aquesta menor complexitat detectada estadisticament
significativa (Wilcoxon signed rank test; S1-S2 p=0.024). Aquest resultat
suggeria que la vacunacié podia ser causa de la menor complexitat de les
poblacions virals. Tot i aixi no es pot descartar que aquesta disminucié també
podia haver sigut deguda al fet d’interrompre dues vegades el tractament, ja que

també s’observava en els pacients control (Figura 21).

Casos Controls
(n=12) (n=4)
1.5+ p=0.519 Figura 21 Entropia de Shannon
N normalitzada (S,) de cada pacient en el
g ,&175‘,_| pun? basal, stop“j i‘stop 2, .cal‘cullada a
€ partir de les seqiiéncies d’aminoacids. No
© 1.0 . .o es van trobar diferéncies en la S, entre
ﬁ . e :: _ngu_ ° o pacients vacunats i pacients control. En els
© . .’ ° o casos, s'observa una menor complexitat,
° . * ‘:0_ ° - estadisticament significativa, després de la
-g_ 0.5 ° vacunacié: BS-S1  p=0.175; BS-S2
o ’ ° o p=0.519; S1-S2 p=0.024 (Wilcoxon signed
€ o rank test). En color negre s’han
w ¢ representat els pacients amb resposta
virologica.
0.0 * p<0.05.
Basal $1 S2 Basal S$1 S2

2.5 TROPISME VIRAL

La variabilitat genetica del VIH-1 té conseqiéncies en les propietats
bioldgiques de les particules virals. Una de les més importants és la capacitat de
poder infectar diferents tipus cel-lulars, en funcié del correceptor cel-lular (CCR5
0 CXCRA4) que utilitzin aquests virus per entrar a les cél-lules hoste. La uni6 del
virus amb un o altre correceptor ve condicionada per la seqlieéncia del loop V3 de

la proteina de I'envolta viral, essent, doncs, aquesta regié la que determina el
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tropisme viral. En aquest treball hem estimat quin tropisme (R5 o X4)
presentaven els virus en cada punt de I'estudi i si el fet de rebre una vacuna

terapéutica tenia algun efecte sobre el canvi de tropisme viral.

Les seqliéncies de la regié V3 obtingudes es mostren a la Figura S1 (Annex
Resultats). Tots els virus analitzats en aquest estudi eren de tropisme RS
(prediccié d’'us de CCR5 unicament), a excepcié de tres virus de la poblacio
basal del pacient 296 (no vacunat), que van obtenir una predicci®6 que no
descarta I'is de CXCR4. Aquestes seqliéncies, no obstant, no van reapareixer

en punts analitzats posteriorment (Figura 22).

Aquestes analisis demostren que ni les interrupcions del tractament ni la

vacunacioé provocaven canvi de tropisme R5 a X4 en aquests pacients.
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Figura 22 Prediccié de I's de correceptor per I'alineament les seqiiencies aminoacidiques del loop V3 segons la
matriu de puntuacié per posicié especifica (PSSM, position-specific scoring matrix; B subtype SI/NSI matrix,
http://indra.mullins.microbiol.washington.edu/). Es mostra la puntuacié obtinguda per cada clon individual
longitudinalment, en el moment basal (punts blaus), en el primer stop (punts verds) i el segon stop (punts
vermells) de cada pacient. Les barres indiquen la mitjana i la desviaci6 estandar. Les puntuacions per sobre -2
aproximadament son predictives del possible fenotip X4. En negreta s’han ressaltat els pacients amb resposta
virologica, i els controls amb una C davant el codi del pacient.
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3. RELACIO FILOGENETICA

L'elevada taxa d’error produida per la retrotranscriptasa del VIH-1 fa que les
poblacions virals presentin una considerable variabilitat genética, el que permet una
rapida adaptacié dels virus a canvis ambientals. El gen del VIH-1 que presenta major
variabilitat genética és el gen de I'envolta viral, a causa de la seva exposicio al sistema
immunologic. Gracies a aquesta variabilitat és el gen d’eleccié per estudiar les relacions
filogenétiques que s’estableixen entre els virus d’'una o diferents poblacions al llarg del
temps. En aquest treball s’ha plantejat com la vacunacié amb cél-lules dendritiques
carregades amb virus autolegs afectava la relacid genética existent entre els virus

obtinguts abans i després d’aquesta intervencio terapéutica.

Per a aquest fi, es van construir els arbres filogenétics a partir de totes les
sequiéncies obtingudes de la regié6 C2V5 de I'envolta viral de cadascun dels pacients
inclosos en l'estudi (Figura 23). Aquests arbres representen, a escala, les distancies
genetiques existents entre tots els virus analitzats, per la qual cosa mostren, d’una
manera grafica, tant la diversitat com la divergéncia de les poblacions virals. Els valors

de bootstrap es mostren en la Figura S2 de ’Annex Resultats.
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Figura 23 Arbres filogenétics consens obtinguts per cadascun dels 16 pacients de I'estudi. Es van analitzar totes les
sequéncies nucleotidiques de la regié C2V5 de I'envolta del VIH-1 de cada pacient, introduint la matriu de distancies
Kimura dos-parametres dins I'algoritme de construccié d’arbres neighbor-joining. Per comprovar la consisténcia dels
arbres es va emprar el métode bootstrap de remostreig, realitzant 1000 répliques aleatories de la mostra inicial. Les
llargades de les branques s’han representat a escala. En color blau es mostren els clons de la poblacié basal, en
verd els corresponents al stop 1 i en vermell els del stop 2. S’han subratllat els pacients responedors.
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Control 105 Control 228

Control 282 Control 296

Figura 23 Continuacio
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3.1 DIVERSITAT GENETICA

La diversitat és la varietat d’espécies d’una poblacié, i en funcié de com
estiguin relacionades genéticament aquestes espécies (o virus, en el nostre
cas) tindrem una poblacié més o menys diversa. Si els virus que composen una
poblacié es troben molt relacionats geneticament (poca distancia genética),
parlem d’una poblacié poc diversa, ja que aquests virus sén molt semblants
entre ells. Si per contra, aquests virus estan poc relacionats entre ells (molta

distancia genética), parlem d’'una poblacié amb molta diversitat.

Observant els arbres filogenétics (Figura 23), es van veure diferents tipus
de poblacions: unes on tots els virus de la poblacié (o la gran majoria)
s’agrupaven en un sol cluster, o bé, poblacions que mostraven els seus virus

separats en clusters diferents:

Els clons de les poblacions S2, post-vacunacié, s’agrupaven
principalment en un sol cluster en tots els pacients (vacunats i control), tot i que
en alguns casos, aquest cluster fos bastant dispers (pacients 185, 158, 213) o
bé tingués alguns clons puntuals aillats (pacient 207). Aquesta observacio

indica una baixa diversitat en el segon stop del tractament en tots els pacients.

Els clons de les poblacions basals apareixien en un o més clusters
separats. Aproximadament la meitat dels pacients (185, 269, 207, 213, 261,
265, 228, 282 i 296) presentaven un sol cluster basal, mentre que l'altra meitat
mostrava la poblacié basal segregada en dos clusters diferenciats (46, 262,
158, 168, 201, 105); independentment que pertanyessin al grup vacunat o
control. El tipus de resposta a la vacunacié tampoc no es va relacionar amb

aquesta observacié de les poblacions basals.
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En referéncia a les poblacions S1 el 75% dels pacients estudiats (12/16)
presentaven els virus principalment en sol cluster (262, 269, 33, 158, 168, 201,
207, 213, 261, 265,105 i 296), mentre que el 25% restant (46, 158, 228, 282)
presentaven la poblacié S1 dividida en dos clusters separats. Aquest fet podia
indicar que aquest ultim grup de pacients tindrien una poblacié S1 més diversa
que la majoria, perd s’han de tenir en compte els valors de distancia genética.
Per aquest motiu es va calcular la diversitat de cadascuna de les poblacions, és
a dir, la distancia genética mitjana entre tots els clons d’'una poblacié per poder

analitzar les observacions realitzades i comparar la diversitat entre pacients

(Taula 13).
Es va observar que la
7- . . .
diversitat de les poblacions
) % . d’'aquest estudi no es trobava
o 54 , o . . .
g’ o : .: b L4 ° .
St I v afectada per la concentracié
J_I: 34 .l . : . * .
S de virus present a la mostra;
4
X 24 . )
< no es va trobar correlacié al
1 ) ) ) ) ) 1
0 ! 23 4 S 6 relacionar la diversitat amb la
Diversitat (%)
Figura 24 Relacié entre la concentracié de virus en plasma carrega viral corresponent de

(CV) i la diversitat genetica observada en cadascuna de les

mostres utilitzades en aquest estudi. No existeix correlacid
entre la diversitat viral i la CV plasmatica de les mostres la mostra (Test de Spearman;
analitzades (Spearman test; r 0.002, P = 0.489).

r0.002, P=0.489, Figura 24).

En els pacients vacunats, s’observa la maxima diversitat en el moment
basal (mediana 2.50%). Aquesta diversitat va anar disminuint al llarg del temps,
sent de 1.50% en el primer stop i de 0.90% en el segon stop, tal com s’intuia en
els arbres filogenétics. En els pacients control aquesta disminucié no fou tant

evident (Taula 13, Figura 25).
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BASAL STOP 1 STOP 2

% SE % SE % SE

CASOS
46 1.50 0.30 2.10 0.40 0.50 0.10
185 3.10 0.40 1.40 0.30 1.00 0.20
262 2.50 0.40 2.00 0.30 2.30 0.40
269 3.10 0.40 3.10 0.40 0.80 0.20
33 - - 1.00 0.20 0.30 0.10
158 2.70 0.30 4.70 0.50 4.00 0.50
168 1.10 0.20 1.50 0.20 0.70 0.20
201 2.50 0.40 0.10 0.00 0.30 0.10
207 1.00 0.20 1.50 0.30 1.90 0.30
213 1.50 0.30 0.50 0.10 1.40 0.20
261 2.60 0.40 1.80 0.30 3.50 0.50
265 1.10 0.20 1.00 0.20 0.40 0.10
CONTROLS
105 4.80 0.60 2.90 0.40 0.50 0.10
228 0.90 0.20 1.10 0.30 1.10 0.30
282 1.00 0.20 1.00 0.30 1.10 0.20
296 2.10 0.30 2.60 0.40 2.00 0.30
Mediana Casos (IQR) 2.50 (1.1-2.7) 1.50 (1.0-2.1) 0.90 (0.4-2.2)

Responedors 2.80 (1.7-3.1) 2.05 (1.5-2.8) 0.90 (0.6-2.0)

No Responedors 1.50 (1.1-2.6) 1.25 (0.6-1.7) 1.05 (0.3-3.1)
Mediana Controls (IQR) 1.55 (0.9-4.1) 1.85 (1.0-2.8) 1.10 (0.7-1.8)

Taula 13 Diversitat genética de les tres poblacions estudiades de cada pacient (basal, stop 1 i stop 2). La diversitat s’ha calculat com la distancia
genética (en %) entre els diferents virus de cada poblacio, indicant-se també I'error estandar (SE) obtingut en cada cas. Es destaquen, en negreta,
els pacients amb resposta virologica a la vacunacié. A la part inferior de la taula, en cursiva, la mediana de la diversitat genetica i el corresponent
IQR de cada grup de pacients.
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La diversitat genética observada en les poblacions dels pacients vacunats
es va comparar per saber si la vacunacié tenia un efecte sobre la diversitat
viral. No es van trobar diferéncies estadisticament significatives en la diversitat
del segon stop (post-vacunacio) respecte al primer stop (pre-vacunacié) en els
pacients vacunats (Wilcoxon signed rank test, BS-S1 P=0.444; BS-S2 P=0.240;
S1-S2 P=0.346, Figura 25). Amb les dades que disposem, no es pot afirmar
que, en general, la disminucié de la diversitat genética observada pugui atribuir-

se a la vacunacio.

Casos Controls
(n=12) (n=4)
5
4 p=0.240
—_ =0.444
S ===
= 34 -
E p=0.346 -|-
»
o 24
3 Figura 25 Diversitat genética dels pacients
1 vacunats (casos) i dels pacients control, en
cada punt estudiat. La menor diversitat
observada en el segon stop (després de la
0- vacunacid) no és estadisticament significativa
Basal  S1 S2 Basal  S1 s2 (Wilcoxon signed rank test). Mediana * IQR.

La tendéncia a la diminuci6é de la diversitat genética s’observa tant en els
responedors, com en els no responedors. Els responedors, perd, van mostrar
una disminucié de diversitat al llarg del temps més acusada que els no
responedors (Figura 26). En 3/4 pacients responedors la diversitat observada a
S2, després de la vacunacié amb virus autdleg, va ser menor que l'observada
en la quasiespécie S1, amb la qual havien estat vacunats. En els pacients no
responedors, aquesta disminucié de la diversitat en la quasiespécie del S2
només es va observar en 3/8 pacients d'aquest grup. En 2/4 pacients del grup
control també es va observar la disminucié de la diversitat de la poblacié S2
respecte I'observada a S1, tot i no haver estat vacunats amb la poblaci6 viral

del S1 (Taula 13).
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Figura 26 Diversitat observada en els tres punts estudiats: basal, stop 1 i stop 2.
Les columnes indiquen la mediana i el IQR de la diversitat en cada grup de
pacients. S’observa una disminucié de la diversitat al llarg del temps en els dos
grup de pacients vacunats (responedors i no responedors). Els pacients control
no mostren aquesta disminucié progressiva, tot i que també presenten la menor
diversitat viral en l'ultim punt estudiat. En el moment basal, el grup de
responedors obté els valors més elevats de diversitat, mentre que els no
responedors i els controls (a excepcié del control 105) mostren uns nivells
inferiors.

A Tl'analitzar la disminucié de la diversitat en el S2 respecte a la poblacio
viral basal, aquesta també fou una mica més acusada en 4/4 pacients
responedors, en 4/8 pacients no responedors i en 2/4 pacients del grup control

no vacunat (Taula 13).

D’altra banda, els vacunats responedors presentaren uns valors de
diversitat més elevats que els no reponedors, tant en el moment basal (2.80%
vs 1.50%) com en el primer stop (2.05% vs 1.25%). Després de la vacunacio,
en el segon stop, no es van trobar diferéncies entre responedors i no
responedors, observant-se, en ambdés grups, valors similars i inferiors als
valors mostrats anteriorment (0.90% i 1.05%, respectivament). En els pacients
control, en canvi, la diversitat no presentava el seu maxim en el moment basal
com en els pacients vacunats. La diversitat basal fou de 1.55%, en el primer
stop va augmentar a 1.85%, i en el segon stop va disminuir fins a 1.10% (Taula

13, Figura 26).
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3.2 DIVERGENCIA GENETICA

La divergéncia genética és la diversitat existent entre poblacions separades
en el temps. Per tant, segons com estiguin relacionades genéticament aquestes
poblacions tindrem una major o una menor divergéncia. Quan els virus de dues
poblacions es troben molt relacionats genéticament (poca distancia genética
entre tots ells), parlem d’'una baixa divergéncia entre aquestes poblacions. Si,
contrariament, aquestes poblacions estan poc relacionades genéticament entre

elles (molta distancia genética), parlem de poblacions molt divergents.

L’analisi individual dels arbres filogenétics per cada pacient (Figura 23)
mostra dos models d’evolucié viral diferenciats: en 11/16 pacients inclosos en
I'estudi (46, 185, 33, 168, 207, 213, 261, 265, 228, 282 i 296) s’observa una
evolucié linial de les quasiespécies al llarg del temps, desde la poblacié basal
cap al primer stop i d’aquesta cap al segon stop; mentre que en els 5/16
pacients restants (262, 269, 158, 201 i 105) presentaren una evolucié no linial.
Aquests dos models d’evoluci6 viral observats no estan relacionats ni amb el
grup de pacient (vacunat o control) ni amb la resposta del pacient a la

vacunacio.

Tot i que la tendéncia de I'evolucio6 viral pot indicar d’'una manera intuitiva
com es relacionaven els virus d’un pacient, no demostra quin és l'origen de les
poblacions. L’arbre filogenétic és només una representacié de les distancies
genétiques que hi ha entre els virus que el composen i, per tant, s’han de tenir
en compte aquests valors de distancia a I’hora d’analitzar el possible origen o

procedéncia d’una poblacio i no només la representacié grafica de I'arbre.
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La divergéncia genética es calcula com la mitjana de les distancies
genétiques entre totes les possibles parelles de sequiéncies de dues poblacions
a relacionar: BS-S1, BS-S2 i S1-S2 (Taula 14). S’observa que la divergéncia
entre les poblacions d’aquest estudi podia dependre del temps que ha
transcorregut entre elles. No hi havia correlacié entre la divergéncia entre el
punt basal i els stops (on havia passat més temps). No obstant, hi havia una
correlacié negativa entre la divergéncia observada i el temps transcorregut

entre el primer stop i el segon stop (Spearman test; r-0.516, p<0.05, Figura 27).

BASAL* STOP 1 STOP 2
% SE % SE % SE
CASOS
46 14 0,3 2,8 0,4 3,1 0,6
185 2,7 0,4 4,2 0,6 3,9 0,6
262 24 0,3 3,0 0,4 34 0,5
269 2,8 0,4 3,7 0,5 4,3 0,6
33
158 2,6 0,4 4,5 0,5 52 0,6
168 1,1 0,2 4,1 0,7 4,3 0,7
201 2,4 0,4 4,1 0,6 4,1 0,6
207 0,9 0,2 3,6 0,6 3,6 0,6
213 1,3 0,2 2,0 0,4 2,2 04
261 24 0,3 4,3 0,6 4,6 0,5
265 1,0 0,2 2,0 0,4 1,7 04
CONTROLS
105 4,5 0,5 4,9 0,5 6,1 0,8
228 0,9 0,2 1,7 0,4 2,3 0,5
282 0,9 0,2 1,3 0,3 1,8 0,4
296 2,0 0,3 4,1 0,5 6,0 0,7
Mediana Casos (IQR) 2,6 (1,1-2,6) 37 (2,8-4,2) 39 (3,1-4,3)
Responedors 2,6 (1,1-2,8) 3,3 (2,8-4,1) 3,7 (3,2-4,2)
No Responedors 1,3 (1,0-2,4) 4,1 (2,0-4,3) 4,1 (2,2-4,6)
Mediana Controls (IQR) 1,4 (0,9-3,9) 2,9 (1,4-4,7) 4,2 (1,9-6,1)

Taula 14 Divergéncia genetica observada en les diferents poblacions estudiades de cada pacient (basal*, stop 1 i
stop 2) respecte la poblacié basal. La divergencia s’ha calculat com la distancia genetica (en %) entre els diferents

virus de

dues poblacions, indicant-se també I'error estandar (SE) obtingut en cada cas. Es destaquen, en negreta,

els pacients amb resposta virologica a la vacunacio. En la part inferior de la taula es mostra la mediana (IQR) del %
de divergéncia observat en els casos (responedors i no responedors) i en els controls. * La divergéncia basal és
intrapoblacional, ja que esta calculada amb les seqliéncies del mateix punt.
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Figura 27 Relacio entre la divergéncia genetica observada entre les diferents poblacions i el temps
transcorregut entre cadascuna d’elles. Existeix una correlacié significativa entre la divergéncia viral i el

temps transcorregut entre el primer i el segon stop (Spearman test; r-0.516,* p < 0.05).

En els pacients vacunats, la divergéncia en el primer stop incrementa

significativament respecte el moment basal (3.7% vs 2.6%, Wilcoxon signed

rank test, p=0.001). En el segon stop, després de la vacunacio, la divergéncia

també es va mantenir elevada significativament respecte el punt basal (3.9% vs

2.6%, Wilcoxon signed rank test, p=0.001). No obstant, la vacunacié no

semblava afectar a la divergéncia de les poblacions virals respecte el moment

basal, ja que no es van observar diferéncies entre la divergéncia en el primer i

en el segon stop (Wilcoxon signed rank test, p=0.123).
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Figura 28 Canvis al llarg del temps en la divegéncia genética
respecte el moment basal, en pacients vacunats i pacients
control. Els cercles de color negre corresponen als vacunats
responedors, els de color gris als vacunats no responedors i
els cercles oberts als pacients control. La divergéncia respecte
el punt basal augmenta significativament en el primer i el
segon stop en els pacients vacunats. Els controls presenten
una tendéncia similar, no obstant no s’ha pogut analitzar
estadisticament per manca de pacients en aquest grup.
Wilcoxon signed rank test; ***, p<0.001

L’increment de la
divergéncia en ambdods stops
respecte el punt basal es va
donar tant en els pacients
responedors com en els no
responedors  (Taula 14,
Figura 28). En els pacients
que no van ser vacunats, la
divergéncia respecte el punt
basal també augmenta en el
primer i el segon stop (2.9% i

4.2%, respectivament), tot i

que aquestes diferéncies no es van comprovar estadisticament per manca

d’individus en aquest grup (Taula 14, Figura 28).

Per analitzar la divergéncia del segon stop respecte el primer, es va

calcular la taxa de divergéncia (TD). Es va dividir cada valor de divergéncia

obtingut entre les diferents poblacions (BS-S1, BS-S2 i S1-S2) pel temps (en

anys) transcorregut en cada cas. D’aquesta manera s’evita la influéncia del

temps en la comparativa, ja que, la divergéncia correlacionava amb el temps

entre el primer i el segon stop (Taula 15).
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BASAL-STOP 1

BASAL-STOP 2

STOP1-STOP 2

Temps TD (% anual) Temps TD (% anual) Temps D (% anual)
(anys) (anys) (anys)

CASOS

46 5.6 0.52 7.4 0.42 2.0 1.49

185 46 0.92 6.3 0.62 17 0.76

262 3.7 0.77 5.6 0.61 1.9 1.77

269 36 1.02 5.2 0.84 15 2.30

33 22 1.28

158 46 0.98 6.1 0.86 15 3.77

168 49 0.84 6.9 0.62 2.1 0.58

201 4.0 1.03 6.0 0.69 2.0 227

207 3.7 0.97 5.9 0.61 22 0.88

213 44 0.32 6.5 0.25 2.1 0.62

261 3.8 113 5.4 0.86 16 2.50

265 3.7 0.54 5.6 0.31 1.9 0.43

CONTROLS

105 43 113 6.0 1.03 16 4.00

208 42 0.40 5.9 0.39 17 0.87

282 3.2 0.41 49 0.37 17 1.01

296 27 1.50 44 137 17 2.67

Mediana Casos (IQR) 40(37-46)  0.92(0.32-1.02) 6.0(56-6.5  0.62(0.42-0.84) 2.0 (1.6-2.1) 1.38 (0.66-2.29)
Responedors 41(31-52)  0.84(0.58-1.00) 59(53-7.1)  0.62(0.47-0.78) 1.8 (1.6-2.0) 1.63 (0.94-2.47)
No Responedors 40(37-46)  0.97 (0.54-1.03) 6.0(5.6-6.5  0.62(0.31-0.86) 2.0 (1.6-2.1) 1.08 (0.59-2.44)

Mediana Controls (IQR) 3.7(28-4.3)  0.77(0.41-1.41) 54(4.5-6.0)  0.71(0.38-1.28) 1.7 (1.6-1.7) 1.84 (0.90-1.84)

Taula 15 Taxa de divergéncia genética (TD) entre les tres poblacions estudiades de cada pacient (basal-stop 1, basal-stop 2 i stop 1-stop 2). La TD s’ha
calculat com la distancia genetica entre els virus de dues poblacions dividida pel temps transcorregut entre elles (% per any). Es destaquen, en negreta, els
pacients amb resposta virologica a la vacunaci6. En cursiva, la mediana de la TD i el corresponent IQR de cada grup de pacients.
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4=

En els pacients vacunats, la taxa de divergéncia mediana entre S1-S2 fou
significativament superior que entre BS-S1 (1.38 vs 0.92% per any, respectivament;
Wilcoxon signed rank test, p=0.042). Per tant, els virus vacunals (S1) estaven més
relacionats amb els virus basals (BS) que amb els virus que aparegueren després de
la vacunacio (S2). A més, la taxa de divergéncia entre S1-S2 també va ser
significativament superior a l'observada entre BS-S2 (1.38 vs 0.62% per any;
Wilcoxon signed rank test, p=0.001), el que indicava que els virus S2 també estaven
més relacionats genéticament amb els virus BS que amb els S1. No obstant, la
relacié dels virus S2 amb els BS era més propera que la dels virus S1 amb els BS,
doncs la taxa de divergéncia entre BS-S2 fou significativament menor que
'observada entre BS-S1 (0.62 vs 0.92% per any; Wilcoxon signed rank test, p=0.002)
(Taula 15, Figura 29). Aquestes diferencies en les TD es donaren tant en individus

responedors com en no responedors (Taula 15).

En els pacients control, s’'observa un comportament en la taxa de divergencia
similar al dels pacients vacunats. En aquest grup, la TD mediana entre BS-S1 va ser
de 0.77% per any, entre BS-S2 és de 0.71% per any i entre S1 i S2 és de 1,84% per

any (Taula 15, Figura 29).

Casos Controls
(n=12) (n=4)

Figura 29 Relaci6 genética dels virus dels diferents
_ punts estudiats en els pacients vacunats i en els
control. En els casos, la divergéncia entre els virus
basals (BS) i els del primer stop (S1) és major que la
divergencia entre els virus BS i els del segon stop
— (S2). Per altra banda, la divergéncia entre els virus BS i
els virus S1 és inferior que I'observada entre els virus
S1iels S2, i la divergéncia entre els virus BS i els S2
és significativament inferior a la divergencia entre els
-|_ virus S1 i S2. Aquests resultats indiquen que, en els
pacients vacunats, els virus dels dos stops estan més
relacionats amb els virus basals que entre ells (%
p<0.05; ** p<0.01; ***, p<0.001; Wilcoxon signed rank
BS-S1 BS-S2 S1-S2 BS-S1 BS-S2 S1-S2 test). Mediana + IQR. TD taxa de divergéncia.
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3.3 PRESSIO SELECTIVA

Les poblacions del VIH-1 sbn susceptibles als canvis ambientals, ja sigui els
exercits per la resposta immune o per la terapia antirretroviral. Donat que la
vacunacié terapéutica es basa en la reactivaci6 de la resposta immunologica
especifica, aquesta intervencidé pot suposar un coll d’ampolla sobre les poblacions
virals. En aquest apartat s’ha analitzat si aquesta vacuna terapéutica ha estat prou
potent com per generar una pressié selectiva sobre les poblacions virals i provocar

canvis en aquestes, concretament sobre la regié C2V5 de I'envolta viral.

Es va analitzar la pressi6 selectiva que es dbéna en cadascuna de les
branques de I'arbre filogenétic obtingut de cada pacient (Figura 23) generant, en
primer lloc, una simulacié on I'evolucioé viral seria neutra i comparant-la amb l'arbre
del pacient. Cap dels individus de l'estudi va presentar seleccié positiva. D’altra
banda, s'observa que la majoria d’individus de I'estudi (vacunats: 262, 269, 33, 158,
207, 213; controls: 105, 228, 296) presentaven una evolucié neutra en totes les
branques, és a dir, els seus virus no es trobaven sota cap tipus de pressi6 selectiva,
per tant, ni la vacunacié ni les aturades del tractament no han provocat els canvis
observats. A més, els individus vacunats 46, 185, 168, 201, 261, 265 i el control 282
mostraven seleccié negativa en alguna de les seves branques (Figura 27). Aixo
indicava que alguns dels seus virus presentaven una evoluci6 més conservada de
I'esperat, ja que el nombre de substitucions no-sinonimes era inferior a 'esperada en
una evolucidé neutra. Els pacients 201 i 261 (no responedors) també mostraren
acceleracié de canvis no-sindnims en certes branques, no obstant aquest fenomen

no es va associar a una poblacio viral d’un temps concret.
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Pacient 46 Pacient 185
|4s BS 14 185512
45 BS17 185 52 20
46BS19 185 52 16
45851 18552 10
45652 185525
48BS15
185528
46BS6
185 S113
45BS5
18552 17
46BST
185522
465112
185327
46318
4‘ &% 18552 4
T 185 5120
46519 185526
46 5117 18582 11
46 5113 185821
46512 —— 1855116
46 5116 1858119
46513 185523
46514 L 185513
46529 1855114
580-585 185514
185518
18551 15
| 185517
185518
1855117
185516
SRR 18551 1
185 51 18
465019 553-561
185 52 18
L 18551 11
185529
45ES3 18552 19
468518 185 82 12
1852 13
18552 14
18552 15
185 BS 1
46511
185 BS 3
465186
— I sz
468115
L| |185B5 4
— 465111
553558 lesess
46517
185BS 7
— 465114 553-558 4t
FreT | | 185 BS 11
46515 —{ 185 BS 13
465118 185 BS 14
o
0.005 0.005

Figura 27 Arbres filogeneétics obtinguts per cadascun dels pacients de I'estudi on es va observar pressié selectiva
(46, 185, 168, 201, 261, 265, 282). Les llargades de les branques s’han representat a escala. En color verd es
mostren les branques amb seleccio positiva (on hi ha més canvis no sindnims que I'esperat que una evolucié neutra),
en vermell, les branques amb selecci6 negativa (on hi ha menys substitucions de I'esperat en una evolucié neutra) i
en blau, aquelles on s’ha observat acceleracié de canvis no-sindnims. S’indica en cada cada branca la posicié
nucleotidica de C2V5 on s’han detectat aquests fenomens. S’han subratllat els pacients responedors.
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Pacient 168

— 168 512
168 52 10
— 16852 12
168 52 18
168 52 4
188 5215
— 168525
168 52 11
168 51 16
168 52 16
168522
168 S2 14
168513
168 11
168517
168 52 20
— 168 5115
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T 168 514
168516
168 51 11
1683515
— 168527
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_{ 168 5110
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ggg:ggf 168 52 19
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168 S1 13
168 BS 17
168 BS 19
168 BS 12
168 BS 4
168 BS 9
168 5112
168 BS 1
298-303 168 BS 14
168858
335-340 168 BS 15
168 BS 20
188 8BS 8
268-303 168 BS 10
168 BS 5
P 168 BS 13
553-561 168 BS 3
168 BS 7
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188 BS 11
168 BS 16
0.005
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Pacient 261

2615112
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261516
2615114
2615113
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v ey
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Control 282
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Discussio

El VIH-1 es caracteritza per la seva elevada variabilitat genética. Aquesta variabilitat
és originada per I'extraordinaria taxa d’error de la RT durant la retrotranscripcié del genoma
viral, que proporciona canvis en la sequéncia genomica dels nous virions. En certes
ocasions, aquests errors introduits en el genoma viral poden resultar en canvis fenotipics

avantatjosos davant de pressions selectives.

Els errors generats per la RT es tradueixen en substitucions, insercions o deleccions
d’aminoacids i, fins i tot, en recombinacions homologues i no homologues entre diferents
genomes del VIH-1. A nivell epidemiologic, s’han descrit tres grups importants de VIH-1: el
grup M (subtipus A-D, F, H, J i K) el grup N i el grup O ¥’ A més, igual que en moltes altres
malalties viriques, els virus de I'individu infectat es troben en constant evolucid, produint-se
distribucions dinamiques de genomes virals no idéntics (mutants) pero altament relacionats,
genomes subjectes a un procés continu de variacié genética i de seleccid, que actuen com

una unitat de seleccié anomenada quasiespécie 7%,

En la infecci6é per VIH-1, algunes variants virals poden estar representades en major
o0 menor mesura dins la quasiespécie en diferents moments del transcurs de la infeccié, com
a consequéncia d’'una memoria replicativa (nous mutants que apareixen derivats de
genomes preexistents en la quasiespécie) i com a conseqiiéncia d’'una memoria cel-lular
ligada al propi cicle cel-lular del virus (ADN proviral integrat en el genoma cel-lular que
roman amb baixa activitat replicativa durant llargs periodes de temps, constituint reservoris

virals que poden re-emergir en determinades circumstancies durant la infecci6) #7°2771,

Aquesta elevada variabilitat dificulta el coneixement intim dels mecanismes pels
quals el VIH-1 és capac¢ de produir la sida, del desenvolupament de proves diagndstiques,
del coneixement de la seva epidemiologia molecular, dels seus mecanismes de transmissio i

possibilitats de prevencio, de 'aparicié de resisténcies i el desenvolupament de tractaments i
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vacunes eficaces. S’ha descrit que la variabilitat intra-pacient es situa entre un 1% i un 6%
de variacio virica, aixi com també s’ha determinat la variabilitat viroldgica en les diferents
fases de la malaltia, tant en pacients naive com en pacients tractats amb TARGA, el que ha
permés coneéixer l'evolucié viroldgica en el pacient infectat i la correlaci6 d’aquesta
variabilitat amb la progressio de la malaltia ®#*'°"!. Aquests coneixements han estat possibles
gracies a la caracteritzaci6 molecular del VIH-1, la seva sequéncia i I'analisi filogénica.
D’aquesta manera, I'estudi de les quasiespécies virals és de gran interés tant en la ciéncia

basica, com també en la clinica de la infeccié per VIH-1.

Actualment existeixen pocs estudis de variabilitat viral en pacients infectats per VIH-1
que hagin estat tractats amb terapies immunomediades. De fet, els pocs treballs que s’han
realitzat en aquest camp es basen en pacients que han estat sotmesos a interrupcions
estructurades del tractament (STI) 26+ 278280 | fins 3 |a data, no existeix cap estudi sobre la

variabilitat de les quasiespecies en pacients tractats amb vacunacié terapéutica anti-VIH-1.

En aquest treball s’ha realitzat per primer cop un estudi de I'evolucié del VIH-1 en
pacients que han rebut una vacuna terapéutica anti-VIH-1: Assaig clinic pilot fase I/ll de
vacuna terapeutica en pacients VIH-1+ basada en I'administracié de cél-lules dendritiques

autdlogues carregades amb el VIH-1 autodleg inactivat per calor (Protocol DCV01) [2%4,

En el disseny d'aquest estudi, el grup de pacients vacunats i el grup de pacients
control van rebre tractament antiretroviral durant una mitjana de dos anys, amb el que van
aconseguir controlar la carrega viral en plasma per sota del limit de detecci6 de les
técniques estandards fins que es va iniciar la primera interrupcié programada del tractament
(S1). Durant aquesta primera interrupcié del tractament es va recollir plasma mitjangant
plasmaféresi, s’inactiva el VIH-1 i es concentra per preparar I'immunogen de manera

individualitzada, que posteriorment seria reinjectat en els pacients, ja processat a través de
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les cél-lules dendritiques autdlogues. Durant la preparacié de I'immunogen, els pacients
reiniciaren el tractament antiretroviral amb el que aconseguiren tornar a controlar la carrega
viral en plasma per sota del limit de deteccid, durant una mitjana de 18 mesos abans
d’interrompre'l novament de manera programada (S2). En aquest moment, el grup de
pacients vacunats va rebre 5 immunitzacions mentre que el grup control no les va rebre.
D'aquesta manera, la poblaci6 viral inicial (Basal) present en cadascun dels pacients havia
de ser sotmesa a la pressio selectiva del tractament antiretroviral, a la pressié generada per
les aturades estructurades del tractament, i pel sistema immunoldgic memoria induit per la

vacunacio, en el cas dels pacients vacunats.

Aquest estudi analitza 'evoluci6 viral mitjangant I'analisi de la variabilitat de la regi6
codificant C2V5 (650 pb) del gen env del VIH-1, a partir de les seqliiéncies del genoma viral
circulant el plasma abans i després de la vacunacié: en el moment previ a rebre qualsevol
tractament antiretroviral (Basal, BS); en la primera interrupcié del tractament, per a la
preparacio de I'immunogen (S1); i en la segona interrupcié del tractament antiretroviral,
després de la vacunacié amb les cél-lules dendritiques autdlogues carregades amb virus
autdleg inactivat (S2). L'analisi de variabilitat també s'ha efectuat paral-lelament en el grup
de pacients control, els quals van aturar el tractament antiretroviral en S1 i S2, igual que els

casos, pero amb la diferéncia que no van ser vacunats.

Al tractar-se d’'un estudi pilot amb pocs pacients inclosos, s’ha d’anar alerta alhora
d’interpretar en conjunt els possibles efectes que hagi pogut tenir la vacunacio en els
diferents parametres de variabilitat analitzats. A més, s’ha de tenir en compte que en les
analisis de variabilitat s’utilitza una part del genoma viral, en concret la regi6 C2V5 de

I'envolta, per tant els resultats obtinguts s’han d’interpretar amb certa cautela.
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En aquest treball, en primer lloc, s’han estudiat les caracteristiques fenotipiques de
I'envolta viral analitzant les seqliéncies proteiques de les diferents poblacions obtingudes, i
en segon lloc, s’han relacionat filogenéticament aquestes poblacions mitjangant les

sequéncies nucleotidiques.

La glicosilacié6 d’aminoacids en zones estratégiques de les proteines de I'envolta
permet al virus evadir l'accié d'anticossos capacos de neutralitzar la infeccié. Fins al moment
s’han desenvolupat molt pocs anticossos neutralitzants (b12, 2G12, 17b, 2F5, 4E10, Z13)
degut a que I'entrada del virus requereix una interaccié dinamica entre certes regions de
gp120 i dels coreceptors que produeixen canvis conformacionals en aquesta proteina abans
que es produeixi la fusié, pel que, molt sovint, aquestes regions es troben poc exposades
281 En els nostres pacients s’ha observat heterogeneitat en el nimero de glicosilacions
perd no en la posicio, indicant que, efectivament, existeix variabilitat en la glicosilacié de la
regio C2V5 de I'envolta viral (Figures 16A i B). Aquests canvis, no obstant, no eren diferents
entre pacients vacunats i controls, ni tampoc s’han vist diferéncies entre els pacients
responedors i els no responedors. Per tant, els nostres resultats apunten a que la variabilitat
observada en la glicosilacié de I'envolta viral ha estat deguda a la propia variabilitat genética
del VIH-1, i no per la vacunacié terapéutica. A més, aquestes observacions estan en
consonancia amb el fet que no es detectessin canvis significatius en els titols d’anticossos

neutralitzants en els individus vacunats durant I'assaig *4.

En aquest estudi, a més, s’ha analitzat la longitud del fragment C2V5 de I'envolta
viral. Diferents estudis han demostrat que la propia variacié en la llargada de I'envolta pot
tenir implicacions biologiques #*2?% ja que pot afectar a la carrega de la proteina (i per tant
al tropisme) i al nombre de llocs potencials de glicosilacié. En tots els individus estudiats s’ha
observat com la llargada de C2V5 varia dins del propi pacient, el que indica que hi ha hagut

fendmens d’insercio i deleccié d’aminoacids durant aquest estudi. En general, s’ha observat
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una certa homogenitzacié en les poblacions d’'un determinat tamany de C2V5 en S2,
després de la vacunacio (Figura 17), tot i aixi, no s’han trobat diferéncies d’inserci6é o delecid

entre pacients vacunats i control, ni tampoc entre pacients responedors i no responedors.

També s’ha observat, en ambddés grups, vacunats i control, una certa
homogeneitzacié respecte al nhombre de mutacions (o canvis d’aminoacid) en els virus
circulants que van anar aparéixent en cada rebrot, donant lloc a poblacions virals cada
vegada amb menys canvis, especialment en S2. En el grup de vacunats responedors,
aquesta disminucié del nombre de canvis d’aminoacid ha estat més acusada, sobretot
després de la vacunacio6 (Figura 19). Respecte a la composicié d’aquestes poblacions virals,
s’ha observat que tots virus circulants en els tres punts analitzats de cada pacient eren
diferents. De fet, només en dos dels pacients vacunats va reaparéixer una sola variant viral
present en el virus vacunal durant S2. Aquests resultats posen de manifest I'elevada
variabilitat que presenta I'envolta del VIH-1, atribuint-se I'aparicioé dels virus dels rebrots a la
rapida reactivacid6 de cél-lules infectades després de la interrupcié del tractament
antiretroviral. Per altra banda, tot i aquesta gran variabilitat, s’ha observat que les poblacions
virals del S2, després de la vacunacio, son significativament menys complexes que les que

apareixien anteriorment (Figura 21).

La regid V3 s’ha analitzat amb més deteniment degut a la seva implicacio en
I'ancoratge de la gp120 al co-receptor durant la infeccié de la cél-lula. Esta descrit que els
virus que empren el co-receptor CXCR4 (virus de tropisme X4) s’associen a una replicacio
viral més rapida i a la progressié de la malaltia que els que empren CCRS5 (virus amb

tropisme R5) 113313

. L'analisi de I'is de co-receptor en els pacients vacunats indica que els
virus circulants en el moment BS i S1, amb els quals es va vacunar als pacients, van ser R5,
aixi com també els observats en S2, després de la vacunacié. Les vacunacions amb

cél-lules dendritiques i virus autdlegs no van provocar un canvi de tropisme de R5 a X4.
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Com s’ha mencionat anteriorment, la variabilitat del VIH-1 ve donada per I'elevada
taxa d’error de la retrotranscriptasa viral, que introdueix mutacions en el genoma del virus
amb una elevada freqlieéncia. Aquestes mutacions genétiques no sempre es tradueixen en
canvis a nivell proteic, i per tant el seu analisi dbna més informacié sobre com estan
relacionats els diferents virus que composen una poblacié o els virus de dues poblacions
separades en el temps. En aquesta tesi s’ha analitzat tant la diversitat com la divergéncia
genetica de les quasiespécies virals al llarg de I'estudi de vacunacio terapéutica DCV01, aixi
com la relacié de les substitucions sindnimes i no sindbnimes com a marcador de pressi

selectiva.

Les analisis de sequéncies proteiques han suggerit que les poblacions virals cada
vegada eren més homogénies al llarg del temps pero diferents en cada rebrot. Aquesta
homogeneitzacié també ha estat detectada en I'analisi de la diversitat genética dels pacients
vacunats, especialment en el segon stop, després de la vacunacié (Figura 25). En els
pacients vacunats (tant responedors com no responedors) s’ha observat que la diversitat
viral va disminuint al llarg de I'estudi, presentant la diversitat més elevada en el moment
basal i menor diversitat en les interrupcions de tractament, sobretot en el S2. En els pacients
control, aquesta tendéncia a la disminucié no ha estat tant evident, tot i que en el segon
stop, aquest grup també va presentar una menor diversitat. La disminucié de la diversitat
viral al llarg del temps ha estat descrita, també, en altres estudis de pacients cronics
sotmesos a interrupcions estructurades de tractament ?®® on aquest fet s’ha relacionat amb
la reactivacié dels reservoris. En el nostre cas, a part de les interrupcions del tractament, va
haver-hi una intervencio terapéutica, tot i que el limitat nombre de pacients de cada grup no
va permetre establir una relacid6 causa-efecte estadisticament significativa entre la
disminuci6é de la diversitat en S2 i la vacunaci6 terapéutica. Malgrat tot, dins el grup de
pacients vacunats, s’ha observat que els pacients responedors van presentar una disminucié

més acusada de la diversitat en el segon stop que els no responedors (Figura 26). Aquest
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resultat suggereriria que la vacuna terapéutica si podria tenir un efecte sobre la diversitat
viral. La tendéncia a la disminucié de la diversitat observada en els pacients d’aquest treball
seria deguda, principalment, a les interrupcions del tractament, pero la vacunacié també
podria tenir una possible influéncia. Caldria augmentar el nombre de pacients en I'assaig per

poder discernir més clarament I'efecte de la vacunacio terapéutica sobre la diversitat viral.

La principal diferéncia entre pacients vacunats responedors i no responedors ha estat
el grau de diversitat que presentaren en les seves poblacions. Tot i que ambdos grups
mostraren una disminucié de la diversitat al llarg de I'estudi i uns valors baixos al segon stop,
els responedors tenien una diversitat superior, especialment en el punt basal, i també en el
primer stop (Figura 26). Els valors basals de diversitat obtinguts en els no responedors soén
més semblants als dels pacients control que als dels responedors. Tant els no responedors
com els no vacunats no van presentar resposta viroldgica en I'Ultima interrupcié del
tractament, mentre que els responedors si van controlar la carrega viral. Els nostres
resultats suggeririen que una major diversitat basal podria estar correlacionada amb una
millor resposta, tot i que degut al baix nhombre de responedors, no s’ha pogut corroborar
estadisticament. Existeix un gran debat sobre aquest tema i una certa controvérsia al
respecte. Mentre que varis estudis han argumentat que una menor diversitat pre-tractament
pot millorar la progressié de la malaltia #7% 234285 %% com 3 indicadora d’una pressié immune
meés potent, altres autors han relacionat una major diversitat basal amb un major control de

la infeccio (' 9 100, 2861

, reflex d’'un major ventall d’antigens contra els qué generar una
resposta. En el nostre cas, s’ha de tenir en compte que, a part del tractament antiretroviral,
s’ha introduit una intervencié vacunal, i que a més, 'immunogen utilitzat en la vacuna ha
estat la propia poblacié viral del pacient (poblacié stop 1). La diversitat observada en la
poblacié vacunal fou quasi el doble en els responedors que en els no-responedors, de

manera que els responedors foren vacunats amb un repertori més gran d’antigens que els

no responedors. Una major diversitat viral en la vacuna podria ser clau en la resposta a la
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vacunacio, tot i que necessitariem un major nombre de pacients per poder confirmar aquesta

observacio

L’analisi de sequiéncies nucleotidiques ha permés estudiar I'evolucié viral al llarg del
temps. S’ha quantificat aquesta evolucié mitjangant I'analisi de la divergencia (o diversitat
entre poblacions). S’ha vist que en els pacients vacunats, hi havia un augment significatiu de
la divergéencia respecte el punt basal, tant en el primer com en el segon stop (Figura 28).
Aquests resultats apunten a que I'increment de la divergéncia era degut propiament a les
aturades del tractament. La vacunacié no va tenir efectes sobre la divergéncia viral, ja que
no va haver diferéncies significatives abans i després de la vacunacio, ni entre pacients
vacunats i control. Aquesta situaci6 també ha estat descrita en un treball sobre malalts
cronics sotmesos a STls, on es va mostrar que la divergéncia augmentava en el primer stop

i després es mantenia relativament estable en les seglients interrupcions del tractament 2%,

La divergéncia va presentar una correlacio significativa amb el temps transcorregut
entre el primer i el segon stop. Per aquest motiu es va emprar la taxa de divergéncia (TD)
per analitzar els resultats entre aquestes poblacions i evitar la influéncia del temps. En els
pacients vacunats, tant responedors com no responedors, la TD entre S1-S2 va ser
significativament superior que entre BS-S1, i a més, també fou significativament superior a
'observada entre BS-S2. Aquests resultats indiquen que els virus que apareixen en els
stops (tant els vacunals, S1, com els de després de la vacunacié, S2) estaven més
relacionats amb els virus basals que entre ells. A més, la relaci6é dels virus que apareixien
després de la vacunacié amb els basals era més propera que la dels virus de I'immunogen
amb els basals. Aixd suggeriria que hi ha hagut reactivacio dels reservoris, tant en el primer
com en el segon stop, ja que els virus que han rebrotat estan relacionats genéeticament amb
els basals. | segurament, tot i la reactivacié del mateix reservori basal, han rebrotat diferents

llinatges en cadascun dels dos stops, ja que tot i tenir el mateix origen, els virus S1 i els S2
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no estan gaire relacionats genéticament entre ells, i a més, presenten diferent relacié amb

els virus basals.

Aquests resultats posen de manifest 'importancia d’escollir el tipus d'immunogen a
'hora de dissenyar una vacunacié terapéutica. Varis autors han descrit, que l'origen dels
virus dels rebrots procedien del reservori viral latent, tot i que alguns no descarten el rebrot a

S [265, 278, 280, 287-289]' Els nostres

partir d’una replicacié subjacent de diferents compartiment
resultats dénen pistes a favor que potser 'immunodgen autdleg més adequat podria ser el
virus integrat al reservori, doncs sembla ser el que ressorgeix al aturar el tractament
antiretroviral. De fet, el nostre grup ha publicat recentment els resultats d’'un assaig amb
vacuna terapéutica de cél-lules dendritiques carregades amb virus autdlegs inactivats per
calor aillats del reservori viral, presents en les cél-lules infectades de sang periférica . En
aquest cas, es van vacunar 10 pacients (sense tractament) amb tres dosis de vacuna,
'immunogen de la qual procedia del cultiu viral ex-vivo de les PBMCs de cada pacient. Als
sis mesos de I'tltima dosi de vacuna es va veure una disminuci6 significativa de la carrega
viral dels pacients vacunats amb virus autdleg respecte els pacients vacunats amb placebo, i
a més aquesta disminuci6 es mantenia fins a un any després de la vacunacio #°.
Préviament, Wei Lu i col-laboradors també havien descrit una vacuna terapéutica similar,
amb virus del reservori com a immunogen, que mostrava una reduccié de la CV de més del

s 2% Aquests estudis han demostrat la factibilitat de

90% en 8 dels 18 pacients immunitzat
crear una vacuna amb virus autdleg del reservori i representen una opci6é esperangadora en

el camp de les vacunes terapéutiques.

En aquest treball també s’ha analitzat si la vacuna ha estat capa¢ de generar una
pressidé selectiva sobre les poblacions virals. Les pressions evolutives han estat

quantificades per la ratio o (relacié de les substitucions sindnimes i no-sindnimes) de totes

les relacions filogenétiques (o branques) préviament obtingudes. No s’ha observat cap
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pressio selectiva positiva en les poblacions virals d'aquests pacients, i en certs clons de dos
pacients, s’ha observat una relacio evolutiva més conservada del que s’esperaria, deguda a
'atzar. Aquestes dades suggeririen que ni les aturades estructurades del tractament, ni les
vacunacions han suposat un coll d’'ampolla en la regié C2V5 de I'envolta dels virus estudiats,
no obstant, s’ha de tenir en compte que no s’ha analitzat la seqliiéncia completa del VIH-1,
sind només I'envolta viral, quan I'immunogen contenia el virus complet. A més, la mostra
analitzada després de la vacunacié (S2) contenia uns virus amb una mediana de 5
setmanes de rebrot, temps segurament insuficient alhora de detectar pressions selectives.
Aquesta vacunacioé va provocar una disminucié significativa de diferents parametres de la
dinamica de la CV, amb el que s’intueix que s’ha donat una pressi6 selectiva viral, tot i que

I'analisi filogenétic de C2V5 no hagi estat capac¢ de detectar-la.

Englobant tots els resultats obtinguts, en els pacients vacunats, i especialment en els
responedors, hi ha una disminucié en la variabilitat de les poblacions virals després de la
vacunacio, tot i que no s’ha detectat una pressié selectiva directa sobre I'envolta viral. Aixo
apuntaria a que aquesta vacuna terapeutica, a pesar dels propis efectes que podrien tenir
les interrupcions estructurades del tractament, podria haver exercit una certa pressi
selectiva sobre el VIH-1, probablement en altres regions que no corresponen a I'envolta o en
un moment més tarda, i que aix0 es reflexés de manera indirecta en la menor variabilitat
observada. Davant aquesta hipotési, és necessari analitzar la variabilitat tant de mostres
més posteriors a la vacunacié com de la resta de proteines immunogéniques del VIH-1, en

un estudi amb una maijor inclusié de pacients vacunats i control.
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Conclusions

Existeix una gran variabilitat en la regi6 C2V5 de I'envolta viral, tant genética com a
nivell de proteina, en totes les poblacions virals analitzades (basal, stop 1 i stop 2)

dels 16 pacients estudiats.

Tant la vacunacioé com les aturades del tractament no suposen un canvi evident en el
patro glicosilacio de la regio C2V5 de I'envolta del VIH-1 que pugui associar-se a un

mecanisme d’evasié adquirit.

La vacuna per se no influeix sobre la llargada de C2V5. La homogeneitzacié d’'un cert
tamany poblacional al final d’aquesta intervencié terapéutica s’atribueix a les

aturades del tractament antiretroviral.

La vacunaci6é disminueix tant el nombre de mutacions com la complexitat en pacients
vacunats, tot i que no es pot descartar que aquest efecte sigui provocat per les

aturades del tractament.

Ni la vacunacié terapéutica ni les aturades estructurades del tractament antiretroviral

que comporta aquesta intervencio, no provoquen canvi de tropisme R5 a X4 .

Una major diversitat viral basal, aixi com una major diversitat en el virus utilitzat com

immunogen, s’associen a una millor resposta viroldgica després de la vacunacié.

La vacunaci6é terapéutica no afecta a la divergéncia entre el virus que rebrota al

segon stop i la poblaci6 viral basal, sindé que aquesta és deguda a les interrupcions

del tractament.
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8.

10.

Els virus que rebroten durant les dues aturades del tractament tenen un origen proper
a la poblacié basal en els pacients vacunats. Tanmateix aquests virus dels rebrots

estan molt poc relacionats genéticament entre ells.

Un immunogen basat en virus autdlegs obtinguts del reservori de cél-lules
infectades, podria ser un bon candidat per una vacuna terapéutica, doncs contindria
una major representacié de la poblacié viral que reapareix en el transcurs de la

infeccio.

Es necessari seguir investigant la variabilitat de les poblacions virals en futurs assaigs

per poder dissenyar una vacuna terapéutica optima que permeti la retirada del

tractament antiretroviral el major temps possible.
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1. OBTENCIO DE PLASMA DE SANG PERIFERICA

Per a la separacié del plasma de la sang total es parteix d’'una extraccié de sang

periférica del pacient en tubs vacutainer amb EDTA com anticoagulant (no es pot utilitzar

heparina degut a que aquest anticoagulant pot inhibir les posteriors reaccions de PCR).

1.1 REACTIUS | EQUIPS

Cabina de flux laminar tipus BiolllA

Centrifuga amb rotor apte per tubs vacutainer

Pipetes pasteur esteérils

1.2 PROCEDIMENT

- Centrifugar els tubs de sang amb EDTA 10 minuts a 1500 rpm.

- Extreure el sobrenedant (plasma lliure de cél-lules) dels tubs amb EDTA i
transferir-lo amb una pipeta pasteur estérii a un tub de 15 mL retolat
adequadament.

- Centrifugar el plasma 10 minuts a 2000 rpm, per eliminar les plaquetes.

- Recollir el plasma amb una pasteur estéril i aliquotar 1 mL en tubs de rosca de
1.5 mL estérils préviament retolats amb la paraula PLASMA, el codi del pacient,
el numero de toma, la data de I'extracci6 i el tipus d’anticoagulant emprat (en
aquest cas, EDTA).

- Guardar les aliquotes de plasma a -80°C en cas de no utilitzar-les a continuacié.

151



Annex Métodes

2. QUANTIFICACIO DE L’ARN VIH-1 EN EL PLASMA SANGUINI

La concentracié de 'ARN del VIH-1 en plasma es va determinar emprant la técnica
de RT-PCR quantitativa mitjancant I'assaig comercial Cobas Amplicor HIV-1 Monitor Ultra
Sensitive Specimen Preparation Protocol Ultra Direct Assay (Roche Molecular Systems,
Somerville, NJ, USA) seguint les instruccions del fabricant amb un limit de quantificacié de
20 copies/mL. Les mostres amb una quantificacié <20 copies/mL es van tornar a analitzar
emprant un métode descrit per Schockmel i col-laboradors "' amb un limit de deteccié de 5
copies/mL, detallat a continuacié.

- Centrifugar 1 mL de plasma a 4°C durant 80 minuts a 50.000g.

- Preparar el volum del tampd de lisi i els estandards interns (IQS) necessaris per
I'experiment (150 uL per tub), ajustar la quantitat de I'lQS per aconseguir la mateixa
concentracié que I'estandard d’Amplicor per la reaccié de PCR (per exemple: 8.8 mL
tampd de lisis + 100 pyL d’1QS).

- Descartar el sobrenedant amb una punta de filtre per aerosols estéril deixant
aproximadament 100 L.

- Afegir 150 pL del tamp6 de lisi que conté I'lQS.

- Afegir 450 pL del tampd de lisi sense I'lQS.

- Agitar 5 seg i incubar 10 minuts a temperatura ambient.

- Afeqir 650 yL d’isopropanol 100% i agitar.

- Centrifugar 15 min a 16.000 rpm.

- Descartar el sobrenedant i afegir 1mL d’etanol 70% i agitar.

- Centrifugar 5 min a 16.000 rpm.

- Descartar el sobrenedant. Fer un pols a la centrifuga i descartar novament el
sobrenedant emprant una punta estéril amb filtre per evitar aerosols.

- Afegir 55 yL del tampé eluent i agitar.

- Utilitzarem 10 pL d’ARN per fer 'amplificacié i deteccio6.
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3. OBTENCIO DE L’ARN VIRAL DE PLASMA SANGUINI

L’objectiu d’aquesta técnica és aillar, a partir d'una mostra de 1 mL de plasma

sanguini, '’ARN del VIH circulant.

3.1 REACTIUS | EQUIPS

- QlAamp® Viral RNA Extraction Kit (Cat# 29504 QlAgen)

- Etanol absolut

- Aigua destil-lada estéril

- Bloc termoestatic a 56°C

- Ultracentrifuga refrigerada amb rotor apte per tubs de 1.5 mL
- Cabina de flux laminar (recomanable)

- Vortex

- Puntes estérils amb filtre

3.2 PREPARACIO

- Afegir I'etanol necessari als Buffers AW1 i AW2.

- Afegir el Carrier RNA al Buffer AVL.

- Escalfar el Buffer AVL en un termoblock a 56°C per desfer els cristalls, agitant-lo de

tant en tant.

3.3 PROCEDIMENT (modificat del protocol del kit comercial)

- Ultracentrifugar 1 mL de plasma 1 hora a 23000 rpm 4°C.

- Descartar el sobrenedant pipetejant (deixar uns 50-100 pL en el tub per no
emportar-se gens de pél-let de virus)

- Afegir 330 pL de Buffer de Lisi AVL. Vortex.

- Incubar 10 min a temperatura ambient. Pols.
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Afegir 280 pL d’Etanol Absolut. Vortex. Pols.

Transferir el volum total a la columna (que es troba dins d’'un tub col-lector).

Centrifugar 2 min a 13000 rpm temperatura ambient.

Descartar el contingut del col-lector i inserir la columna en un altre col-lector nou.
Rentar amb 500 uL de Buffer AW1.
- Centrifugar 2 min a 13000 rpm temperatura ambient.
- Descartar el contingut del col-lector i insertar la columna en un altre col-lector nou.
Rentar amb 500 uL de Buffer AW2.
- Centrifugar 3 min a 13000 rpm temperatura ambient.
- Descartar el contingut del col-lector i inserir la columna en un altre col-lector nou.
Tornar a rentar amb 500 pL de Buffer AW2.
- Centrifugar 3 min a 13000 rpm temperatura ambient.
- Descartar el contingut del col-lector i inserir la columna en un altre col-lector nou.
Centrifugar 1 min sense afegir res a 13000 rpm temperatura ambient per eliminar del
tot les restes de buffer.
- Col-locar la columna en un tub de 1.5 mL estéril ben retolat. Afegir 25-200 L de
Buffer AVE o aigua destil-lada estéril en funci6 de la CV de la mostra:

CV < 8.000 copies/mL 25 pL

CV 8.000-15.000 copies/mL 50 pL

CV 15.000-200.000 copies/mL 100 pL

CV > 200.000 copies/mL 200 pL

CV desconeguda 60 pL
- Incubar 1 min a temperatura ambient per millorar I'eficiéncia de I'elucio.
- Centrifugar a 1 min a 10.000 rpm.
- Descartar la columna i passar el contingut del tub de 1.5 mL a un tub de rosca ben
retolat, amb la paraula ARN, el codi del pacient, la toma i la data d’extraccio.

- Mantenir en gel si s'utilitza a continuacié o bé guardar a —80°C.
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4. AMPLIFICACIO DE LA REGIO C2V5 DEL GEN env A PARTIR D’ARN DE VIH-1

L’'objectiu d’aquesta técnica consisteix en amplificar la regié6 C2V5 del gen de
I'envolta del VIH-1 a partir de 'ARN viral mitjangant una transcripci6 inversa combinada amb
una reaccié en cadena de la polimerasa (RT-PCR) i una reacci6 en cadena de la

polimerasa “nested” o interna (NT-PCR).

4.1 RT-PCR

4.1.1 Reactius i Equips:

SuperScript One-Step RT-PCR with Platinum Tagq (Cat# 10928-042, Invitrogen)
- Expand High Fidelity PCR System (Cat# 11732641001, Roche)

- Aigua destil-lada esteéril

- Primers 10uM: C2-2S, ED12 (veure Taula 7).

- Tubs de 0,2 mL estérils.

- Puntes amb filtre.

- Termociclador GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems).

4.1.2 Procediment:

Preparar, en fred, una mescla tamponada per duplicat per a cadascuna de les
mostres d’ARN viral de cada pacient , tal com es detalla a continuacio (el tamp6 Mix
Reaction x2, que ja conté els ANTP i la mescla d’enzims RT/Taq polimerasa es
comercialitzen en el kit Super Script One-Step RT-PCR System, mentre que la
polimerasa d’alta fidelitat Expand es comercialitza en el kit Expand High Fidelity PCR

System):
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Mix Reaction x2 25 uL
H,Od esteéril 9 uL
Primer C2-2S (10pM) 2 uL
Primer ED12 (10uM ) 2 uL
RT/Taq polimerasa 1L
Expand HF pol (3,5U/uL) 1uL
Total 40 pL

Cada mostra d’ARN s’amplificara dues vegades: una afegint 10 yL de 'ARN viral

del pacient a la mescla i l'altra afegint 1 yL d’ARN més 9 uL d’aigua destil-lada

estéril. El volum final de la reaccié sera de 50 uL. Seguidament posar els tubs en el

termociclador amb el programa segtient:

45°C
94°C
94°C
59°C
68°C
68°C

4°C

4.2 NT-PCR

45 min
2 min
30 seg
30 seg
1 min

10 min

4.2.1 Reactius i Equips:

10 cicles + 20 cicles (A 0.5 seg extensid/cicle)

- Expand High Fidelity PCR System (Cat# 11732641001, Roche)

- dNTP 10 mM equimolar de dATP, dCTP, dGTP, dTTP)

- Aigua destil-lada estéril

- Primers 10uM: C2F Mod, WEAU (veure Taula 7).

- Tubs de 0,2 mL estérils.

- Puntes amb filtre.

- Termociclador GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems).
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4.2.2 Procediment:

Preparar, en fred, una mescla tamponada per cadascuna de les mostres d’ADNc
obtingudes per RT-PCR , tal com es detalla a continuaci6 (el Buffer 10x, que conté
15mM de MgCl,, i la polimerasa d’alta fidelitat Expand es comercialitzen en el kit

Expand High Fidelity PCR System):

H,O d esteril 34 uL
Buffer x10 with 15mM MgCl, 5puL
dNTP 10 mM 1L
Primer WEAU (10uM) 2 L
Primer C2FMod (10uM) 2 L
Expand HF pol (3,5U/uL) 1L
Total 45 uL

Afegir 5 uL de cada ADNCc a la mescla tamponada anterior. El volum final de la
reaccié sera de 50 pyL. Seguidament posar els tubs en el termociclador amb el

programa detallat a continuacié:

94°C 2 min

94°C 30 seg

51°C 30 seg 10 cicles + 20 cicles (A 0.5 seg extensid/cicle)
68°C 1 min

68°C 10 min

4°C o
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5. COMPROVACIO DE L’AMPLIFICACIO

Per visualitzar si I'amplificacié ha estat positiva, es comprova una aliquota de cada

amplificacié mitjangant una electroforesi en gel d’agarosa 1% en tampéd Tris-borat EDTA

(TBE).

5.1 REACTIUS | EQUIPS:

Agarosa D1 Baja EEO (Cat# 8014, Pronadisa)

Tampd TBE 10x (Cat# EC-860, National Diagnostics)

SyBr Safe DNA Gel Stain 10.000x (Cat# S33102, Invitrogen)
Marcador 1kb Plus DNA Ladder (Cat# 10787-018, Invitrogen)
Tampd de carrega 10x Blue Juice (Cat# 10816-015, Invitrogen)
Aigua destil-lada

Font i cubeta d’electroforesi

Microones

Balanca

Transiluminador

5.2 PROCEDIMENT:

Preparar el tamp6é TBE a concentracié 1x (per un litre mesclar 100 mL de TBE
10x i 900 mL d’aigua destil-lada). Omplir la cubeta d’electroforesi amb aquest
tampé.

Preparar un gel d’agarosa al 1%; per 100 mL, pesar 1 gr d’'agarosa i dispensar-lo
en un matrau erlenmeier de 250 mL. Afegir 100 mL de TBE x1, mesclar bé i
escalfar al microones fins que l'agarosa s’hagi dissolt completament. Deixar
refredar (sense que polimeritzi) i afegir 5 uyL de SyBr Safe 10.000x, mesclar bé i

abocar en el motlle i deixar que polimeritzi a temperatura ambient..

158



Annex Métodes

Preparar les mostres i el marcador per carregar-les en el gel: mesclar 5 yL de
mostra (o marcador de pes molecular) + 4 uL d’ aigua destilada + 1 yL tampé de
carrega, i mesclar. Ficar el gel d’'agarosa a la cubeta i carregar les mostres.
Connectar la cubeta a la font d’electroforesi i deixar cérrer a £100 volts durant 30
min aproximadament.

Visualitzar la presencia de bandes d’ADN en un transiluminador, la banda

d’interés és d’uns 650 pb.
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6. PURIFICACIO DELS PRODUCTES DE PCR

L’objectiu d’aquesta técnica és obtenir els productes de PCR purificats, sense restes
de dNTPs, primer-dimer, enzims, etc. La purificacio es realitzara a partir de la propia reaccié
de PCR (si la banda observada en el gel d’agarosa és Unica) o bé a partir de la banda

d’interés retallada d’'un gel d’agarosa de baix punt de fusio.

6.1 PURIFICACIO DE BANDES D'UN GEL D’AGAROSA

6.1.1 Reactius i Equips

- Agarosa Low Melting (Cat# 8051, Pronadisa)

- Tampé TBE 10x (Cat# EC-860, National Diagnostics)

- SyBr Safe DNA Gel Stain 10.000x (Cat# S33102, Invitrogen)
- Marcador 1kb Plus DNA Ladder (Cat# 10787-018, Invitrogen)
- Tampé de carrega 10x Blue Juice (Cat# 10816-015, Invitrogen)
- Aigua destil-lada

- Fonti cubeta d’electroforesi

- Microones

- Balanga

- Transiluminador

- Bisturi

- Etanol 70%
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6.1.2 Procediment

- Preparar el gel d’'agarosa de baix punt de fusi6 al 1% de la mateixa manera que
un gel d’agarosa normal (veure apartat 5.2 d’aquest annex) pero utilitzant
'agarosa esmentada. En aquest cas deixarem cérrer el gel a +60 volts durant 90-
120 min aproximadament.

- Collocar el gel en el transiluminador i tallar les bandes d’interés amb un bisturi
netejat amb etanol 70%. Transferir cada banda a un tub de 1.5 mL estéril i
retolat.

- Pesar cada banda fent tara amb un tub de 1.5 mL buit i anotar el pes a cada tub.

La banda pot fer maxim 300 mg.

6.2 PURIFICACIO DE L’ADN AMPLIFICAT

6.2.1 Reactius i Equips

- GFX™ PCR DNA and Gel Band Purification (Cat# 27-9602-01, Amersham)
- Etanol absolut

- Aigua destil-lada estéril

- Minicentrifuga

- Bloc termoestatic a 60°C (només si es purifica de banda)

6.2.2 Procediment (producte PCR)

- Preparar una columna i un col-lector per mostra.

- Afegir 500 uL de Buffer de Captura a la columna.

- Afegir els 45 uL de reacci6 de PCR a la columna y mesclar pipetejant 4-6
vegades.

- Centrifugar 1 min a 13000 rpm a temperatura ambient.
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- Descartar el contingut del col-lector i reinserir la columna.

- Afegir 500 pL de Buffer de Rentat (al que préviament s’ha afegit etanol, segons
instruccions del fabricant) a la columna.

- Centrifugar 1 min a 13000 rpm a temperatura ambient.

- Descartar el contingut del col-lector i reinserir la columna.

- Sense afegir res, centrifugar 1 min a 13000 rpm a temperatura ambient.

- Dispensar la columna dins un tub de 1.5 mL estéril i retolat.

- Afegir 25 yL de Buffer d’Elucié o aigua destil-lada estéril a la columna, xopant la
membrana d’aquesta.

- Deixar incubar 1 min a temperatura ambient per millor I'eficiéncia de I'elucio.

- Centrifugar 1 min a 13000 rpm a temperatura ambient.

- Guardar 'ADN eluit a —20°C si no s’utilitza a continuacio.

6.2.3 Procediment (banda de agarosa)

- Preparar una columna i un col-lector per mostra.

- Afegir tants pyL de Buffer de Captura com mg tingui la banda (per exemple:
100mg, 100 pL).

- Incubar a 60°C fins que I'agarosa s’hagi fos (maxim 10 min).

- Transferir el volum a una columna.

- Centrifugar 1 min a 13000 rpm a temperatura ambient.

- Descartar el contingut del col-lector i reinserir la columna.

- Afegir 500 pyL de Buffer de Rentat (al que s’ha afegit Etanol absolut, segons
instruccions del fabricant) a la columna.

- Centrifugar 1 min a 13000 rpm a temperatura ambient.

- Descartar el contingut del col-lector i reinserir la columna.

- Sense afegir res, centrifugar 1 min a 13000 rpm a temperatura ambient.

- Dispensar la columna dins un tub de 1.5 mL estéril i retolat.

162



Annex Métodes

Afegir 25 pL de Buffer d’Elucié o aigua destil-lada estéril a la columna, xopant la
membrana d’aquesta.

Incubar 1 min a T2 ambient per millorar I'eficiéncia d’elucio.

Centrifugar 1 min a 13000 rpm a temperatura ambient.

Guardar I'ADN eluit a —20°C si no s’empra seguidament.

6.3 QUANTIFICACIO DE L’ADN PURIFICAT

6.3.1 Reactius i Equips

Agarosa D1 Baja EEO (Cat# 8014, Pronadisa)

Tampd TBE 10x (Cat# EC-860, National Diagnostics)

SyBr Safe DNA Gel Stain 10.000x (Cat# S33102, Invitrogen)
Marcador quantitatiu Lambda DNA/Hindlll (Cat# G1711, Promega)
Tampo de carrega 10x Blue Juice (Cat# 10816-015, Invitrogen)
Aigua destil-lada

Font i cubeta d’electroforesi

Microones

Balanca

Transiluminador

6.3.2 Procediment

- Preparar un gel d’agarosa a I'M% tal com s’explica a I'apartat 5.2 d’aquest
annex.

- Preparar les mostres i el marcador quantitatiu per carregar-les en el gel:
mesclar 3 uL de mostra + 6 pL d’ aigua destilada + 1 yL tamp6 de carrega; 1 uL
de marcador (1 pug/uL) + 8 pyL d’ aigua destilada + 1 pL tampd de carrega. Ficar

el gel d’'agarosa a la cubeta i carregar el marcador quantitatiu i les mostres.
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Connectar la cubeta a la font d’electroforesi i deixar cérrer a £100 volts durant 30
min aproximadament.

- Visualitzar les bandes d’ADN en un transiluminador, i estimar la seva
concentracié en funcié de la seva intensitat i la del marcador quantitatiu (es

coneix la concentracié en ng/uL de cada banda del marcador).
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7. LLIGACIO DELS INSERITS | EL VECTOR pGEM-T Easy

L’'objectiu és inserir els fragments d’interés (productes de PCR purificats o inserits) en
el vector pGEM-T Easy (Promega Corporation, Madison, WI, USA), modificant el protocol del
fabricant per escurcar el temps de la técnica. La proporcié molar optima per la lligacié de 50
ng de pGEM-T Easy amb els fragments de C2V5 és de vector:inserit 1:5, per tant, per

calcular la quantitat d’inserit adequat s’utilitza la formula seglent:

ng vector x pb inserit 50 ng x 650 pb
x5= x 5= ~ 55 ng inserit
pb vector 3015 pb

7.1 REACTIUS | EQUIPS
- pGEM-T Easy System | (Cat# A1360, Promega)
- Rapid DNA Ligation (Cat# 1635379, Roche)

- Aigua destil-lada estéril

7.2 PROCEDIMENT

- Preparar per cada mostra i en aquest ordre:

Mostra Control + Control -
1)  Buffer 5x (kit ligasa) 2L 2L 2L
2) pGEM T-easy vector 50 ng/uL (kit vector) 1L 1L 1L
3) Aigua destil-lada esteril (6-x) pL* 4 uL 6 uL
4) Inserit X pL* 0L 0L
5) Inserit Control 512 pb (kit vector) 0L 2 UL 0L
6) 2x Rapid Ligation Buffer (kit vector) 10 pL 10 pL 10 pL
7) Rapid DNA Ligase (kit ligasa) 1L 1L 1L

* X, UL corresponents a ~55 ng d’inserit, depenent de la concentracié6 d’aquest (estimada segons I'apartat 6.2.3

d’aquest annex).

- Incubar 5 min a temperatura ambient, i guardar a -20°C si no s'utilitza

seguidament.
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8. TRANSFORMACIO DE LES LLIGACIONS EN BACTERIES DH5a

L’'objectiu és introduir el plasmidi que conté el fragment d’interés (lligacié) en
bactéries competents amb la fi d’aconseguir colonies discretes que ens permetran obtenir

per separat els diferents clons moleculars compresos dins la mostra inicial de plasma VIH-

1+.

8.1 REACTIUS | EQUIPS

- Subcloning Efficiency DH5a Competent Cells (Cat# 18265-017, Invitrogen)
- LB Broth (Cat# L3022, Sigma)

- LB Agar (Cat# L2897, Sigma)

- Ampicil-lina (Cat# A9518,Sigma)

- IPTG (isopropyi-B-D-thiogalactopyranoside), (Cat# 16758, Sigma)

- X-Gal (5-bromo-4-chioro-3-indolyl-3-D-galactopyranoside) (Cat# V3941, Promega)
- Bunsen

- Bany termoestatic a 37°C

- Incubador (shacker) a 37°C

- Estufaa 37°C

- Nanses de Digralsky estérils (Cat#612-1561, VWR)

- Nanses d’inoculacié d’un sol us (Cat#8175C510H, Gibco)
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8.2 PREPARACIO DELS REACTIUS | MEDIS

8.2.1 Ampicil-lina 50 mg/mL (100 mL)

- Dissoldre 5 gr d’ampicil-lina en 100 mL d’aigua destil-lada estéril.

- Esterilitzar per filtracio i aliquotar fraccions de 1 mL en tubs de 1.5 mL estérils
retolats.

- Conservar a -20°C.

8.2.2IPTG0.1M

- Dissoldre 2,4 gr I'IPTG en 100 mL d’aigua destil-lada estéril.

- Esterilitzar per filtracio i aliquotar fraccions de 1 mL en tubs de 1.5 mL estérils
retolats.

- Conservar a -20°C.

8.2.3 LB liquid amb Ampicil-lina (1 Litre)

- Dissoldre, en un matrau de 2 litres, 20 gr de LB Broth en 1 L d’aigua destil-lada.

- Autoclavar 20 min a 121°C.

- Quan s’hagi refredat afegir 1 mL d’Ampicilina 50 mg/mL (concentracio final al
medi 50 pug/mL).

- Conservar a 4°C.

8.2.4 Plaques de LB Agar + Amp + X-gal + IPTG (15-20 plaques)

- Dissoldre, en un matrau de 2 litres, 35 gr de LB Agar en 1 L d’aigua destil-lada.

- Autoclavar 20 min a 121°C.

- Quan estigui a uns 50°C afegir 1 mL d’ampicil-lina 50 mg/mL 1 mL X-Gal 50
mg/mLi2 mL d’ IPTG 0.1M.

- Mesclar i aliquotar en plaques de Petri sota la flama del bunsen.
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- Deixar polimeritzar a temperatura ambient.

- Conservar a 4°C.

Les concentracions finals a la placa sén de 50 pg/ml d’ampicil-lina, 50 ug/ml de
X-Gal i 0,2 yM d'IPTG. EI X-Gal és un substrat cromogénic per la p-galactosidasa
que produeix un color blau intens que es detecta visualment d’'una manera molt clara.
L’'IPTG és un inductor de l'activitat 3-galactosidasa en diferents bactéries. S'uneix al
repressor lacl, inhibint-lo, doncs funciona com un analeg d’aquest. L'IPTG i el X-Gal
son utilitzats per diferenciar els plasmidis recombinants dels no recombinants en

estratégies de clonatge basades en vectors que contenen el gen lacZ.

8.3 PROCEDIMENT

- Descongelar suaument les bacteries DH5-aL en gel i fer aliquotes de 50 pL en

tubs de 1.5 mL estérils, mantenint-les en gel.

- Afegir 5 uL de lligacié sense pipetejar en excés (mesclar amb la punta de la

pipeta sense pujar i baixar).

- Incubar en gel 30 min.

- Fer un xoc termic de 20 segons en un bany termoestatic a 37°C.

- Posar rapidament en gel i deixar-ho refredar 2 minuts.

- Dispensar 950 yL de medi SOC (proveit amb les bactéries) a temperatura
ambient en tubs de 15 mL i afegir-hi la transformacio.

- Incubar 1 hora maxim a 37°C con agitacié forta (250 rpm).

- Centrifugar 10 min a 3000 rpm (aprox) y decantar el sobrenedant.

- Ressuspendre el pél-let amb el medi que quedi en el tub després de decantar.

- Sembrar en plaques LB + Amp + X-gal + IPTG per duplicat: 20 i 200 yL amb

nanses de Digralsky estérils.
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Incubar las plaques durant tota la nit en una estufa a 37°C.

Abans de picar les colonies deixar a 4°C 1 hora com a minim perqué el color de
les colonies es defineixi millor.

Picar 20 colonies individuals que continguin el plasmidi amb l'inserit (de color
blanc) amb nanses estérils. Descartar les colonies blaves (plasmidi sense inserit
o relligats).

Inocular cada colonia en un tub que contingui 3 mL de medi LB liquid amb
ampicil-lina.

Incubar durant tota nit a 37°C amb agitacié forta (250 rpm).

Centrifugar 30 min a 3000 rpm (aprox) a 4°C y decantar el sobrenedant.

Congelar el pél-let a -20°C si no s'utilitza seguidament.
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9. OBTENCIO DE L’ADN PLASMIDIC A PETITA ESCALA (MINIPREPS)

L’'objectiu de la técnica és la purificaci6 del ADN plasmidic a partir de bactéries

transformades, mitjancant una lisi alcalina. El plasmidi purificat obtingut es denominara a

partir d’ara, miniprep.

9.1 REACTIUS | EQUIPS

QIAprep Spin Minipreps (Cat# 27106, QIAGEN)
Etanol Absolut
Aigua destil-lada estéril

Minicentrifuga

9.2 PROCEDIMENT

Ressuspendre bé el pél-let de bactéries transformades amb 250 uL de Buffer de
Ressuspensié P1 (assegurar-se que conté la RNasa A proveida pel fabricant).
Transferir aquesta mescla a un tub de 1.5 mL estéril.

Afegir 250 uL de Buffer de Lisi P2. Mesclar por inversié. No fer vortex. No
sobrepassar els 5 minuts d’incubacié.

Anadir 350 puL de Buffer de Neutralitzaci6 N3. Mesclar por inversié
immediatament. No feer vortex.

Centrifugar 10 min a maxima velocitat a temperatura ambient.

Dispensar les columnes dins els tubs col-lectors.

Transferir amb una pipeta el sobrenedant dins la columna (descartar el pél-let).
Centrifugar 1 min a maxima velocitat a temperatura ambient.

Buidar el tub col-lector. Dispensar la columna dins el col-lector de nou.

Afegir 750 uL de Buffer de Rentat PE (assegurar-se que conté I'etanol absolut
indicat pel fabricant).

Centrifugar 1 min a maxima velocitat a temperatura ambient.
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Buidar el tub col-lector. Dispensar la columna dins el col-lector de nou.
Sense afegir res, tornar a centrifugar a maxima velocitat 1 minuto.
Dispensar la columna dins un tub de 1.5 mL esteril.

Afegir 50 pyL de H,O destil-lada estéril en el centre de la columna.
Incubar 1 minut a temperatura ambient.

Eluir el DNA centrifugant a maxima velocitat 1 minut.

Descartar la columna i guardar a —20°C si no s'utilitzés a continuacio.
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10. COMPROVACIO DE LA PRESENCIA D’INSERIT EN LES MINIPREPS

L’'objectiu d’aquesta técnica és comprovar que les minipreps contenen linserit d’

interés clonat, mitjangant una reacci6 senzilla de PCR.

10.1 REACTIUS | EQUIPS

- Go Taq Green Master Mix (Cat# M7112, Promega)
- Primers M13Fw y M13Rv (10 pM) (veure Taula 7)
- Aigua destil-lada estéril

- Termociclador GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems)

10.2 PROCEDIMENT
Preparar, en fred, una mescla tamponada per cadascuna de les minipreps, tal
com es detalla a continuacié (La GoTagq Mix x2 és una mescla tamponada de

polimerasa, dNTPs i MgCly):

GoTaq Mix x2 12,5 uL
Primer M13Fw (10uM) 0,5uL
Primer M13Rv (10uM ) 0,5 yL
Aigua destil-lada estéril 9,5 uL
Total 23 uL

Afegir 2 uL de miniprep a la mescla tamponada anterior. El volum final de la
reaccié sera de 25 pL. Seguidament posar els tubs en el termociclador amb el

programa seguent:
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94°C 5 min

94°C 10 seg

50°C 10 seg 40 cicles
60°C 2 min

72°C 10 min

4C »

10.3 VISUALITZACIO DE LA PCR DE COMPROVACIO

Per visualitzar si 'amplificacié ha estat positiva, és a dir, que la miniprep conté
linserit d’interés, es comprova una aliquota de cada amplificacié mitjancant una
electroforesi en gel d’agarosa al 1% (veure apartat 5.2 d’aquest annex). En aquest
cas, pero, no cal afegir tampéd de carrega a les mostres, ja que la propia GoTaq Mix
proporciona la viscositat adequada a la PCR per poder carregar directament les
mostres en el gel. Carregar directament 5 yL de la PCR; la banda d’interés es
visualitza a uns 850 pb aproximadament mentre la banda corresponent a la miniprep

sense inserit es troba a uns 250 pb (/acZ).
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11. SEQUENCIACIO DELS CLONS MOLECULARS

L’objectiu és obtenir la seqlieéncia de nucleotids dels inserits, ja que corresponen als

diferents clons moleculars del VIH-1 plasmatics d’'un pacient en un moment determinat.

11.1 REACTIUS | EQUIPS

- BigDye Terminator RR-100 v.3.1 (Cat# 4337455, Applied Biosystems)

- Primers M13Fw y M13Rv (10 M) (Veure Taula 7)

- Aigua destil-lada estéril

- Montage SEQgs Sequencing Reaction Cleanup Kit (Cat# LSKS09624, Millipore)

- Film adhesiu per precintar plaques (Cat# G040, AttendBio)

- Plaques 96 pous per injeccié al seqlenciador (Cat# PCR-96M2-HS-C, Bonsai

Technologies)

- Termociclador GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems)

- Aparell de buit amb adaptador per plaques SEQ96

- Vortex amb adaptador per plaques

11.2 REACCIO DE SEQUENCIACIO

Preparar, en fred, una mescla tamponada de cada per cadascuna de les

minipreps, tal com es detallen a continuacié (ElI BigDye Terminator, que conté la

polimerasa i els fluoronucleotids, i el Buffer 5x es comercialitzen en el kit BigDye

Terminator RR-100 v.3.1):

H,O d 5uL
Buffer 5x 1.5 L
Primer M13Fw (10 uM) 0.5 uL
BigDyeTerminator v3.1 1L

Total 8uL

174

H,O 5L
Buffer 5x 2 L
Primer M13Rv (10 pM) 0.5 L
BigDyeTerminator v3.1 1L
Total 8uL



Annex Métodes

Afegir 2 yL de cada miniprep a cadascuna de les 2 mescles tamponades
anteriors. El volum final de la reacci6é sera de 10 yL. Seguidament posar els tubs en

el termociclador amb el programa segient:

94°C 5 min

94°C 10 seg

50°C 10 seg 40 cicles
60°C 2 min

72°C 10 min

4C

Un cop finalitzada la reaccié de sequenciacié guardar protegit de la llum si no

s’eliminen els terminadors a continuacio.

10.3 ELIMINACIO DE TERMINADORS
L’objectiu d’aquest pas és la purificacié de les seqliéncies per poder ser
llegides en el sequenciador (les plaques de purificacid SEQgs i I'Injection Buffer son

proveides pel kit Montage SEQgs Sequencing Reaction Cleanup).

- Diluir les reaccions de sequenciacié afegint 20 pL de Injection Solution.

- Barrejar pipetejant 3-5 vegades.

- Transferir les reaccions diluides al fons de cada pouet de la placa SEQge.

- Posar la placa SEQgs a I'aparell de buit.

- Aplicar buit fins a 23-25” Hg. Mantenir el buit fins que la solucié s'hagi eluit per
complet (2-3 min). Continuar mantenint el buit durant 15-30 segons després que
['ultim pouet s'hagi buidat.

- Tancar el buit i treure la placa SEQ96 de l'aparell.

- Assecar l'excés de liquid del fons de la placa SEQ96 pressionant sobre paper

absorbent.
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Afegir 20 pL de Injection Solution al fons de cada pouet de la placa SEQ96.
Posar la placa SEQ96 a I'aparell de buit. Aplicar buit fins a 23-25” Hg. Mantenir
el buit fins que la solucié s'hagi eluit per complet (2-3 min). Continuar mantenint
el buit durant 15-30 seg després que I'ultim pouet s'hagi buidat.

Tancar el buit i treure la placa SEQ96 de I'aparell. Assecar I'excés de liquid del
fons de la placa pressionant sobre paper absorbent.

Tornar a afegir 20 yL de Injection Solution al fons de cada pouet de la placa
SEQugs.

Ressuspendre els productes de seqiienciacié purificats amb Injection Solution
pipetejant 20 vegades amb una pipeta automatica. Alternativament, al tenir un
gran nombre de mostres, el DNA pot ser ressuspés per agitacié en un shaker de
plagues (vortex amb adaptador), per tant es precinta la placa SEQgs amb film
adhesiu i es col-loca en el shaker 10 min amb agitaci6 moderada.

Transferir els productes de seqlenciacié purificats a una placa d'injeccio

apropiada. Mantenir a 4°C i a les fosques mentre no s’injectin al seqiienciador.
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Annex Resultats

Referéncia

46 BS A
46 BS B
46 BS C
46 S1 A
46 _S1 B
46 _s1 C
46 S1 D
46 S1 E
46 S1 F
46 _S1 G
46 s2 A
46 S2 B

185 _BS A
185 BS B
185 S1 A
185 S1 B
185_S2 A
185 S2 B

262 BS A
262 BS B
262 S1 A
262 S1 B
262 81 C
262 S1 D
262 S1 E
262 S1 F
262 S1 G
262 S1 H
262 S2 A
262 S2 B
262 82 C
262 S2 D
262 S2 E
262 S2 F
262 82 G

269 BS A
269 BS B
269 BS C
269 BS D
269 S1 A
269 S1 B
269 s1 C
269 S1 D
269 S1 E
269 S1 F
269 S2 A
269 S2 B

3381 A
33 S1 B
3381 C
33 81D
33 S1 E
33 82 A
33 S2 B

158 BS A
158 BS B
158 BS C
158 S1 A
158 S1 B
158 S1 C
158 S1 D
158 S1 E
158 S2 A
158 S2 B
158 S2 C

88%
12%
45%
15%
10%
10%

5%

20%
10%
30%
30%
10%
10%
10%
10%
94%

(o)
o B U1 »
o°

83%
11%

<

40%
30%
10%
10%
10%
55%
27%
18%

1 10

20

30

CTRPNNNTRKSINIGPGRAFYTTGEIIGDIRQAHC

............ HM...KVL.A..D..........
............ HM...KVL.A..D.V..V.....
...... S.....HM...KVL.A..D..........
.......... G.H....KVL.A..D..........
............ HM...KV..A..D...N......
............ RM...KV..A..D...N......
.......... G.H....KVL.A..D...N......
..... D .G.H....KVL.A..D..........
............ H....KVL.A..D..........
LS. HM...KV..A..D..........
.......... G.H .KVL.A..D...N......
.......... G.H KV..A..D...N......
.......... GH........A.-D..........
.......... GH........A.-D...N......
.......... GH........A.-D..........
.......... GH........A.-D...E......
.......... GH........A.-D...E......
.......... GH.....V..A.-D...N......
.......... G.H........A. ... ... ......
..... H GLH. oo L AL
....... I..GH........A. ... .........
.......... GH........A..N..........
....... I..G.H........A..D..........
S..... G.H........ A..D..........
.......... GH........A. ... .. ...,
...... DI..G.H........A..G..........
....... I..G.H........A...........Y.
S..... G.H........ 2
..... D......H........A..D.T........
.......... GH........A..N..........
.......... GH........A..G........Y
.......... GH........A..D.T........
............ H........A..D.T........
..... D......H........A..G........¥Y
..... D .G.H........A..D.T......Y
.............. A......A. ...
Moo, T, A..G.-.. ..
..................... A. e
D A...... Al
Mool T........ A..G..........
.............. A......A..D..........
............ T........A..G..........
............ T........A..D..........
.............. A......A..G..........
............ T.......IA..D..........
Mooooooo T.o..oo... A..G...oi
............ T........A..G..........
......... T..HL.......A..D...N......
......... T..H........A..D......R
L T..HL....... A..D...N......
......... T..H........A..D..........
L P T.------- AL.DLLUNLL L
......... T...........A..D......R.
......... T...........A..D......RT
I........ G.HL...QTW.A..D...N......
I........ G.HL...QTW.A....... T.....
I........ G.HL...QTW.A..D..........
I........ G.HL...QTW.A..D...N......
I........ G.HL...QTW.A..D........ Y
I..... I..G.HL...QTW.A..D........ Y
I........ G.HL IW. oo TK.
I........ G.HL...QTW .A..D..........
I........ G.HL...QTW.A..D........ Y
FE G.HL...QTW.A..D..........
O HL...QTW.A..D...N. Y

179

Figura S1 Aliniaments de totes les variants
de V3 obtingudes de cada mostra de
I'estudi. S’indica en cada sequéncia el codi
del pacient _poblacié_numero de variant i
la frequéncia (%) que ocupa dins la
poblacié. BS: basal, S1: stop 1, S2: Stop 2.
(.) indica que en aquella posicié hi ha el
mateix nucledtid que a la seqliiéncia de
referéncia (-) indica una delecié en aquella
posici6 respecte a la seqiiéncia de
referéncia (V3 del virus Bal, de tropisme
R5).
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1 10 20 30
[-------- el Rl R
Referéncia CTRPNNNTRKSINIGPGRAFYTTGEI IGDIRQAHC
168 BS A 58% i T D.T...... Y.
168 BS B 425 D.T...... Y.
168 S1 A 825 e D.T...... Y.
168 S1 B S e 1< S D.T...... Y.
168 S1 C S e e D.T...... Y.
168 S1 D 6% e Too. . Keooon. D.T...... Y.
168 S2 A 665 e D.T...... Y.
168 S2 B 13% e Toeeeeee D.T...... Y.
168 S2 C S e Too. Keooon. D.T...... Y.
168 S2 D 7% B Tt D.T...... Y.
168 S2 E T D.T...... YR
201 BS A 50% ..., R.VHA..... L...-D...N....Y.
201_BS_B 20% I R.VHV...G.L...-DV..N Y
201 _BS C 15% I S R.VHV...S.L...-D........ Y.
201 BS D 5% ... R.VHV...G.L...-D...N..L.Y.
201 BS E S e R.VHV...G.L...-D...N....Y.
201 BS F 5% I R.VHV...G.L...-D...N....Y.
201 S1 A 94%  L........ R.VHV..... L...-D..... K..Y.
201 S1 B 6% ... R.VHV..... L...-D..R..K..Y.
201 S2 A 100% ..., R.VHV..... L...-D...T....Y.
207 BS_A 73% e HM..... LF.S-D..........
207 BS B 27% . HM. .. .. LF.S-D.T........
207 S1 A 53% i HM. . ... LF.SK-..ooonnn..
207 _S1 B 41% e HM..... LF.LN-..........
207 81 C 6% e HM..... LF.SA-..........
207 S2 A 58% e HM..... LF.LN-..........
207 _S2 B 25% ... HM. . ... LF.SH-.V........
207 82 C 17% e HM. . ... LF.SH-..........
213 BS A 100% T - S G.HM.L. ot toieeeeeenn..
213 s1 A 443 R - S G.HM.L....vvnnn... N....Y.
213 S1 B 33% Y - P G.HM.L.......... T.N....Y.
213 81 C 17% i S G.HM.L.teieneeeeennnn, Y.
213 S1 D % R - DU G.HM.L......... VT.N....Y.
213 S2 A 65% i S G.HM.L.......... T.N......
213 S2 B 20% R - P G.HM.L.......... T.N....Y.
213 82 C 10% i S G.HM.L..oovvnnn... G....Y.
213 S2 D 5% R - S G.HM.L............ Govunn.
261 BS A 56% e < S NS » B
261_BS_B 38% ... HM.L..... - NS » B
261 BS C 6% ..., A . Hoooo.... A..D.oiiiin...
261 S1 A 84% ... Heoonnn.. NS » DU
261 S1 B 8% G Heoonnn.. A..Deeiiiinn..
261 _S1 C 8% ..... Tenn.. < SR NS » B
261 S2 A 54% ... Hooonnn.. A..D.oiiiin...
261 S2 B 27% . Heoonnn.. A..D...... R...
261 82 C 13% ... R..H........ NS » B
261_S2 D 6% i < S A..D..... G...
265 BS A 73% Sevnn. P....... FA..Quuiernrrnn.
265 BS B 13% Sevnn. P....... FA.VQ..........
265 BS C TS e P....... FA..Quu'veernnn.
265 _BS_D 7% Seinnn. P..... T.FA..Quevrnnn...
265 S1 A 69%5 e P...... L.A...... N......
265 S1 B 118 e P...... V-
265 S1 C 5% e P...... LCA...... N......
265_S1 D 5% e Pooooon. 17: Vo T
265 S1 E 5% e S Senn. FA..Qu.ooninnnn.
265 S1 F 5% e P...... L.A...... N...T..
265 S2 A 86% e P...... L.A...... N......
265_S2 B 14% S T Po..... L.A...... N......
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Referéncia

105 BS A
105 BS B
105 BS C
105 BS D
105 S1 A
105 _S2 A
105 S2 B
105 s2 C

228 BS A
228 BS B
228 BS C
228 S1 A
228 S1 B
228 S2 A
228 S2 B
228 S2_C
228 S2 D
228 S2 E

282 BS A
282 _BS_B
282 S1 A
282 S1 B
282 S2 A
282 S2 B

296 BS A
296 BS B
296 BS C
296 BS D
296 BS E
296 BS F
296 BS G
296 _S1 A
296 S1 B
296 S1 C
296 S2 A
296 _S2 B
296 s2 C
296 S2 D
296 S2 E

82%
18%
58%
42%
85%
15%

28%
18%
18%
12%
12%

2

o
5

61%
33%

6%
53%
20%
13%

7%

5

e R..QL...K...A..D..
e H....G...... D..
S R..QL...K...A..D..
e R..QL...K...V..D..
e R..QL...K...A..D..
e H G.o.oL.. D..
e R..QL...K...A..D..
e H € G..
O P.o....... A..D..
O P.o....... A..D.
O P.o..... L.A..D..
O P.o....... A..D..
O S, A..D..
O P.o....... A..D..
D P.o....... A..D..
O P.o....... A..D..
O P .K...A..D..
O P.o....... A..D..
......... R..H...........A..
L. R..H........... A.
......... R..H...........A.
............ H.o..........A.
............ H.o..........A.
...... D.....H...........A.
LY. . .RG.LH.. ... AK-..
Y. ..RG.H......... AR-..
YLl H.o.o.o.o.o.o... AKQ. .
..Y....RG.H. G..... K-..
Y. ..RG.H......... AK-.T
..Y....RG.H. .G. AK-..
Y. ..RG.H......... AK-..
.Y....RG.H......... A-...
Y. ..RG.H......... AK-..
R A L I AT-.V
Y...S.. . Ho.ooo L. AK-..
Yool H.o.o....... A-...
Yool G.H. .G. .AK. ..
LY. RG.H.......... -
B A = A-
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Pacient 46
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L 185513
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05185514
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1855213
8018552 14
18552 15
185BS 1

185853

185852

10018585 4

1UO|

|185BSS

= 1001185887
185BS 11

185 B5 13
185 B5 14

Figura S2 Arbres filogenétics consens obtinguts per cada pacient de l'estudi. Es van analitzar totes les sequéncies
nucleotidiques de la regi6 C2V5 de l'envolta del VIH-1 de cada pacient, introduint la matriu de distancies Kimura dos-
parametres dins I'algoritme de construccié d’arbres neighbor-joining. Per comprovar la consisténcia dels arbres es va emprar
el metode bootstrap de remostreig, realitzant 1000 répliques aleatories de la mostra inicial. Les llagades de les branques
s’han representat a escala. S’indica el nom de cada clon: BS, clons de la poblacié basal; S1 clons del stop 1; i S2, clons del
stop 2. S’indiquen els valors de bootstrap superiors al 75% en les branques corresponents.
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Therapeutic Immunization

with Dendritic Cells Loaded

with Heat-Inactivated Autologous
HIV-1 in Patients with Chronic
HIV-1 Infection
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Jose Alcami,! Vanessa Morente,’ Llucia Alos,' Alba Ruiz
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of Barcelona, Barcelona, and “Instituto de Salud Caros IIl, Madnid, Spain

Therapeutic immunization with autologous monocyte-de-
rived dendritic cells (DCs) loaded with heat-inactivated au-
tologous human immuneodeficiency virus type 1 (HIV-1) in
12 patients with chronic HIV-1 infection who were receiving
highly active antiretroviral therapy (HAART) was feasible,
safe, and well tolerated. Virus was obtained during an initial
interruption of HAART (hereafter, “stop 1”) so that DCs
could be pulsed. After immunization and a second inter-
ruption of HAART (hereafter, “stop 2"), set-point plasma
viral load (PVL; 24 weeks after stop 2) decreased =0.5 log,,
copies/mL relative to baseline PVL in 4 of 12 patients. We
observed a significant lengthening in mean doubling time of
PVL rebound and significant decreases in the area under the
curve and the mean peak of PVL rebound after stop 2, com-
pared with those after stop 1. This response was associated
with changes in HIV-1-specific CD4' lymphoproliferative
and CD8" T cell responses. These changes were not observed
in a group of nonimmunized control patients.

It has been suggested that ex vivo—generated dendritic cells
(DCs) might be the most potent cellular adjuvant for a ther-
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apeutic HIV-1 vaccine. Although HIV-1 infection can adversely
affect DC function, monocyte-derived DCs (MD-DCs) isolated
from patients with HIV-1 infection and grown in granulocyte-
macrophage colony-stimulating factor and interleukin-4 for 1
week were mostly uninfected and functionally intact [1, 2].
Mature DCs isolated from chronically infected individuals and
infected with canarypox virus elicited strong anti-HIV CD8"
and CD4" T cell responses in vitro [3], and intravenous infusion
of allogeneic DCs pulsed with recombinant HIV-1,,, gp160 or
synthetic peptides in HIV-1-infected patients was safe and en-
hanced the immune response to HIV-1 (although it was unable
to control viral replication) [4]. It was recently reported that
therapeutic immunization with autologous DCs in antiretro-
viral-naive patients chronically infected with HIV-1 elicited ef-
fective cellular immune responses [5]. In the present study, we
assessed the safety of and the virological and HIV-1-specific
immune responses after therapeutic vaccination with autolo-
pous MD-DCs loaded with autologous heat-inactivated HIV-1
in patients with nonadvanced chronic HIV-1 infection who
were receiving highly active antiretroviral therapy (HAART).
Patients, materials, and methods. Eighteen patients from
the SCAN study [6] with nonadvanced chronic HIV-1 infection
who had baseline and nadir CD4" T cell counts of =500 cells/
pL and baseline plasma viral loads (PVLs) of =5000 copies/mL
before receipt of any HAART and with PVLs of <20 copies/
mL for at least 104 weeks while receiving HAART were ran-
domized (2:1) either to be immunized with autologous MD-
DCs pulsed ex vivo with whole autologous heat-inactivated
HIV-1 (hereafter, “DC vaccine™) (n = 12) or to be a control
patient (n = 6). Seventy-eight weeks before the first immu-
nization, HAART was interrupted (hereafter, “stop 1™); when
PVL peaked, 3 plasmaphereses were performed, to obtain au-
tologous virus so that DCs could be pulsed. We did not find
any specific patient characteristic that predicted the level of
PVL rebound after stop 1. Thereafter, HAART was reinitiated,
and PVLs decreased to <20 copies/mL in all patients within 12
weeks. After 78 weeks, 5 immunizations were performed at
intervals of 6 weeks. One week before each immunization,
plasma monocytes were obtained and cultured for 8 days under

Financial support- Fondo da Investigacion para el SIDA en Espafa, a nonprofit foundation
supported by the Spanish Ministry of Health, Abbott Laboratories, Boehringes Ingedhaim,
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de Grupos de Investigacion en SIDA del Fondo de Investigacion Sanitaria (grant 01/15351
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ALJ; Ministeria de Ciencia y Tacnologea (to NG.L
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clinical-grade good manufacturing practice conditions, to de-
velop MD-DCs as described elsewhere [3]. After virus inacti-
vation for 30 min at 56°C, these DCs (median, 2 > 10° cells)
were pulsed with the antologous virus 24 h before being injected
subcutaneously (mean, 5 % 10° virions/immunization; see table
1). The first immunization was a negative control (mock) im-
munization with MD-DCs not pulsed with HIV-1. Six weeks
after the last dose of DC vaccine was administered (week 30),
HAART was interrupted again (hereafter, “stop 2”), and the
patients were followed for at least 24 weeks. In previous in vitro
experiments, we assessed the adequate maturation of MD-DCs
(data not shown) and found that MD-DCs from patients with
nonadvanced chronic HIV-1 infection who were receiving HAART,
when loaded with a heat-inactivated whole laboratory strain of
HIV-1 or recombinant HIV-1 proteins, were able to strongly in-
duce the activation of autologous CD4" and CD8" T cells (data
not shown).

The main end points of the present study were tolerance and
the proportion of patients with a set-point PVL decrease of
=0.5 log,, copies/mL 24 weeks after stop 2 (week 54), relative
to the baseline PVL (before receipt of any HAART). The pa-
tients” baseline PVLs and CD4* cell counts (table 1) were cal-
culated as the median of all measurements (median, 6 mea-
surements; range, 3-8 measurements) available for the 2 years
preceding the initiation of any HAART. Secondary end points
were the dynamics of PVL rebound after the immunizations
with DC vaccine and stop 2, compared with those after stop
1; HIV-1-specific immune responses (Th1 cell levels, cytotoxic
T lymphocyte [CTL| levels, and serum neutralizing-antibody
titers); and changes in lymphoid tissue, which were assessed as
described elsewhere [7-9]. Tonsillar biopsies were performed
in immunized patients who had accessible tonsillar tissue (8/
12) at week 0 (before the initial mock immunization with non-
pulsed DCs) and week 30 (6 weeks after the last dose of DC
vaccine was administered); no biopsies were performed in con-
trol patients. All patients provided written, informed consent,
and the present study was approved by the institutional ethics
review board.

Quantitative data were compared between groups by use of
the Wilcoxon matched-pairs test. Changes in PVL over a period
of 12 weeks after stop 1 and stop 2 were analyzed by use of
an area-under-the-curve (AUC) measurement. Spearman rank
order correlations were performed on quantitative data. P<
05 was considered to be statistically significant.

Results.  The baseline characteristics of the patients are shown
in table 1. There were no clinically important or statistically
significant differences between the immunized patients and the
control patients, except in baseline PVL, which was lower in the
control patients. Two control patients left the study, 1 because
of relocation and 1 because of a diagnosis of lung cancer. Overall,
the tolerance of the DC vaccine was good. There were no local

reactions. Two of the 12 immunized patients developed mild flu-
like reactions 24 h after immunization. Injections of the DC
vaccine were not associated with any clinical or serologic evidence
of autoimmunity in the patients (data not shown).

There was no significant change in mean PVL between base-
line (before receipt of any HAART) and the set point reached
24 weeks after stop 2 (P = .53) (figure 1 and table 1). However,
there was a decrease in set-point PVL of =0.5 log,, (defined
as a “virological response™) in 4 of the 12 immunized patients
(change, —0.94, —0.68, —0.72, and —0.67 log,, copies/mL in
patients 1, 2, 3, and 4, respectively). No virological responses
were observed in the control patients (table 1). There was no
significant difference in the proportion of patients with a viro-
logical response between the immunized patients and the contral
patients (P = 51). In lymphoid tissue, the mean + SE tonsillar
tissue viral load decreased from 3.35 = 0.42 log,, copies/mg of
tissue at week 0 to 2.76 + 0.5 log,, copies/mg of tissue at week
30 (P = .10).

The dynamics of PVL rebound during the first 12 weeks after
stop 1 and stop 2 were also evaluated and compared between
groups. We observed a significant lengthening in mean doubling
time of PVL rebound (P = .01) and significant decreases in the
AUC (P = .02) and the mean peak of PVL rebound (P = .004)
after stop 2, compared with those after stop 1 (table 1). No
virological changes in the dynamics of PVL rebound occurred
in the control patients.

The serum neutralizing-antibody titers did not change sig-
nificantly after the series of immunizations (data not shown).
Both the magnitude and the breadth of the total HIV-1-specific
CD&" T cell responses (defined as the sum of individual re-
sponses per patient) decreased progressively during the series
of immunizations. The median frequencies of the total HIV-
1-specific CD8" T cell responses at week 0 and after vaccination
at weeks 6, 12, 18, 24, and 30 were 1347, 1482, 1456, 948, 548,
and 504 spot-forming cells/1 x 10¢ peripheral-blood mono-
nuclear cells, respectively (P = .0008 ). The breadth of the total
HIV-1-specific CD8" T cell responses (defined as the number
of peptides recognized per patient) decreased from a median
of & peptides (range, 1-17 peptides) at week 0 to a median of
2 peptides (range, 0-9 peptides) at week 30 (P = .0008). When
pools of overlapping peptides (p24, p17, and p2p7plpé pro-
teins) were tested, a similar pattern of changes in the median
frequency of total HIV-1 Gag-specific T cell responses were
observed during the series of immunizations (data not shown).
CD8" T cell responses recovered progressively after stop 2. No
changes in CD8" T cell responses were observed in the control
patients. The decrease in the magnitude of the CD8" T cell
responses in the patients with a virological response (hereafter,
“the responders”) was similar to that in the patients without
a virological response (hereafter, “the nonresponders”). Con-
versely, the greater the decrease in the magnitude of the total
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Table 1. Characteristics of immunized and control patients, changes in plasma viral load {PVL), and guantity of HIV-1 {obtained by plasmapheresis of 1800 mL of plasma from
immunized patients) that was used for loading dendritic cells (DCs).

FWL rebound
Baseline HIV-1 RNA FVL, o . Peak,
Category, patient CD4* T cell count,  for pulsing DCs, log,, copies/mi Doubling time, days AUC log:e copies/ml
(sex, age in years) cells/ul® log,, copies Baseline® Wesk 54  Afterstop 1 Afterstop 2 Afterstop 1 Afterstop 2 Afterstop 1 After stop 2
Immunized patients
1M, 29) 793 7.19 424 3.30 1.89 233 3.39 252 516 530
2 (M, 45) 707 7.90 4 58 3.90 1.76 3.95 3.28 1.40 507 2.09
3 (M, BE) 614 8.22 451 3.79 267 3.36 3.67 261 575 4,66
4 {F 32} 628 8.20 5.10 443 1.78 259 347 3.07 5.00 4.65
5 (M, 30) 781 7.07 412 412 2123 2.80 2.29 3.20 494 446
6 (M, 54) 588 742 394 3.92 1.79 3.46 2.82 2.40 540 4.51
7M. 37) 1005 7.63 415 467 1.96 5.02 3.16 215 4.89 493
giM, 48) 763 7.56 465 4.80 1.37 1.83 348 2.96 6.37 492
9 (M, 47) 764 7.14 4.02 403 1.77 273 3.27 3.04 5356 467
10 (M, 28) 7559 9.1 §.22 5.03 1.82 1.69 4.03 3.93 6.15 b.67
11 (M, 37) 948 749 4.60 463 1.54 1.78 3.66 an 570 bA4Z
12 (M1, 48) 706 7.98 41 470 276 2.30 3.32 3.36 b.14 496
Mean 754 7.74 4.44 427 195 2.82 3.32 287 541 475
SE 36 0.16 0.12 0.15 0.12 0.28 0,13 0.19 0.14 0.18
Control patients
11(F 43} 879 3.07 3.0 6.51 514 1.83 1.76 3.86 423
2iM, 58) 619 3.74 343 5565 495 1.67 1.56 3.89 4.08
3 (M, 35) 900 364 3.36 470 4.08 2.16 261 3.96 3.80
4 (M, 39) 504 373 3.54 270 2566 248 3.33 519 509
Mean 725 354 334 4 86 418 2.06 2.31 422 4.30
SE a7 0.16 011 0.81 0.68 0.7 0.41 0.3z 0.28

MNOTE. Boldface indicates those 4 patients with a PVL decrease of 0.5 log., copies/mL between baseline (before receipt of any highly active antiretroviral therapy [HAARTI) and week 54 (after immunization
and 24 weeks after the second interruption of HAART [stop 2]); these patients were defined as having a virolegical response. AUC, area under the curve; stop 1, first intarruption of HAART.

* Medians of all measurements available for the 2 yeoars preceding the initiation of any HAART.

¥ Calculated with data from the first 12 waeks after stop 1 and stop 2.
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Plasma viral load (PVL) rebound after the first (stop 1) and second (stop 2) interruptions of highly active antiretroviral therapy (HAART].

The dashed and continuous lines represent the mean baseline PVLs [before receipt of any HAART) of immunized patients [who were immunized
between stops 1 and 2] and control patients, respectively. A, Mean PVLs of immunized patients. 5, Mean PVLs of control patients. C, Mean PVLs of
immunized patients and control patients after stop 1. 0, Mean PVLs of immunized patients and control patients after stop 2.

CD8" T cell responses, the greater the lengthening of the dou-
bling time of PVL rebound from stop 1 to stop 2 {r= —0.77;
P = .004). In lymphoid tissue, we found a significant increase
in total CTL level (CD8" and granzyme B* cells) in the intra-
follicular area, from a mean + SEof 72 + 1.9 cells/high-power
field (HPF) at week 0 to a mean + SE of 12.5 + 3.8 cells/HPF
at week 30 (P = .05). The increase in total CTL level was di-
rectly correlated with the lengthening of the doubling time of
PVL rebound from stop 1 to stop 2 (r = 0.85; P = .03).
HIV-1-specific CD4* lymphoproliferative response (LPR) to
p24 antigen increased slightly and nonsignificantly after the first
2 doses of DC vaccine were administered (analyzed at weeks
12 and 18). The median total stimulation indices at week 0
and after vaccination at weeks 6, 12, 18, 24, and 30 were 2.66,
2.18, 3.75, 4.73, 2.89, and 1.88, respectively (P = .26). The
responders had a weak but significant increase in LPR during
the series of immunizations, compared with that in the non-
responders (change in stimulation index, mean = SE of 3.09
+ 1.7 and —0.21 + 0.44, respectively) (P = .03). The increase

in LPR was directly correlated with the amount of HIV-1 that
was obtained during plasmapheresis and that was used for puls-
ing DCs (r = 0.55; P = .05). After stop 2, the increase in LPR
in the responders was not maintained. No change in LPR was
observed in the control patients.

CD4" and CD8" T cell counts did not change significantly
during the series of immunizations or after stop 2 (data not
shown). However, at week 0, the responders had a higher CD4/
CD8 index (P = .001), a higher naive CD4* T cell count (P=
.001), and a lower memory CD4* T cell count (P = .001) than
did the nonresponders. There were no differences at week 0 in
the counts of other lymphocyte subsets or in HIV-1-specific
immune responses between the responders and the nonrespond-
ers. At baseline (before receipt of any HAART), at week 30, and
after stop 2, there were no differences in any immunologic pa-
rameters between the responders and the nonresponders.

Discussion. In the present study, we found that a vaccine
comprising autologous MD-DCs pulsed ex vivo with heat-in-
activated autologous HIV-1 was feasible, safe, and well tolerated
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and elicited weak Th1 and HIV-1-specific CD8" T cell responses
that were associated with a partial and transient control of viral
replication. It could be argued that this vaccine did not elicit
specific anti-HIV-1 immune responses at all; however, some
data argue against this conclusion. First, we observed a very
clear and consistent decrease in HIV-1-specific CD8* T cell
responses during the series of immunizations, indicating that
the patients were developing immunity. In fact, this decrease
was not observed after the mock immunization at week 0. The
reasons for this decrease in the number of circulating HIV-1—
specific CD8" T cells are unclear, but others have reported
similar results with respect to the immunization of patients
with metastatic melanoma [10]. It has been speculated that this
phenomenon might involve increased CD4*CD25" regulatory
T cell activity, the induction of HIV-1-specific CD8" regulatory
T cells, increased apoptosis of activated CD8" T cells, or the
trafficking of sensitized CD&" reactive T cells out of the pe-
ripheral blood [10, 11]. This last explanation is supported by
the present findings—we observed that the increase in the num-
ber of total intrafollicular CTLs in lymphoid tissue and the
decrease in the magnitude of the total CD8" T cell responses
after immunization was correlated with the lengthening of the
doubling time of PVL rebound from stop 1 to stop 2.

Second, virological response was associated with a weak but
statistically significant increase in HIV-1-specific CD4" LPR.
This increase in LPR was correlated with the amount of HIV-
1 that was obtained during plasmapheresis and that was used
for pulsing DCs, suggesting an antigen dose-related response.
Therefore, we hypothesize that this induced helper response
could permit CD8" T cells to recover the ability to proliferate
|12] and could promote the differentiation of CD8" T cells into
cytotoxic effectors [13] that migrate to lymphoid tissue at sites
of HIV-1 replication and cell death [14], allowing partial control
of viral replication in lymphoid tissue.

Although we found that DC vaccine did elicit cellular im-
mune responses against HIV-1—even if weak and transient—
the results of the present study are quite disappointing in terms
of immunological and virological responses. It is unclear
whether our findings resulted from DC dystunction due to
HIV-1 infection |15] or to technical aspects of the preparation
of the DCs; these explanations are unlikely, however, because
MD-DCs pulsed with a heat-inactivated whole laboratory strain
of HIV-1 or recombinant HIV-1 proteins were able to induce
the activation of autologous CD4" and CD8" T cells in vitro
(data not shown). Other potential explanations could be found
via a comparison of the present study with another recent study,
one that was conducted in a population of HAART-naive pa-
tients with chronic HIV-1 infection and that included a sched-
ule of therapeutic immunizations very similar to ours and au-
tologous DCs pulsed with whole aldrithiol-2 (AT-2 }—inactivated
virus [5]. This study found that, after administration of 3 im-

munizations, PVL decreased by =90% for at least 1 year in 8
of 18 patients. This decrease in PVL was associated with strong
and sustained HIV-1-specific cellular responses. The most im-
portant differences between the 2 protocols were as follows: (1)
to pulse DCs, Lu et al. used a quantity of simian immuno-
deficiency virus that was 1000-fold higher than the quantity of
HIV-1 we used; (2) Lu et al. inactivated virus with AT-2,
whereas we inactivated virus with heat; and (3) Lu et al. ob-
tained virus by culture, whereas we obtained virus by plas-
mapheresis. Whether these marked differences are relevant with
respect to virological and immunological outcome should be
answered in future trials.
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