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CURS NATURAL DE LA INFECCIO PEL VIH-1
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GENOMA DEL VIH-1
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CICLE DE REPLICACIO DEL VIH-1
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DIANES DE LA TERAPIA ANTIRETROVIRAL

roviral
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DINAMICA DE DESENVOLUPAMENT DE
RESISTENCIES DEL VIH

e La RT del VIH no posseeix activitat de correccio de copia,
sent la taxa de mutacio a cada cicle de replicacié de 3x10-
mutacions/nt (Mansky and Temin. J. Virol.,1995).

e La taxa de generaci6 del VIH és de 108-10%° nous virions per
dia ( Wel et al. Nature,1995; Ho et al. Nature, 1995).

El genoma del VIH conté 104 nt.

e Aixi, diariament poden generar-se Vvariants amb
mutacions individuals o dobles mutacions.
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MUTACIONS EN EL GEN DE LA PROTEASA DEL VIH-1
ASSOCIADES A LA RESISTENCIA ALS INHIBIDORS
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MUTACIONS ASSOCIADES A LA RESISTENCIA ALS ITIANs

LT K
zisowaina | T T
AZT, W YFQ 560
K L M
ddl R V V|
T
Zalcitabina S
o[e[® D
E v
Lamivudina 44 118 184 -’
3TC D v |
Estavudina 75 S
d4T
210—
Abacavir !
ABC
ulti-nRT1-A3 I
\Y I L Y [\
ulti-nRT1-B3 41 62 67 —69°

Insert "R

AAantad frarm: Llirerhh At Al IANMA O5.NNN



MUTACIONS AL GEN DE LA TRANSCRIPTASA INVERSA
ASSOCIADES A LA RESISTENCIA ALS ITINNs
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OBJECTIUS I:

e Determinar, en pacients que responien durant llargs periodes
de temps a diverses terapies de combinacio, els canvis genetics
observats en les poblacions viriques i detectar l'aparicié de
mutacions associades a la resistencia als diferents farmacs.

e Avaluar l'aparicid de resistencies genotipiques en els gens de

la transcriptasa inversa I la proteasa a partir de mostres de




EVOLUCIO DELS PARAMETRES CLINICS EN TRES
PACIENTS DURANT UNA TERAPIA DE COMBINACIO

AZT+ddl AZT+ddC IND+3TC+D4T
1400 100000C

100000

10000
) 1000
200

Z \‘\-/./I-—'v N/:><u/__‘ 100
20
- p10

[I]/--

0 1
0 7 14 21 28 0 7 14 21 0 7 14

=== Relullipre dc ccl.iuics 1 L4 pel il
o o
S o
bai) Cf

Mesos de tractament




A linici de la terapia
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PROTEASA TRANSCRIPTASA INVERSA
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RESULTATSDE L’ANALISI
ESTADISTIC ;

TAXA D'EVOLUCIO ( mitja):

Proteasa..........ccoeeevvevnnnn.. 1.7x103+ 0.5x102 sub/nt/mes

Transcriptasainversa....  0.8x103+0.4x1073 sub/nt/mes

DISTRIBUCIO DE LESDISTANCIES GENETIQUES:

Regi6 Distancia de TADN (miaDJ Sin.)(mitja"SD) No sin®mitja"SD)
codificant Al l'inicide Al final de Al l'inici de Al final de Al l'inici de Al final de
c c
l'estudi l'estudi ValorP l'estudi l'estudi valorP € jestygi restudi VO™

Transcriptasa
inversa

0,0590,014 0.07720.017 <0.001 0.1460.037 0.1690.032 <0.001 0.0340.003 0.0460.014 <0.001
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REGULACIO DEL CANVI LITIC-LISOGEN EN EL
CICLE DE REPLICACIO DEL BACTERIOFAG LAMBDA
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SISTEMA DE CRIBRATGE GENETIC DE LA PROTEASA DEL
VIH-1 BASAT EN EL BACTERIOFAG LAMBDA
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OBJECTIUS I1I:

 Avaluar el sistema de cribratge genetic de proteases
especifiques pel lloc de tall basat en el bacteriofag lambda,
com a sistema alternatiu i senzill per caracteritzar l'activitat
de la proteasa del VIH-1 i el seu fenotip.

e Caracteritzar proteases del VIH-1 obtingudes de mostres

de pacients que clinicament no responien a la terapia amb
Inhibidors de la proteasa

: : : Pactiv ol f g
proteases del VIH-1 cadascuna de les quals presenta una Unica




"REIXEMENT SELECTIU DE FAGS RECOMBINANTS (A-proteasa del VIH-1
EN CEL-LULES QUE EXPRESSEN LA CONSTRUCCIO cl.HI1V-1-cro
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CARACTERISTIQUES CLINIQUES 1 HISTORIA DEL TRACTAMEN
DELS TRES PACIENTS INCLOSOS A L'ESTUDI

Pacient Mostra Cel-lules Copies d'RNA Hi.st(‘)'ri_a del tractament amb
CD4+ / ml del VIH-1 / mi inhibidors de la proteasa
F 95 54 140000 naif
98 6 363344 11m IND, 19m RIT, 19m SQV
G 93 128 76823 naif

98 71— 11798  Z24m RIT, 10m SQV, 4m IND

M 95 630 81771 naif

97 327 1996 3m RIT, 10m IND

IND, indinavir; RIT, ritonavir; SQV, saquinavir; NFV, nelfinavir.



ACTIVITAT CATALITICA DE LES PROTEASES OBTINGUDES DE
MOSTRES DE PACIENTS
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NHIBICIO DEL CREIXEMENT DE FAGS RECOMBINANTS (A-protea:
del VIH-1) PER DIVERSOS INHIBIDORS DE LA PROTEASA
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FENOTIPS 1 GENOTIPS DELS FAGS QUE CODIFIQUEN LES
PROTEASES PROVINENTS DE MOSTRES DELS TRES PACIENTS

) IC M) (increment respecte el naif
Patrd mutacional de les o0 (M) ( P )

Mostra

proteases
IND RIT SQV NFV
A-HIVpHXB2 37S 17.5 1.28 1.69 0.30
AHIVpF95 35D, 63P, 771 6.31 1.78 1.88 0.17

AHIVpF98 101, 35D, 37D, 48V, 54V, 63P  >313 (>50) >313 (>176) >313 (>166) >313 (>1043)
71V, 82A, 90M, 93L

A~-HTVpG93 ool 145 197 1.50 0.5
AHIVPpGOS 101, 14V, 33F, 36M, 37C, 54V, >313 (>219) >313 (>159) >313 (>227) 10.13 (29)
63P, 67F, 71V, 72M, 73S, 771,
82A, 84V, 90M

-HIVpM95 , 20R, 63P, 64V, - - - :

»HIVPMO7 14V, 20R, 321, 63P, 64V, 71V, = 23.37(8) >313 (>84)  0.93 (0) 1.3 (5)
82A




MUTACIONS EN EL GEN DE LA PROTEASA DEL VIH-1
ASSOCIADES A LA RESISTENCIA ALS INHIBIDORS




Catalytic efficiency of phages encoding laboratory
generated single mutants of the HIV-1 protease
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Cabana et al. Submitted. 2!



ACTIVITAT CATALITICA DE LES PROTEASES AMB UNA UNICA
MUTACIO PRIMARIA DE RESISTECIA
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Phenotype of recombinant phages containing HIV-1
proteases with one primary resistance mutation

a
Clone Site-directed

IC 5o (UM) (fold increase)

name PR mutation SQV RTV IDV N[=Y;
C10.021 WT 1.29t 0.24 3.9%2.13 3.3t 2.39 1.87£0.71
C3063 D30N 0.75 0.34 (0.6)0.25% 0.02 0.84% 0.36 (0.25) 5.77+1.67 B.1)
C4622 M46L 2.0+ 0.76 (1.6) 19.36 £8.40 (5) 10.9%7.95 (3.3) 3.48 +0.48 (1.9)
C4834  G48V 13.17+ 517 (0.2) 7.68+5.09 (1.9) 13.20+8.354) 1.52 *0.32 (0.8)
C5082 150V 4.44 31185) 6.53%7.17 (1.6) 4.26t2.47 (1.3) 1.39 *0.32 (0.7)
C8291 V82A 0.7% 0.39 (0.6) 10.8716.87 (2.7) 24.4%11.48 (7.4) 3.00 %2.18 (1.6)
C8412 184V 17.8% 7.64 (4) 29.81+1.47 (7.5) 22.90%7.1(7) 1.93 1.13 (1)

-Resistant



FENOTIP DELS FAGS QUE CODIFIQUEN PROTEASES AMB
UNA UNICA MUTACIO PRIMARIA DE RESISTENCIA

Bacteriofags 1C50 (uM) (increment )?

Mutacions

recombinants SQVP RTVP IDV® NFVP
A-HI1VpHXB2 WT 1.9+1.5 3.8+2.3 2.4+2.3 1.840.9

A-H1VpD30N D30N 0.7+0.3 | 0.2+0.02 0.9+0.4 5.3+3.2
(0.4) (0.07) (0.4) X))

A-HI1VpM46L M46L 1.840.8 19.4+8.4 7.4+1.2 3.4+0.2
(1.0) (5.0) (3.2) Ke)

A-H1VpG48V G48V 12.8+5.3 7.4+5.4 10.045.3 1.6+0.4
GE3)) Xo)) (4.3) (0.9)

A-HTVPISOV 150V 4.9+2.2 1.170.0 4 .512.0 1.4+0.4
(2.6) (0.3) (1.8) (0.8)

- %-HIVPVB2A  V82A  10+04 — 10.9+6.9 1754171 — 2.7+16
(0.5) (2.7) (7.4) (1.5)

A-HIVp184V 184V 17.3+6.5  30.2+1.5  22.9+7.2 2.141.3
(9.2) (8.0) (9.7) (1.2)

A-HI1VpLIOM L90OM 2.9+15  17.3+143  2.7+0.7 3.9+1.5

(1.5) CX) 1.2) (2.2)




ASSAIG DE COMPETICIO ENTRE BACTERIOFAGS
RECOMBINANTS AMB DIVERSES PORTEASES DEL VIH-1
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COMPETICIO DELS FAGS QUE CODIFIQUEN PROTEASES AMB
UNA UNICA MUTACIO CONTRA EL A-HIVpHXB2
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— SELECCIO DELS MUTANTS FUNCITONALS T NO FUNCIONALS D'UNA—
LLIBRERIA DE FAGS A-PROTEASA DEL VIH-1 GENERADA IN VITRO
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DISTRIBUCIO DE MUTANTS OBTINGUTS DESPRES D’'UNA RONDA

D'HIPERMUTAGENESI /N VITRO
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Selective growth of A-HIV-1 protease mutant
library in cells expressing the cl.HIV-1-cro

Phage growth
relative to WT A-
HIVpHXB2

150 ~

100 A

-

construct

A
A-HXB2 (wt)

M A-HXB2mut (16%0 of surviv



CREIXEMENT SELECTIU DE CLONS INDIVIDUALS DE A-proteasa-VIH-1
OBTINGUTS D’'UNA LLIBRERIA DE MUTANTS GENERADA in vitro
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CONCLUSIONS 1I:

e En pacients en que es mantenien els nivells dRNA viric reduits
durant llargs periodes de temps, vam confirmar l'evolucio de la
quasiespecie virica amb una reduccio de la diversitat genetica en
el gen env, i vam detectar l'aparicié de mutacions de resistéencia a
pol tan sols en un pacient.

« Una manca de resposta a successius tractaments antiretrovirals,
permet l'acumulacio de mutacions de resistencia enfront als
diversos inhibidors tant en el gen de la proteasa com en el de la

predisposi, a I'evolucio virica o al desenvolupament de les mutacions
I .

» El nivell de supressio de la replicacid virica condiciona
la Tfacilitat daparicio de mutacions associades a
resistencia malgrat lI'existencia d'evolucio genetica.




CONCLUSIONS 11:

e El sistema de cribratge genetic basat en el bacteriofag lambda
permet la caracteritzaci6 de proteases del VIH-1 mostrant
diferencies en lactivitat catalitica o la susceptibilitat als
inhibidors associades a determinats genotips.

» L'analisi de proteases aillades de mostres de pacients durant el
tractament permet pronosticar la resposta a posteriors canvis de
terapia.

. o nivell el I < d

I'activitat proteolitica associats a la presencia d'una Unica mutacio

elevada resistencia dels mutants mdltiples argumenten la rara
aparicio de les mutacions primaries d'una forma aillada.



CONCLUSIONS 11:

e L'elevada especificitat del sistema, fa que sigui efectiu en
determinar petites variacions en l'activitat o el fenotip de les
proteases, a I'hora, que permet la competicio dels bacteriofags

recombinants per identificar

determinades condicions.

aquella meés avantatjosa en

» El sistema de cribratge basat en el bacteriofag lambda

constituiex una bona eina per a la caracteritzacid de

Vé

ner la

profunditzacid6 en l'estudi 1 caracteritzacio daquesta

)

—proteina t les seves variant
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Selective growth of A-HIV-1 proteases in cells
expressing the cl.HIV-1-cro construct
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Nnibition of patient F, G, and J A-HIV-1 proteas
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