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ABREVIATURES

ADN: acid desoxiribonucleic.
ADNases: desoxiribonucleases.
ADNmt: ADN mitocondrial.
ADNRN: ADN nuclear.

AIF: factor inductor d’apoptosi; o apoptosis
inducing factor.

ARN: acid ribonucleic.

ARNasa: ribonucleasa.

ARNmM: ARN missatger.

ARNF: ARN ribosomic.

ATP: adenosina trifosfat.

C I: complex I o NADH-coQ reductasa.

C 11: complex II o succinat-CoQ reductasa.
Cl11: complex III o CoQH,-cit ¢ reductasa.
C IV: complex IV o citocrom ¢ oxidasa.

C V: complex V o ATP sintetasa.

CAD: ADNasa activada per caspasa; o
caspase activated DNAase.

CCR2-641: polimorfisme en la posicié —64
del receptor de CCR2.

CCR5A32: delecié de 32 parells de bases en
el receptor de CCR5.

Cit c: citocrom c.

CMSP: cel'lules mononuclears de sang
periférica.

CoQ: coenzim Q.
CRM: cadena respiratoria mitocondrial.
CTE: cadena de transport electronic.

CTL: limfocits T CD8+ citotoxics.

Tesi Doctoral de José Joaquin Peraire Forner

ELISA: enzimoimmunoassaig;, o £Enzyme
Linked ImmunoSorbed Assay.

IL-2: interleucina tipus 2.

ITIAN: inhibidors de la transcriptasa inversa
analegs de nucleosids.

GALT: limfocits del sistema immune associat
a mucoses.

gp: complexos glicoprotéids.
HLA: complex major d’histocompatibilitat.

HTLV-2: virus limfotropic huma de cél*lules
T tipus 2 o; Auman T-lymphotropic virus type
2.

KIR: receptors tipus immunoglobulina de les
cel.lules NK; o killer cell immunoglobulin-like
receptors.

LTNP: pacients infectats pel VIH no
progressadors o progressadors lents; o /fong
term non progressor.

MCP-2: proteina 2 quimiotactica per
monocits.

MCP-3: proteina 2 quimiotactica per
monacits.

MIP-1a:  proteina  inflamatoria  dels
macrofags 1o, o macrophague inflamatory
protein la.

MIP-1B:  proteina  inflamatoria  dels
macrofags 1B o macrophague inflamatory
protein 1.

M-tropiques: soques viriques
monocitotropiques.

NK: cél'lula assassina natural, o natural
killer.

NF-kB: factor de transcripcid nuclear kappa
B; o nuclear factor kB.

NO: oxid nitric.
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a immunodeficiéncia

nSl: soques no inductores de sincitis. VIH-1: virus de
humana tipus 1.

PCR: reaccié en cadena de la polimerasa; o

polymerase chain reaction. VIH-2: virus de
humana tipus 2.

a immunodeficiencia

PT: pacients  infectats pel  VIH-1
progressadors tipics. Ayt potencial de membrana mitocondrial.

PTP: porus de transicid; o permeability
transition pore.

RANTES : regulated upon activation normal
T expressed and secreted.

SDF-1: factor tipus 1 derivat de l'estroma; o
stromal derived factor type 1.

SDF-1 3'A: polimorfisme de SDF-1 a la
posicié 801 (G>A) de la regié no traslladada
3’ de la seqiiéncia de referencia.

S1: soques inductores de sinciti.

SIDA: Sindrome d'Immunodeficiéncia
Adquirida.

Sistemma OXPHOS: sistema de fosforilacio
oxidativa.

SMAC-Diablo: second mitochondria-derived
activator of caspases, o la seva forma
homologa al ratoli Diablo.

SNP: Polimorfisme de nucleotid simple; o
single nucleotide polymorphism.

TARGA: tractament antiretroviral de gran
eficacia.

TI: transcriptasa inversa.

TNFa: factor de necrosi tumoral o.

TRAIL: lligand inductor d’apoptosi relacionat
amb el TNF; o T7NFrelated apoptosis-
inducing ligand.

T-tropiques: soques viriques limfotopiques.
VHC: virus de la hepatitis C.

VHG o GBV-C: virus de la hepatitis G.

VHS-2: virus herpes simple tipus 2.

VIH: virus de la immunodeficiéncia
humana.
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1.1 Epidemiologia de la infecci6 pel VIH.

D’enga |'aparicid dels primers casos de la Sindrome dImmunodeficiencia Adquirida (SIDA) a l'any
1981, la infeccid pel virus de la immunodeficiéncia humana (VIH) ha representat un dels principal
problemes sanitaris a nivell mundial, i ha provocat la mort de milions de persones. Des d’un inici,
la infeccié s’ha expandit de manera exponencial per totes les arees del mén, de manera que es
pot parlar d’'una auténtica pandémia. Tanmateix, actualment representa una infeccié emergent en

alguns paisos de I'antiga Unio Soviética i del sud-est asiatic.

El programa de la SIDA de Nacions Unides calcula que fins a finals de I'any 2007 hi han 33.2
milions de persones vives infectades pel VIH, la majoria de les quals (22.5 milions) viuen a I’Africa
subsahariana, produint un marcat descens en l'esperanca de vida d'aquests paisos. Del total
d'infectats, 2.1 milions corresponen a nens de menys de 15 anys. L'any 2007 uns 2.5 milions de
persones han contret la infecci6 i 2.1 milions han mort per malalties relacionades amb el SIDA.?

La Taula 1 ens illustra dades de I'estat actual de la pandémia pel VIH en el mon.

Taula 1. Dades de Nacions Unides de la pandéemia.

0 o -/ \ g 0 . 7 0

Distribucié geografica de la infeccié VIH al final de 2007

Adults i nens vivint Adults i nens Prevalenga adults ~ Adults i nens

amb VIH nous infectats amb VIH (15-49) [%] morts per SIDA

Africa subsahariana 22.5 milions 1.7 milions 5.0% 1.6 milions
[20.9 — 24.3 milions] [1.4 — 2.4 milions] [4.6% — 5.5%)] [1.5 - 2.0 milions]

Africa del Nord i Orient Mitja 380 000 35 000 0.3% 2500

270000 — 500 000] [16 000 — 65 000] [0.2% — 0.4%] [20 000 — 34 000]

Asia meridional i sudoriental 4.0 milions 340 000 0.3% 270 000
[3.3 - 5.1 milions] [180 000 — 740 000] [0.2% — 0.4%) [230 000 — 380 000]

Asia oriental 800 000 92 000 0.1% 32000
[620 000 — 960 000] [21 000 — 220 000] [<0.2%] [28 000 — 49 000]

Ameérica Latina 1.6 milions 100 000 0.5% 58 000
[L.4 - 1.9 milions] [47 000 — 220 000] [0.4% — 0.6%)] [49 000 - 91 000]

Carib 230 000 17 000 1.0% 11 000
[210 000 — 270 000] [15 000 - 23 000] [0.9% - 1.29%) [9800 - 18 000]

Europa oriental i Asia central 1.6 milions 150 000 0.9% 55 000
[1.2 - 2.1 milions] [70 000 — 290 000] [0.7% — 1.2%) [42 000 — 88 000]

Europa occidental i central 760 000 31000 0.3% 12 000
[600 000 — 1.1 million] [19 000 - 86 000] [0.2% - 0.4%] [<15 000]

Ameérica del Nord 1.3 milions 46 000 0.6% 21 000
[480 000 — 1.9 milions] [38 00 — 68 000] [0.5% — 0.9%) [18 000 - 31 000]

Oceania 75 000 14 000 0.4% 1200
[53 000 — 120 000] [11 000 — 26 000] [0.3% - 0.7%) [<500 — 2700]

TOTAL 33.2 milions 2.5 milions 0.8% 2.1 milions
[30.6 —36.1 milions] [1.8 - 4.1 milions] [0.7% - 0.9%] [1.9 - 2.4 milions]
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Afortunadament, en els Ultims anys l'eficacia de les campanyes de prevencid desenvolupades per
evitar nous contagis, han produit una desacceleracid en el nombre de nous casos. De la mateixa
manera, I'éxit del tractament antiretroviral de gran eficacia (TARGA), el qual esta disponible des
de 1996, ha suposat una drastica reduccié de la mortalitat pel VIH, aixi com de nous casos de
SIDA . La trista realitat és, per0d, que només el paisos rics han pogut gaudir dels avencos del
tractament, mentre que les poblacions dels paisos en vies de desenvolupament encara demanden
ajuda per combatre la pandémia. La Figura 1 exposa l'evolucié epidemiologica de la infeccid pel

VIH a Catalunya.

Figura 1. Mostra la evolucié anual i la incidéncia del casos diagnosticats de SIDA a Catalunya

Evolucié anual de laincidéncia i prevalenca dels casos de sidaresidents
a Catalunya, 1981- 2007
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1.2 Estructura del VIH-1.

El VIH forma part de la familia dels retrovirus, i com a tal, es caracteritza per tenir en el seu
interior un enzim denominat transcriptasa inversa (TI), una ADN-polimerasa-ARN dirigida que, una
vegada en l'interior de la cél'lula que infecta, li permet sintetitzar dues cadenes d’ADN a partir de

I’ARN del genoma viric.

Es coneixen dos tipus de VIH, el VIH-1 i VIH-2. La majoria de casos d'infeccié son pel VIH-1. El
VIH-2 es localitza fonamentalment a I’Africa occidental i la seva patogenicitat es clarament inferior

a la del VIH-1. Els treballs d'aquesta tesi fan referéncia Unicament a pacients infectats pel VIH-1.

El VIH-1 és una particula esférica de 80-100 nm de diametre. L'estructura del virié presenta tres
capes: la interna o core formada per dues cadenes idéntiques d’ARN de polaritat positiva,
nucleoproteines amb diverses funcions (p6 i p7) i enzims necessaris per la seva replicacio; una
capsida icosaedrica formada per la proteina p24, i un embolcall compost per una bicapa lipidica
derivada de la cel'lula hoste infectada, on s'integren setanta-dos complexos glicoproteids virals
(gp) com gp160 amb les dues subunitats gp120 i gp 41, diverses molécules d'adhesio i els

antigens de histocompatibilitat (HLA) de la classe I i II derivats de la céllula hoste (Figura 2).

Figura 2. Estructura del VIH-1
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El genoma del virus esta format per 9.200 parells de bases, és responsable de la sintesi proteica, i
esta constituit per tres gens estructurals: gag, pol/i env, que sdn presents en tots els retrovirus; i
per sis gens addicionals, dos de reguladors (fat /7 rev) i quatre d’accessoris (vif, vpr, vpu i nef),
absolutament necessaris per la replicacio viral, ja que codifiquen per les proteines que controlen
I'expressio virica, la infectivitat i que condicionen la interaccid virus-cél'lula (Figura 3) . El gen gag
codifica per les proteines estructurals de la capside i core (p17, p24, p7, p6), pol pels enzims (TI,
proteasa, integrasa, ARNasa) i env per les glicoproteines de I'embolcall (gp41, gp120) responsables

de la unid i fusio del virus i la cél'lula. A la Taula 2 s'indiquen els productes dels gens i les seves

princ

1-2/DL:T-23-2009

ipals funcions.

Figura 3. Genoma del VIH-1 i proteines que codifica.
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Taula 2. Descripci6 dels gens i la funcié principal de les proteines del VIH-1.
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Pleiotropica, necessaria per la produccio virica i la progressio de la malaltia

Promou la infectivitat del virus extracel-lular

Activador débil de la transcripci6 viral
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1.3 Immunopatogenia de la infeccio pel VIH-1.

1.3.1 Cicle biologic del VIH-1.

El VIH-1 presenta dues caracteristiques fonamentals: una elevada cinética de replicacié i una gran
variabilitat genetica. La primera es deguda a la gran capacitat de replicacié que presenta, al voltant
de 10 milions de cicles per dia. La segona a la poca fiabilitat del seu principal enzim, la TI, que
comet una errada cada 10°-10* operacions que realitza (a titol d’exemple, ’ADN polimerasa nuclear
comet una errada cada 10°) causant d’aquesta manera una gran quantitat de virus defectius i

quasiespécies que li permetran escapar al control de la resposta immune especifica.*

El VIH-1 es capag d'infectar totes aquelles cél*lules que expressen en la seva superficie el receptor
denominat CD4. Aquesta proteina esta present en la superficie dels limfocits T col*laboradors i en
les cél'lules del sistema mononuclear-fagocitic. Globalment, el seu cicle biologic es divideix en dos
etapes ben diferenciades: la fase inicial que culmina amb la integracié de I’ADN viral en el genoma
de la cél'lula hoste, i la fase tardana que inclou la transcripcié del genoma viral, la sintesi i
processament de les seves proteines, I'assemblatge i la generacié d’una progénie infecciosa (Figura
4).° L'expressi6 génica del virus comencga amb I'expressio inicial dels gens reguladors i es completa
amb I'expressid tardana del gens estructurals. Tanmateix, el periode de laténcia pot frenar

I'aparicid de nous virions, de manera parcial o total durant molts anys.

Figura 4. Cicle biologic VIH
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Absorcio, fusié i internalitzacié del viri6.

El virus, per poder entrar a l'interior de les cél'lules de I'hoste, necessita a més del receptor CD4,
interaccionar amb un coreceptor que pertany a la familia dels receptors de les quimiocines,
usualment CCR5 i/o CXCR4 (vegi’s més endavant). La unid de la gp120 amb el receptor CD4 de la
superficie cel*lular provoca un canvi conformacional que permet la interaccid amb el coreceptor i
la posterior fusid de I'embolcall viral i la membrana de la cél*lula. Una vegada produida la fusio
entre les membranes viral i cellular es produeix la internalitzacié de la nucleocapsida i la posterior
pérdua de la capsida del genoma viric. Aquest pas és inhibit per proteines cel*lulars, la més

important i coneguda recentment és la TRIM5a.® La Figura 5 il-lustra els mecanismes d’entrada

del VIH a la cél*lula hoste.

Figura 5. Mecanismes d’entrada del VIH a la cél*lula

4. Fusi6 de
les membranes
viral i cel'lular

2. Primer 3. Segon
1. Interaccid desplegament de desplegament de
CD4-gp120 la gp120. Interacci6  la gp120. Inserci del
amb CCR5 o CXCR4 peptid de fusid

Transcripcio inversa.

La sintesi d'una doble cadena d’ADN a partir de I’ARN viral es realitza pel complex enzimatic de la
TI. Per poder completar aquesta sintesi d’ADN proviral la cél'lula ha d'estar activada, en la fase G1

del cicle cel*lular. En cas contrari I’ ADN no integrat es degradat en un breu periode de temps per

les ADNases cel*lulars.”
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Integracio.

L'’ADN proviral s’uneix a factors cellulars i virals (proteina Vpr) formant el complex de
preintegracid. Aquest complex es transportat al nucli cel*lular on s’integra al genoma de la cél*lula
hoste mitjancant I'accié de I'enzim integrasa, constituint la forma proviral del VIH-1.> El virus es
pot mantenir en aquest estat latent, replicar de manera controlada, o bé iniciar una replicacié

massiva amb la lisi de la cél*lula hoste.

Transcripci6.

A partir de l'estat de provirus la replicaci6 comenga amb la transcripcid de I'ADN viral a ARN
missatger (ARNm). Aquest pas depén d'una serie de factors cel'lulars. El factor més important es el
NF-kB, complex de proteines que només es troba com a factor activat en els limfocits actius i no
en repds.® Aixi doncs, classicament s’ha considerat que els limfocits CD4+ representen un doble
ninxol ecologic dintre del cicle vital del VIH-1: en estat de repos permet la laténcia virica al no tenir
factors cellulars activats; al contrari, |'activacié cel'lular activa els factors (NF-kB, entre altres)
que permeten el inici de la transcripcid i posterior formacid de proteines virals. No obstant aix0, en
els Ultims anys s’han descrit una série de factors cel*lulars associats a I'estat de laténcia com la

proteina Murr-1° i ’APOBC3G, un factor de restriccié cel*lular que no permet la replicacié viral.'

Transport i traducci6.

La proteina viral Tat augmenta la taxa de transcripcié de I'ADN viral una vegada s’ha iniciat la
transcripcid. L'ARNm es sintetitza en forma d'un Unic transcrit, de manera que ha de ser
transportat al citoplasma i processat en ARN de diferents mides. Ambdds processos son duts a
terme per una altra proteina viral, Rev. Als ribosomes aquest ARNm sera traduit sintetitzant-ne

les proteines virals.
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Processament, assemblatges de proteines i sortida.

Una vegada sintetitzades les proteines han de ser processades abans de ser assemblades en
particules virals. En aquest procés intervé les proteines virals Vif, Vpu i proteasa. La maduracio
finals dels virions i I'assemblatge correcte de les proteines es produira durant el procés de gemacio
de les particules virals a través de la membrana de la cél'lula hoste. En aquest assemblatge

participen nombrosos factors cel-lulars.!!

1.3.2 L’entrada del VIH-1 en la cél-lula.

Atés que un dels objectius d’'aquesta tesi és la influencia de les variants al.leliques de les
quimiocines i els seus receptors sobre la historia natural de la infeccid pel VIH-1, descriurem amb

més detall les seves principals caracteristiques i la implicacié en la infeccié pel VIH-1.

Els receptors cel-lulars de quimiocines i els seus lligands naturals, les quimiocines .

Com s’ha comentat a I'apartat anterior (pag.24), per penetrar en les cél*lules diana, el virus utilitza
de manera necessaria, a més dels del receptor CD4, diversos coreceptors majors (CCR5 i CXCR4)
que pertanyen a la familia dels receptors de les quimiocines. Experimentalment s’ha demostrat que
pot utilitzat també com a coreceptors altres receptors de quimiocines (anomenats menors):
CX3CR1, CCR2.'? El coneixement d’aquest coreceptors i dels seus lligands naturals les quimiocines,

ha proporcionat noves i interessants dades sobre la interaccid entre el virus i la cél*lula hoste.

Les quimiocines son citocines que presenten caracteristiques bioquimiques comuns i que tenen
propietats quimiotactiques pels leucocits i per algunes cél'lules no hematopoeétiques. Actualment,
n’hi ha més de cinquanta identificades en I'ésser huma.'* Son uns petits péptids de 8 a 12 kDa que
estan produits per nombrosos tipus de cél-lules en resposta a estimuls exdgens com toxines o
microorganismes, o endogens, com altres citocines (IL-1 i TNFa). Una caracteristica molecular

essencial de les quimiocines és la conservacid de quatre residus cisteina que estan units formant
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dos ponts disulfur, necessaris per a la activitat de la molécula. S'han classificat en quatre grups,
d'acord amb el nombre de cisteines i a si les dues primeres cisteines estan o no separades per un

altre aminoacid,***® i sén: CXC (quimiocines o), CC (quimiocines ), C i CX3C.

Les accions de les quimiocines estan modulades per una familia de receptors que s'expressen en
diferents tipus de cél'lules, que presenten set dominis transmembrana acoblats a proteines G, i
que tenen un grau elevat d’homologia (Figura 6).}* Actualment s'han identificat sis receptors per a
quimiocines CXC, deu per a CC i un per a C i CX3C, en essers humans.'® L'expressié d‘aquests
receptors en diferents tipus cel*lulars i les unions entre quimiocines i receptors son molt variables,
doncs, mentre que alguns receptors es poden unir a diferents quimiocines (lligands), com CCR5
que es pot unir @ RANTES (regulated upon activation normal T expressed and secreted), MIP-1a
(proteina inflamatoria dels macrofags 1a; o macrophague inflamatory protein) , MIP-18, MCP-2
(proteina 2 quimiotactica per monocits) i MCP-3 , altres receptors son especifics per a una sola
quimiocina, com CX3CR1 per CX3CL1 o fractalkina. D'altra banda, hi ha quimiocines que es poden
unir a més d’'un receptor, com RANTES —una quimiocina CC que té un paper destacable en la
infeccié pel VIH-1--, que es pot unir a CCR1, CCR2, CCR5 i CCR9.*!* E| sistema quimiocina-
receptor es considera una unitat funcional i la seva unid indueix I'activacid de les fosfolipases i

desencadena una cascada de senyals que determinaran la resposta d’una cél*lula determinada.

Figura 6. Receptors de quimiocines
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El receptors de quimiocines com a coreceptors del VIH-1.

Les quimiocines i els seus receptors han estat implicats en la patogénia de diferents malalties,
entre les que es compten fendomens al*lérgics, arteriosclerosi, psoriasi, malaria, i, atés que tenen
un paper critic en la resposta immune contra els virus, en la infeccié pel VIH-1. En aquest sentit, i
tal com ha estat comentat, els receptors son usats pel VIH-1 per a penetrar dins de les cél*lules
diana.!” A aquests receptors de quimiocines se’ls anomena coreceptors del VIH-1 i, entre aquests,
els que son utilitzats per la majoria de soques de VIH son CCR5 i CXCR4.'® A CCR5 s’hi poden lligar
diverses quimiocines CC: RANTES, MIP-1a, MIP-1B, MCP-2 i MCP-3, mentre que CXCR4 només té
un Unic lligand, la quimiocina SDF-1 (factor tipus 1 derivat de I'estroma; o stromal derived factor
type 1) , també denominada CXCL12.' Addicionalment, algunes soques de VIH-1 poden utilitzar

alternativament qualsevol d’aquests 2 coreceptors o, fins i tot d’altres, com CCR2, CCR3 i CX3R1.%

Tropisme viral i inhibicié per quimiocines.

CCR5 és el principal coreceptor utilitzat per les soques de VIH amb tropisme pels monocits i
macrofags (M-tropiques) i és essencial per a la transmissio del virus. Aquestes soques son les
predominants en les fases inicials de la infeccid i se les anomena R5 (antigament nSI o no
inductores de sincitis).??? Per altra banda, les soques de VIH-1 amb tropisme pels limfocits (T-
tropiques) utilitzen preferentment CXCR4, son les predominants en les fases avancades de la
malaltia i contribueixen significativament a la reducciéd de limfocits CD4+. Se les anomena X4
(antigament SI o inductores de sincitis).?’ Cal destacar I'existéncia de soques amb un tropisme dual

anomenades R5/X4 (Figura 7).

Figura 7 . Tropisme viral.
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S’ha demostrat que en la transmissié del VIH-1 per via sexual, les cel'lules presentadores (cél*lules
de Langerhans i dendritiques), aixi com els epitelis vaginal i intestinal secreten la quimiocina SDF-
1, induint la endocitosi i bloqueig del coreceptor CXCR4.2® Al contrari, les cél‘lules de Langerhans
i els limfocits del sistema immune associat a mucoses (GALT), que estan extraordinariament
activats, presenten el receptor CCR5 el la seva superficie, la qual cosa explicaria la baixa
transmissibilitat de les variats X4 i la seleccié de soques R5 en fases inicial de la infeccio. Aixi
mateix, la cél'lula dendritica és una cél'lula productora de SDF-1, la qual cosa explicaria que els
limfocits que acudeixen a la presentacid del virus per la cél'lula dendritica, tenen bloguejat el
receptor CXCR4 per la quimiocina SDF-1, quedant lliure el coreceptor CCR5. En les fases
avancades, la destruccid i desestructuracio del sistema limfoide provocaria la destruccié de les
cél-lules productores de SDF-1, facilitant I'emergéncia de variants X4 al disminuir els nivells
tissulars de SDF-1, amb la conseglient rapida disminucid del nombre de limfocits CD4+. En
conclusid, queda demostrat que SDF-1 es un potent mecanisme antiviral, no només en els epitelis,
sind també en la sinapsi immunologica, ja que al ser produit per les cél*lules dendritiques frena la

propagacio del virus (Figura 8).

Figura 8. Coreceptors del VIH i inhibicié per quimiocines.
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Variants genéetiques dels coreceptors, quimiocines i infecci6 pel VIH.

En general, les quimiocines i els seus receptors cel'lulars son molécules polimorfiques. Atesa la
importancia dels coreceptors per a la penetracié del virus a la cél'lula diana, els polimorfismes de
nucledtid simple (SNP; o single nucleotide polymorphism) en els gens que codifiquen per a
guimiocines i receptors, els quals poden condicionar I'expressio i activitat d’aquestes molécules,

podrien tenir una influéncia significativa en la patogenia i progressié de la malaltia.

Hom considera d’especial interes 'observacié de que individus mutants homozigots que presenten
una delecié de 32 parells de bases en el receptor CCR5 (al'lel CCR5A32) tenen una resisténcia
natural a la infeccidé pel VIH'®?°, mentre que els mutants heterozigots es comporten com a no
progressadors a llarg termini.>*?’ Més recentment , han estat identificats una série de SNP en la
regié promotora del gen CCR5 que també s’han associat amb modificacions en el curs de la
infeccid.?®3% Altres variants genétiques estudiades, pel que fa als coreceptors, han estat un SNP
en la posicid —64 del CCR2 (CCR2-64I), que s’ha associat també a resisténcia a la infeccid i a

progressio lenta,”’! també I'expressié de I'haplotip 1249M280 del coreceptor CX3CR1 que s’ha

32 2 33-35

associat a progressid rapida,” encara que altres autors no han trobat aquesta associacio.
Respecte al coreceptor CXCR4, a pesar de la seva importancia, els estudis sobre possibles variants
genétiques en el gen que el codifica son limitats, i no s’ha observat una clara influencia sobre el

risc d'infeccid i la seva progressid.2:3¢%

Pel que fa a les quimiocines, la descripcié d'un SNP de SDF-1 (Unic lligand de CXCR4,) a la posicio
801 (G>A) de la regié no traslladada 3’ de la seqliéncia de referéncia (SDF-1 3'A), ha motivat
diversos estudis, amb resultats contradictoris. Mentre que en alguns s’ha documentat que
I'expressio de lal*lel variant s'associa a no progressio a llarg termini, en altres no s’ha confirmat
aquesta troballa.”’?>** Les dades son particularment discordants i escasses en pacients no

46-51

progressadors o progressadors lents (LTNP, fong term non progressors). Respecte a la

quimiocina RANTES (principal lligand de CCR5) s’han descrit diversos SNP en el promotor del gen,
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en les posicions -28(C>G), -109(T>C) i -403(G>A), que poden modular la historia natural de la
infeccié pel VIH-1, amb una progressid clinica, virologica i immunologica més lenta de la infeccio

52-59

en la majoria dels estudis, encara que cap d'aquests han estat realitzats en LTNP.

Sembla clar, doncs, que les quimiocines i els seus receptors cel*lulars tenen un paper cabdal en la
malaltia associada al VIH-1. La informacié actualment disponible converteix a qualsevol gen
relacionat amb aquestes molécules, que sigui polimorfic, en candidat a que sigui estudiada la seva
influencia en la patogénia i historia natural de la infeccio pel VIH-1. Es per aquest motiu que els
estudis immunogenétics d'aquesta tesi van dirigits a valorar la influéncia en la historia natural de la
infeccio dels SNP en els gens que codifiquen els dos coreceptors majors que utilitza el VIH-1

(CCR5 i CXCR4) i en els seus principal lligands RANTES i SDF-1 en la poblacié espanyola.

1.3.3 Mecanismes de propagacio viral.

El coneixement dels coreceptors que utilitza el VIH-1, ens ha permet profunditzar en els
mecanismes de propagacio de la infeccid. Una vegada s’ha produit la infeccié del VIH-1, el virus es
propaga dins de l'organisme per tres vies (Figura 9): a) transmissié de virions solubles lliures en la
sang de cél'lula a céllula; b) mitjancant la sinapsi virologica des de la cél'lula dendritica

presentadora del virus als limfocits CD4+; i, c) per transmissié directa entre limfocits CD4+.5°

Figura 9. Mecanismes de propagacio viral.
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En la sinapsi virologica, mecanisme fonamental de propagacid del virus, intervenen una serie de
molécules situades en la superficie de la membrana cellular, els glicosaminoglicans que
s'adhereixen amb baixa afinitat als virus amb embolcall, i una série de lecitines de tipus B
denominades DC-SIGN i L-SIGN que de manera mes important contribueixen a la patogénia de la
infeccid.®! Aquestes proteines uneixen diferents tipus de virus amb embolcall, entre ells el VIH-1.
DC-SIGN actua com un concentrador de virus. La seva funcié es adherir les particules virals
circulants en la superficie de les cél*lules dendritiques per a posteriorment endocitar-les i iniciar el
procés de presentacio antigénica en el context del sistema HLA classe II. Es per aquest motiu, que
les cél'lules dendritiques es troben plenes de particules virals en la seva superficie externa. DC-
SIGN no es un receptor propiament dit, ja que la unié al VIH-1 es produeix per mediacié de grups
carbohidrats i no per estructures conformacionals, motiu pel qual no tenen la especificitat dels
receptors (Figura 10). Tanmateix, la unidé del VIH-1 a aquestes proteines facilita i incrementa la
infeccio dels limfocits del voltant. Aquest fenomen representa que les cél'lules dendritiques i els

organs limfoides siguin el gran reservori on la infeccid s’estableix i es transmet als limfocits CD4+.

Figura 10. Cél'lula dendritica i DC-SIGN capturant VIH-1

Productive HIV-1 infection
in lymphoid organs
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B. H. Geijtenbeek et al Cell, 2000,
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1.3.4 Mecanismes de péerdua limfocitaria.

La conseqgiiéncia immunologica fonamental de la infeccid pel VIH-1 és una disminucid progressiva

del nimero de limfocits CD4+, amb la consegiient immunodepressio cel*lular. Els mecanismes pels

quals es produeix aquesta limfocitopénia son diversos i es descriuen tot seguit.

a) Redistribucio limfocitaria.

L'acumulacié de particules viral en els organs limfoides origina un reclutament de limfocits en

aquest nivell. Aixi doncs, la disminucié de limfocits CD4+ no només es deu a la seva destruccio,

sind també a un segrest en els organs limfatics.

b) Efecte citopatic directe del virus.

Una part important de la destruccié dels limfocits CD4+ es deguda a l'efecte citopatic directe

sobre la cél'lula infectada que provoca la replicacié viral. Perd aquest efecte citopatic, no explica

tots els efectes de disregulacié immune que es produeixen a la SIDA.

¢) Destruccié immunomediada.

Els limfocits CD4+ infectats expressen els péeptids virals en les molécules de HLA de la classe I de

la seva superficie. Aquest fenomen condiciona que siguin susceptibles a ser reconeguts i destruits

pels limfocits T CD8+ citotoxics (CTL).

d) Induccio d’apoptosi per proteines viral de I'embolcall (gp120, Vpr, Tat).

L'apoptosi o mort cel*lular programada representa un mecanisme fisiologic mitjancant el qual la

céllula es “suicida” de manera controlada. Aquests mecanismes son naturals i necessaris per
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controlar el creixement cel*lular descontrolat, adoptant un paper crucial en tots els sistemes de

desenvolupament.

Com es descriura de manera més detallada més endavant, la mort cel*lular induida per I'apoptosi
es produeix per dos vies: la via extrinseca, activada per la unié en la membrana plasmatica de
citocines de la familia del TNF a receptors cel.lulars com Fas o CD95 que activen una serie de
reaccions bioguimiques de mort cel*lular, i la via intrinseca, que no requereix una senyal externa
a la cel'lula i és iniciada per una serie de sensors intracel*lulars que modulen I'activitat de proteines
de la familia Bcl-2, que alteren la permeabilitat mitocondrial. Encara que les dues vies son
desencadenades per mecanismes diferents, aquestes comparteixen rutes bioquimiques comunes i

condueixen a un mateix punt final, que és la fragmentacié del 'ADN i posterior mort de la cel*lula.

S'ha demostrat I'existéncia d’apoptosi induida pel VIH-1 sobre limfocits CD4+ no infectats,® i
representa un mecanisme indirecte complementari a l'efecte citopatic directe de destruccié
limfatica. Tant el contacte de les particules virals com de la proteina gp120 amb els limfocits CD4+
indueixen apoptosi sobre cél-lules no infectades. Els mecanismes moleculars que intervenen en
aquesta induccié a través de la interaccié de I'embolcall de les particules virals i els receptors
cel-lulars sén mudltiples i impliquen tant a la via extrinseca com intrinseca. La unidé de la gp120 a
CD4+ activa la via CD95-CD95L i incrementa la susceptibilitat de I'apoptosi induida per Fas.®®
D’altra banda aquesta interaccié disminueix els nivells de Bcl-2 (factor antiapototic)® i activa la
caspasa-3.%° La induccié de I'apoptosi també es produeix per la interaccié de I'embolcall amb el

coreceptor CXCR4 i durant el procés de fusio.

També s’ha descrit un efecte proapoptotic de la proteina viral reguladora Vpr. Aquesta proteina
desenvolupa un paper accessori en la replicacio del VIH en el limfocits, perd imprescindible en els
macrofags. La induccid de l'apoptosi per Vpr es produeix per la via intrinseca mitjancant la unio
amb la proteina translocadora d’adenina en la membrana interna del mitocondri.®”%® Aquesta

proteina es molt toxica en forma soluble sobre el sistema nervios.

34 Tesi Doctoral de José Joaquin Peraire Forner



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

IMMUNOGENETICA I IMMUNOPATOGENIA DE LA INFECCIO PEL VIH-1 EN LA POBLACIO ESPANYOLA.
INFLUENCIA SOBRE LA HISTORIA NATURAL DE LA INFECCIO.

Jose Joaquin Peraire Forner

ISBN:978-84-691-9481-2/DL:T-23-2009

Una altra proteina viral, Tat, també presenta funcions proapototiques, especialment sobre ceél-lules
del sistema nerviés.®”’° En les cél'lules del sistema nervios I'apoptosi es independent de TNF i es
produeix per la via intrinseca mitjangant la induccié de I'0xid nitric (NO) i alteracions en la regulacio
del calci intracel'lular. En els limfocits T la desenvolupa mitjangant diverses vies que incrementen
I'expressi6 de CD95L, la induccid6 de caspases i a través lalteracid dels microtibuls dels

citoesquelet del la cél*lula, desencadenant I'apoptosi via mitocondrial.”*”3

Altres proteines del VIH-1 com Nef ,Vpu i Env també s’ha vist que indueixen apoptosi per diferents

mecanismes (Taula 3).”+78
Diversos parametres d’apoptosi sén mesurats en l'estudi immunopatogénic d'aquesta tesi amb
I'objectiu de relacionar-los amb parametres de toxicitat mitocondrial i progressio de la infeccid pel

VIH-1.

Taula 3. Induccié d'apoptosi per proteines virals.

Gp120. Destrucci6 de CD4+
e  Activa via CD95-CD95L i incrementa la susceptibilitat a la mort per FAS (Oyaizu N. Blood 1994)
e  Disminueix Bcl2 (Hashimoto F, Bood 1997) i activa caspasa 3 (Cicala C, PNAS 2003)
e Interaccié amb CXCR4 (Blanco J, Virology 2000)
Aquests efectes son inhibits per CD4 soluble i la delecié del domini transmembrana de CD4+.
Vpr. Actua a través de la via intrinseca
e Interacciona amb I’Adenina nucleotid translocasa (ANT) en el mitocondri (Jacotot E, J Exp Med 2000;
Brenner C, JCI 2003)
Pot ser secretada i es molt neurotoxica.
Tat. Actua a través de la via intrinseca i extrinseca.
e  Molt toxica en SNC (Kim TA, J immunol 2003; Haughley NJ, J AIDS 2002), especialment en la seva forma
soluble
e  Proapoptotica per incrementar CD95L (Yang Y, J Biol Chem 2002), activacié de caspasa 3 (Bartz SR, J Virol
1999) i alteracions de microttbuls (Chen D, EMBO 2002).
Nef. Indueix lisis en CTL
e Indueix CD95L en la cél*lula infectada i provoca apoptosi en CTL dels voltants. (Xu XN, J Exp Med 1997)
e Interacciona amb p53 (Greenway AL, ] virol 2002)
Vpu. Actua a través de la via extrinseca
e Bloqueja els proteasomes i incrementa els nivells de IkB, disminueix Bcl-x (Akari H, J Exp Med 2001)
e Incrementa la susceptibilitat al killing per Fas (Casella CR, J virol 1999)
Env. Condueix I'activacié via mitocondrial de I'apoptosi independent de caspases
e  Desplaca equilibri entre Bax (proapoptotica) i Bcl-2 (antiapototica) cap a la primera (Torre D, Clin Infect Dis
2005)
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e) Hiperactivacio i esgotament immune (activacio cronica i mort cel-lular).

L'intensa replicacid viral indueix un excés de carrega antigénica i una activacié continuada del
sistema immunologic que comporta un increment en el nombre de cicles de divisié dels limfocits.
Aquesta elevada cinética dificulta la homeostasi normal del compartiment de limfocits activats que
sOn destruits per programes d’apoptosi després d'un determinat nombre de cicles, reduint la

generacié de limfocits memoria. En aquest aspecte destaca el paper de la proteina viral Nef.”

f) Disminucié de la produccié de limfocits a nivell central i perifeéric.

Durant la fase cronica de la infeccid, existeix un blogueig en I'entrada dels limfocits CD4+ en cicles
de divisid. S’ha observat un increment en la cinética de divisid limfocitaria, especialment de la
subpoblacié de CD4+, durant la reconstituciéo immune que es presenta després d'iniciar un TARGA
respecte a subjectes infectats sense tractament. Només quan s’adquireix una carrega viral
indetectable el sistema es capag d’entrar en el cicle de mitosi amb una major velocitat. Aixi doncs,
el VIH produeix un bloqueig en la proliferacio i diferenciacid limfocitaria, tant a nivell central com a

periféric.%

Probablement tots aquests mecanismes descrits participen en la disminucié dels limfocits CD4+.
En fases inicials de la infeccid, quan encara no s’ha desenvolupat la resposta immune, la gran
replicacid viral provoca la destruccid directa dels limfocits CD4+, juntament a l'apoptosi dels
limfocits preferentment del sistema GALT. Ja en fases més avangades, i amb la resposta immune
cel-lular en marxa, a aquests mecanismes se li afegiria la destruccié immunomediada dels limfocits
infectats per les clones de CTL especifiques i per mecanisme d’esgotament immunologic, que seria
predominant en fases avancades. El segrestament en organs limfoides i el bloqueig timic es
produiria en fases de virémia alta, ja que el control de la replicacid viral s'associa a una
redistribucié dels limfocits memoria a sang periféerica de manera immediata i amb un increment
diferit en 4-12 setmanes del nombre de limfocits naives portadors de TRECs, que indica la

generacio recent per organs limfoides centrals.
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1.3.5 Resposta immune front al VIH-1.

La resposta immune front al VIH-1 hauria de ser capag¢ de neutralitzar tant les particules virals
solubles com de destruir les cél-lules que ja han estat infectades. La primera funcié la duen a
terme els anticossos, especialment aquell amb capacitat neutralitzant, la segona depen de la
immunitat cel*lular, particularment de la resposta dels CTL. A més d’aquests efectors especifics, el
sistema immune disposa d’una serie de mecanismes inespecifics (no mediats pel sistema de
reconeixement HLA) com el complement, el lisozim, mediadors solubles (interferons, citocines,
quimiocines) i l'activitat citotoxica natural (NK) que contribueixen al control de la infeccid. Les
etapes requerides per a desenvolupar la resposta immune especifica estan representades en la
Figura 11 i es detallen tot seguit: 1) Les cel'lules especialitzades en la presentacié antigénica
(dendritiques, cél'lules de Langerhans) fagociten les particules virals i processen les seves
proteines. 2) Aquestes cél-lules presenten els antigens en la seva superficie associats al complex
HLA de la classe II. 3) El limfocits CD4+ reconeixeran els antigens virals en la superficie de les
cél-lules dendritiques i s'activaran. 4) Mitjangant la resposta Thl i Th2 activaran als CTL i els
limfocits tipus B respectivament. 5) Finalment els limfocits B produiran anticossos front les

particules virals solubles. 6) Els CTL destruiran les cél*lules infectades pel VIH-1.

Figura 11. Resposta immune front al VIH-1.
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Desafortunadament, aquesta resposta immune només sera capag de controlar el virus perd no
eradicar-lo, ja que el virus desenvolupa una série de mecanismes per a escapar de la resposta

immune.

Resposta immunologica i escapament viral.

Com s’ha descrit abans, la infeccid pel VIH-1 desenvolupa una gran resposta amb anticossos
dirigits contra la proteines de I'embolcall viral, core, matriu i proteines reguladores. Tanmateix la
produccié d'anticossos neutralitzants és escassa i molt aviat s'observa un escapament viral als

mateixos.

Atés que I'embolcall del virus presenta una gran flexibilitat i variabilitat estructural, la seva
neutralitzacié pels anticossos es molt dificil. L'embolcall en la seva forma nativa oculta els dominis
d'interaccid amb els coreceptors virals. Les zones de les proteines que es troben exposades
corresponen als epitops que poden ser modificats sense que s'alterin les propietats de la interaccid
amb els receptors. Com s’ha exposat anteriorment, només despres de la unié amb el receptor CD4
els dominis d’interaccid amb els coreceptors son exposats. Aixi doncs, la falta d'efectivitat de la
resposta immunologica esta condicionada per l'alta variabilitat de les regions exposades i més
immunogens de la gp160 mitjancant mutacions dels epitops reconeguts.?! Aixd no obstant, els
epitops reconeguts pels receptors virals, que estan molt més conservats i serien capagos d'induir la
produccié d’anticossos neutralitzants d’ampli espectre, només s’exposen quan la proteina es
desplega per la unid al receptor CD4. Altres mecanismes d’escapament viral son la glicosilacié dels
residus aminoacids dels epitops reconeguts pels anticossos neutralitzants i la formacié d’una
estructura denominada “escut glucano” que resulta de la glicosilaci6 de multiples residus que

envolten aquest epitops i que els protegeix de la unid als anticossos neutralitzants.®
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Resposta cel-lular i escapament viral.

La resposta cellular dels CTL i dels limfocits CD4+ és essencial per controlar la replicacid viral en
les fases inicials de la infeccid en que el sistema immune esta relativament conservat.® El VIH-1 és
capac d'evadir aquesta resposta per diversos de mecanismes. En la infeccié pel VIH-1 es produeix
una insuficient sintesis de perforines i granzimes per part dels CTL, molecules que sén necessaries

per la destruccié viral.®

Un altre mecanisme seria el de mutacié de I'epitop mitjangant la qual el
virus sintetitza péptids que no s’encasten adequadament a la molécula de HLA, no presentant-se
correctament.® El VIH-1 també pot escapar degut a la inducci6 de I'apoptosi en els CTL a través

de la proteina viral Nef.

Factors solubles.

Quan els CTL s'activen, sintetitzen gran quantitat de substancies, no sols perforines i granzimes,
sino interferons i quimiocines. Es previsible que la sintesis de quimiocines protegeixi de la infeccid
a les cél-lules que es troben al voltant dels virus que s’esta replicant en la proximitat. Com ja s'ha
esmentat, es molt probable que aquest sigui un mecanisme antiviral molt important en el context

de la resposta immune.
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2. Historia natural de la infeccio pel VIH-1.
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2.1 Fases de la infeccio6.

El curs natural de la infeccid pel VIH-1 es desenvolupa tipicament de manera cronica i pot variar
d’'un pacient a un altre. Després de l'entrada del virus en l'organisme, s'inicia una infeccié en la
qual es distingeixen una série de fases o estadis evolutius ben definits amb una durada variable
gue depen, com després es comentara, d'una série de factors tant virals com de I'hoste. Les
distintes fases en que es divideix la historia natural de la infeccié son: fase aguda o primoinfeccio,
que va des del moment del contagi fins a que es produeix la seroconversid; fase cronica o
asimptomatica, que té durada variable, i en la que hi ha un equilibri entre la replicacio viral i la
resposta immunologica del pacient; i la fase final a partir del diagnostic de SIDA, a la qual s‘arriba
com a conseqliéncia de la ruptura d’aquest equilibri, augmentant la carrega viral i deteriorant-se la
funcid immunitaria. Finalment, arriba la mort del pacient deguda als tumors o les infeccions
oportunistes (Figura 12). Evidentment la utilitzaci6 de TARGA des de I'any 1996 ha modificat la

historia natural de la malaltia de manera espectacular.

Figura 12 . Historia natural de la infeccio pel VIH-1.
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Fase aguda.

Entre 2 i 4 setmanes després del contagi, al voltant d'un 50% de pacients presenten una
primoinfeccié clinica d'intensitat variable, caracteritzada per un quadre pseudomononucleodsic.®*
Amb tot, la infeccid aguda pot ocasionar quadres diversos com meningitis o inclis infeccions
oportunistes. L'Unica diferéncia identificada entre els pacients que presenten primoinfeccio
simptomatica respecte aquells que no la presenten és la carrega viral plasmatica en el steady-state
(carrega viral estable assolida després de 6-12 mesos de la infeccid, quan s'estableix I'equilibri
entre la replicacid viral i la resposta immune) que és menor en els pacients amb primoinfeccio

asimptomatica.®®

Durant aquesta fase es produeix una intensa virémia (entre 10°i 10’ copies d’ ARN viral per ml de
plasma)®” i una deplecié6 massiva dels limfocits CD4+ memoria especifics pel VIH-1.88 Unes 20
setmanes després del contagi, amb una gran variabilitat interpersonal, es desencadena la resposta
immunologica especifica que redueix la carrega viral fins arribar a una situacié d'equilibri dinamic
entre la replicacid viral i la resposta immune, amb carregues virals plasmatiques de 10%-10°
copies/ml i recuperacié del nombre de limfocits CD4+. El diagnostic de la infeccié aguda pel VIH
consisteix principalment en la deteccié de I’ARN viric a plasma mitjancant la técnica d’amplificacid
basada en la reacci6 en cadena de la polimerasa (PCR; o polymerase chain reaction).® La deteccid
de I'antigen viral p24 a través d'un enzimoimmunoassaig (£LISA; o Enzyme Linked ImmunoSorbed
Assay), constitueix una prova diagnostica alternativa a l'anterior. Tot i que resulta altament
especifica, és menys sensible que la primera, i sovint s'utilitza com a complementaria. Els
anticossos especifics contra el VIH-1 no és detecten durant les primeres setmanes de la infeccid, ja
que fins el moment de la seroconversid del pacient infectat (que sol tenir lloc al cap de 4-12

setmanes després del contagi) no es produeix una resposta humoral productora d’anticossos.
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Fase cronica.

Durant aquest fase es produeix un equilibri dinamic entre la replicacié viral i la resposta
immunologica, que manté al pacient en estat de laténcia clinica malgrat la persisténcia de la
replicacid viral. L'activacid persistent del sistema immune, permetra mantenir controlada la
replicacid massiva durant forca anys, encara que durant aquesta fase la replicacid viral es molt
elevada als drgans limfoides.”® Amb el temps, els mecanismes d’immunosupressié i destrucci6 dels
limfocits CD4+ pel VIH-1 juntament a l'aparicié de variants més agressives del virus, trencaran
aquest equilibri i el sistema immunitari patira una incapacitat progressiva per a controlar la
replicacid que conduira a l'aparicid de les malalties oportunistes de la fase final de SIDA. La
carrega viral assolida quan s‘arriba a l'equilibri dinamic (steady-state), sera un dels principals

factors pronostics del temps de evolucié a SIDA.*

La velocitat amb la que es produeix el deteriorament progressiu del sistema immune, no es igual
en tots els pacients, i com es descriura en el seglient apartat (seccié 2.2, pagina 46), es

diferencien tres grans grups de pacients depenen d’'aquesta velocitat de progressio a SIDA.

Fase final o de SIDA.

Aquesta fase es caracteritza per una disminucié de l'activitat dels CTL anti-VIH, destruccié de
I'arquitectura limfatica, gran increment de la taxa de replicacié viral i un recompte de limfocits
CD4+ inferior a 200/ul. Tot plegat conduira al pacient a un estat clinic simptomatic amb I'aparici6

de infeccions oportunistes i tumors definitoris de SIDA.

Per sort, des que es disposa del TARGA, el curs natural de la infeccid ha variat de manera

espectacular, perllongant-se la fase asimptomatica de la malaltia i assolint en la majoria dels casos

una interrupcié de I'evolucié cap a SIDA.
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2.2 Categories de pacients segons la velocitat de progressio.

Progressadors tipics (PT).

Representen a la majoria de persones infectades, al voltant del 80-90%. Aquests progressadors
tipics presenten una evolucié caracteritzada per una progressiva davallada dels limfocits CD4+
durant un periode de 7 a 10 anys, fins a presentar finalment malalties definitories de SIDA.%?
Després de la primoinfeccié presenten una disminucié molt marcada de la carrega viral amb una

important resposta CTL que disminuira progressivament al llarg del temps.

No progressadors o progressadors lents (LTNP, /long term non progressor) i

controladors d’elit o naturals.

Aquest grup representa al voltant del 1-5% dels pacients infectats.”® Es tracta de pacients
asimptomatics durant més de 15-20 anys que sense haver rebut tractament antiretroviral
presenten una xifra de limfocits CD4+ de més de 500/ul.°**** La carrega viral d'aquest pacients
és molt baixa (menys de 5.000 copies/ml). Tanmateix, Goudsmit et al, han demostrat en la cohort
d’Amsterdam que el 95 % dels pacients infectats pel VIH-1 considerats inicialment LTNP, han
presentat una evolucié a SIDA o signes de progressié de la infeccid,® fet confirmat també per
altres autors.*® Per tant és més acertat parlar de progressadors lents més que de no progressadors

a llarg termini.

Dintre d’aquest grup de pacients, en els Ultims anys s’ha diferenciat un subgrup denominat
controladors d‘elit o naturals, que son aquells pacients que al llarg de la infeccié mai han presentat
una carrega viral per sobre dels limits de deteccié utilitzats en la practica clinica (< 50 copies
ARN/ml). Diversos estudis han posant en evidencia que els controladors d‘elit presenten uns nivells
d’ADN proviral en les cél'lules mononuclears de sang periférica (CMSP) extremadament baixos i
una menor replicacio viral in vivo.*® Aquests controladors d'elit representen menys de 1'1% del total

de pacients infectats , com s'il*lustra en la Figura 13.%7"%°
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Figura 13. Distribucid LTNP i controladors d'elit

Long-term nonprogressors

HIV controllers

Els LTNP i els controladors delit per les seves caracteristiques tant interessants d’alentiment de la
progressio, juntament amb el progressadors tipics constitueixen la base de pacients dels estudis

d’aquesta tesi.

Progressadors rapids.

Es tracta de pacients que presenten un curs cap a SIDA molt accelerat, entre 1 a 5 anys després
de la infeccid i representen al voltant del 5-10% de total de persones infectades.!® Aquests
pacients presenten una rapida disminucié de la resposta CTL amb la conseglient davallada del
nombre de limfocits CD4+. La carrega viral després de la primoinfeccid no disminueix de manera

important i es sol associar a fenotips virals més agressius (inductors de sincitis).

2.3. Factors que modulen la historia natural.

La historia natural de la infeccid pel VIH-1 varia ampliament entre els infectats. Els factors

responsables d'aquesta diversitat estan per determinar, perd es creu que hi ha una complexa

interaccio de factors virals, ambientals i de I'hoste, molts dels quals estan tot just comencant a ser

coneguts, que determina el curs de la infeccid.
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2.3.1 Factors virals.

A banda de la dosi de VIH-1 infectant,'® cal destacar el paper de les soques del VIH-1 amb
capacitat de induir la formacié de sincitis (SI). Aquestes soques tenen incrementada la capacitat
destructora dels limfocits T degut a una elevada capacitat citopatica respecte a les soques nSI.1%?
Altres factors importants i que s’han relacionat amb un alentiment de la progressio de la infeccid
han estat: una atenuacid en la capacitat de replicacié del virus deguda a una delecié del gen
Nef'® encara que aquesta atenuacié no comporta necessariament un estat de LTNP /7 vivo;'®
mutacions o delecions en el gens reguladors o accessoris (rev, tat vpr, i vpu);'®'% lalta
variabilitat de les regions exposades i més immunodgenes de la gp160 mitjangant mutacions dels
epitops de I'embolcall que dificultara el reconeixement per part dels CTL;!%” i I'aparicié de

mutacions puntuals degudes a la pressio efectuada pels antiretrovirals, que disminueixen la seva

capacitat de replicacio.

Recentment, Blankson i col'laboradors han aconseguit aillar el VIH-1 en 4 de 10 controladors
delit, demostrant que aquests virus exhibeixen una normal cinética de replicacié in vitro i no
presenten insercions o delecions en el seus gens, fet que suggereix que els factor dels hoste tenen

un pes molt més elevat que els virals en el control de la infecci6.!%

2.3.2 Factors ambientals.

La coexisténcia daltres infeccions viriques, també s’ha relacionat amb la variabilitat en la historia
natural. Estudis recents suggereixen que certs patdgens poden atenuar la infeccid pel VIH-1 i
reduir la seva progressio. Aquests inclouen el virus de la hepatitis G (VHG o GBV-C) i el HTLV-2

(virus limfotropic huma de cél*lules T tipus 2 o; Auman T-lymphotropic virus type 2).
La coinfeccid amb el VHG o GBV-C, un flavivirus no hepatotropic relacionat amb el virus de la
hepatitis C i relativament coml en els pacients infectats pel VIH-1, es relaciona amb un alentiment

de la progressi6 de la infeccid pel VIH-1.1% El mecanisme pel qual beneficia a la infeccié pel VIH-1
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no es ben conegut, perd s’ha vist que el GBV-C disminueix disponibilitat dels coreceptors CCRS5 i
CXCR4 mitjancant la inducci6 de la sintesis de les quimiocines especifiques, lligands naturals dels
coreceptors.''® També s’ha observat una disminucié de la transcripci del VIH-1 des de I'ADN

integrat en les persones coinfectades amb aquests virus.™!

El HTLV-2 es un altre virus que sembla atenuar la progressi6 de la infeccié pel VIH-1.1*%13 Aquest
virus indueix la produccié de diverses quimiocines com CCL3 (MIP-1a), CCL4 (MIP-1B) i CCL5
(RANTES), lligands naturals del coreceptor CCR5, resultant una inhibicié de la replicacié del VIH-1.
Recentment, s’ha demostrat que una sobreregulacio de la quimiocina CCL3L1 o MIP-1a (lligand de
CCR5) observada en persones coinfectades HTLV2-/VIH-1 , produeix un potent efecte inhibidor de

les soques amb tropisme R5.1%*

Per altra banda, la coinfeccié amb el virus de la hepatitis C (VHC), clarament s’ha relacionat amb
un increment en la progressié de la infeccid.!'®> També, s’ha demostrat que el virus del herpes
simple tipus 2 (VHS-2) no només és un factor independent de transmissibilitat del VIH-1, sin6 que

incrementa la seva replicacio.!®

2.3.2 Factors de I’hoste.

Entre els factors genétics de I'hoste cal mencionar els diferents patrons del HLA, i les variants
genetiques dels coreceptors cel*lulars del virus. En referéncia al sistema HLA, els al*lels HLA de la
classe I B27 i B57 s’han relacionat amb una progressid més lenta de la infeccid; concretament
HLA B*5701 i, en menor mesura, HLA B27 estan més presents entre els controladors d’elit que en
el progressadors tipics en les cohorts Nord-americanes i Europees.''”:!!8 També s’ha demostrat una
alta associacié entre B27, B57 i LTNP.'® Associacions més robustes amb els LTNP, s’han observat
amb els al'lels B14 i C8.1*° Altres serotips HLA relacionats amb progressi lenta han estat els
homocigots per Bw4.'?° Al contrari, el B35, Cw4 i potser els al-lels B8 s’han associat amb una

progressio accelerada.'?!
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Pel que fa referéncia al efecte de les variants genétiques dels coreceptors del VIH-1 i dels seus
lligands naturals les quimiocines, objectiu de tres dels estudis d'aquesta tesi, ja s’ha tractat

anteriorment (seccid 1.3.2, pagina 30)

En els dltims anys, s’han descrit una série de factors intracel'lulars de I'hoste que redueixen la
replicacio viral. Entre aquests factors cal destacar 'APOBEC3G, un enzim cel*lular que restringeix la
replicacio viral. Aquesta citidina deaminasa, en abséncia de la proteina viral Vif (proteina que
accelera la degradacié de APOBEC3G), es capag d'induir una hipermutacié de I’ADN produit durant
la transcripcid inversa, mitjancant la qual la replicacié viral es atenuada.!??'* Un altre dels
mediadors de la resisténcia antiviral cel'lular innata es TRIM5a, que és capag¢ de bloquejar la
replicacié abans de l'inici de la transcripcid inversa.® No esta clar si variacions genétiques en

aquest factors de I'hoste poden modular la historia natural de la infeccio.

Tanmateix, si que sembla que presenten un paper més important en la modulacié de la historia
natural, les variacions genétiques dels receptors de les cél'lules NK (natural kifller), denominats KIR
(killer cell immunoglobulin-like receptors), que regulen la funcié d’aquestes cél'lules. Les NK
representen la primera linea defensiva contra les infeccions virals, previ al desenvolupament de la
resposta immune adaptativa. Estudis recents, han demostrat que els individus que coexpressen
KIR3DS1 (un receptor regulador de la superficie de les NK) junt a HLA-Bw4-80I presenten una
menor carrega viral en el steady-state, i un alentiment en la progressié de la infeccid.'?* Altres
associacions relacionades amb una progressi6 més lenta han estat HLA B57 i alts nivells de

KIR3DL1 (inhibidor del receptor).!®

Mencié especial ha de fer-se als mecanismes immunologics del sistema immune adaptatiu dels
pacients LTNP i controladors d'elit. Aquests pacients presenten una activitat efectora immune molt
superior a la observada en els pacients que progressen rapidament.!?® L'activitat citotoxica dels
CTL esta incrementada a través de la produccid de la proteina citolitica perforina'?’ i de mdltiples
citocines (interferé-y , MIP-18, TNF-a, IL-2, i/o CD107a),'?®*'*° la qual cosa es relaciona amb el

control complet sobre el VIH-1 dalmenys alguns controlador delit. Aixi mateix, |activitat
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col'laboradora dels limfocits CD4+ també esta augmentada. S’ha observat que tan els
controladors delit com els LTNP presenten limfocits CD4+ que expressen elevades quantitats de
IL-2 especifica i interfer6-y en resposta als péptids del VIH-1.13%13! També s’ha observat titols més

elevats d’anticossos neutralitzats en aquests pacients.
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3. Dany mitocondrial pel VIH-1
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3.1 Estructura i caracteristiques principals del mitocondri.

Els mitocondris son organuls cel*lulars que es troben en la majoria de les cél*lules eucariotes. Son
considerats els motors cel'lulars , ja que son els principals productors d’energia quimica en forma
d’adenosina trifosfat (ATP), que és indispensable per les activitats vitals basiques de les cél-lules.
L'’ATP es genera a través de l'anomenada fosforilacié oxidativa i representa el pas final del

metabolisme energétic als organismes aerobics.

Els mitocondris es descriuen com organuls cilindrics d'aproximadament 1 um de diametre fins a 10
um de llarg, mida similar a la de les cél'lules bacterianes de les quals deriven, segons la teoria
endosimbiodtica.’® En la seva estructura es distingeix una membrana externa i una interna que
delimiten l'espai intermembrana i que en el seu conjunt engloben la matriu mitocondrial. La
membrana interna presenta una serie d'invaginacions anomenades crestes mitocondrials que
permeten incrementar la seva superficie (Figura 14). Cal destacar que I’ADN mitocondrial (ADNmt)
i la cadena respiratoria mitocondrial (CRM), responsable de la fosforilacié oxidativa, s'ubiquen a la
matriu mitocondrial i a la membrana interna respectivament. El nombre, mida i localitzacié dels
mitocondris varia depenent dels teixits. Aixi doncs, els teixits metabolicament més actius, i que
per tant necessiten una major quantitat d’energia (muscul, fetge), les seves cél-lules presenten un

nimero més important de mitocondris.

Figura 14. Estructura mitocondrial i detall al microscopi electronic
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L'’ADNmt huma presenta una estructura circular de doble cadena en disposicié helicoidal. Té
16.569 parells de bases, s’hereta per via materna i representa al voltant del 0,5-1% del contingut
d’ADN total de la cél*lula. Es localitza a la matriu mitocondrial en un nombre variable. Conté un
total de 37 gens que codifiquen per a 13 polipéptids que formen part de quatre complexos
enzimatics (C I, C III, C IV i C V) del sistema OXPHOS (fosforilacié oxidativa), 22 ARN de
transferéncia i 2 ARN ribosomics (ARNr) que intervenen en la traduccié mitocondrial. Aquest gens
mitocondrials es repliquen, es transcriuen i es tradueixen a l'interior de la matriu mitocondrial,
mitjancant enzims codificats per gens nuclears.’® Un d’aquests enzims, 'ADN polimerasa -y, és
responsable de la replicaci6 de I'ADNmt, té unes capacitats reparatives molt limitades, que
juntament amb el fet que es troba en un medi ric en radicals lliures d’oxigen i I'abséncia d’histones,
deriva en un major hombre de mutacions en 'ADNmt respecte a les que es produeixen en I'’ADN
nuclear (ADNn). L’ADNmt es replica de forma no sincronica amb la divisio cel.lular. L’ estructura i

les principals caracteristiques del genoma mitocondrial es presenten en la Figura 15 i Taula 4.

Figura 15. Estructura genoma mitocondrial Taula 4. Caracteristiques del genoma mitocondrial

® ADN circular de doble cadena (H i L) (16.569 pb).

Estructura ®Replicacio exclusiva per I' ADNpol-y.

R ®Heréncia exclusivament per via materna.
N Cadena pesada (H)

®Replicacié no sincronica amb la divisio cel.lular.
Cadena lleugera (L)

®Codi genétic diferent del universal.

®Taxa de mutaci6 10-20 vegades superior a la de
’ADNn, afavorida per moléculas ROS, manca

d’histones i mecanismes pobres de reparacié d’errors.
ND-5 ®Repartici6 a 'atzar de 'ADNmt entre las cél.lules filles
durant la divisio cel.lular. Heteroplasmia.

B Ser2 ®Estructura altamente compactada, sense introns i
alguns gens solapats.

®Conté dos origens de replicacié (Oy y Oy).

®La majoria de gens estructurals no contenen codo6 de
terminacio, sin6 una T o TA.

®Les 2 cadenes d’ADNmt es transcriuen en forma de 3
moléculas policistroniques. Després de procesar-se
s'originen els 13 ARNm, 2 ARNr i 22 ARNt madurs.

Il Complex | Il ARN de transferéncia
I Complex I 1 ARN ribosomic

I Complex IV [ Regions no codificants
= Complex V
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La deplecié de 'ADNmt en les cel'lules d’'un determinat teixit tindra més o menys transcendéncia
en la funcionalitat mitocondrial d’acord amb la intensitat de la deplecid. Aixi doncs, la mesura del
contingut de 'ADNmt pot ser de utilitat per a determinar I'existéncia d'un trastorn mitocondrial,
encara que el seu descens en relaci6 amb el contingut d’ADNn no implica necessariament un
trastorn funcional.’**3> S'ha descrit la presencia de depleci6, delecions i mutacions de 'ADNmt en
alguns teixits com a conseqtiéncia de la inhibicid de I'ADN polimerasa -y per part dels inhibidors de
la transcriptasa inversa analegs de nucleosids (ITIAN), les quals poden conduir, en determinats

casos, a un deteriorament de la funcié de la CRM.1%

En el nostre estudi immunopatogénic es determina '’ADNmt, com a un parametre indicador de
toxicitat mitocondrial, mitjancant una PCR quantitativa a temps real que aporta avantatges
respecte a altres metodes: rapida i senzilla, elevada reproductivitat, sensibilitat i minima

contaminacio.

3.2 El sistema OXPHOS .

El sistema OXPHOS mitocondrial és el responsable de dur a terme la fosforilacid oxidativa, que
implica la sintesis d’ATP necessari per la vida cel'lular. Aquest sistema esta constituit per la cadena
de transport electronic (CTE) o CRM i el complex enzimatic ATP sintetasa que, en el seu conjunt,
permeten l'oxidacid de molécules organiques per obtenir ATP. La funcié del sistema OXPHOS en
qualsevol cel'lula és la transferencia d'electrons des de molécules organiques fins a l'oxigen i la

traduccié de I'energia resultant en ATP.
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La CTE esta constituida per quatre complexos enzimatics, denominats complex I (CI), CII, CIII i
C 1IV. El complex enzimatic ATP sintetasa es denomina C V (Figura 16). Cada complex esta format
per diverses subunitats proteiques, parcialment codificades per I'ADN mitocondrial, excepte el C II
que esta totalment codificat pel genoma nuclear (Figura 17). Altres molécules que formen part del
sistema OXPHOS son el coenzim Q (CoQ) i el citocrom c (Cit c), que es mouen lliurement per la

membrana interna mitocondrial que conté CTE.

Figura 16. Estructura i funcionament del sistema OXPHOS
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La determinacié de l'activitat mitocondrial de cadascun dels complexos enzimatics de la CTE es

realitza mitjancat espectrofotometria.
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3.3 Mitocondri i apoptosi.

El mitocondri té les funcions de produir energia quimica i regular els processos d’apoptosi cel*lular.
La mort cel*lular programada o apoptosi es una de les arees actualment més investigada de la
biologia molecular. Consisteix en un programa fisiologic i actiu de suicidi cel*lular, essencial per a
mantenir un equilibri homeostatic en els teixits proliferatius en els organismes pluricel-lulars. La
homeostasi del nombre de cél*lules en els diferents teixits es manté tant pel creixement cel*lular
com per I'apoptosi. Les alteracions en el control normal de I'apoptosi, ja sigui per excés o defecte,
s’associen a una amplia varietat processos patologics, com es el cas de les proliferacions malignes,
els processos neurodegeneratius o la infeccié pel VIH-1. Cal mencionar que, accidentalment, la
cél-lula també pot morir per un procés diferent de destruccié conegut com necrosi, conseqgiiencia

d’agressions fisiques, quimiques o biologiques.

L'apoptosi representa un col'lapse cel'lular codificat genéticament i caracteritzat per un
encongiment cellular, condensacié nuclear i citoplasmatica, fragmentacié de proteines, agregacio
de la cromatina i degradacié de I’ADN, que culmina en una fase final en que la cél*lula es trenca
formant unes vesicules envoltades de membrana plasmatica anomenades “cossos apoptotics”, que
seran reconeguts i eliminats pels macrofags sense desenvolupar cap tipus de reaccid inflamatoria

(Figura 18).

Figura 18. Mecanismes de mort cel*lular
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Una varietat d'esdeveniments assenyalen al mitocondri com el centre clau de I'apoptosi.’*” Els
mitocondris estan implicats en les dues vies principals d'apoptosi: la via extrinseca i la via
intrinseca, en les que les caspases (cisteines-proteases cel-lulars), representen el centre efector de

I'apoptosi (figura 19).

Figura 19. Vies de I'apoptosi cel*lular.
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La via extrinseca esta mediada per una serie de receptors cel'lulars (“receptors de mort”) de la
familia del receptor TNF-a. (TNFR1), Fas (CD95) i els receptors del lligand inductor d’apoptosi
relacionat amb el TNF (TNF-related apoptosis-inducing ligand, TRAIL). La uni6 del lligand inductor
d’apoptosi amb el seu receptor posa en marxa l'activacio al citosol cellular de la caspasa-8, que
activa per proteolisi la proteina proapoptotica Bid, de la familia de proteines Bcl-2. Aqueta proteina
activa Bid truncada (Bidt), es trasllada al mitocondri on interacciona amb altres membres de la
familia Bcl-2. Tot seguit, el procés apototic es duu a terme dintre del mitocondri, punt on conflueix
amb la via intrinseca de l'apoptosi. Cal tenir en conte, que en moltes condicions, aquest
solapament es minim i les dues vies operen de manera independent.'*® La caspasa-8 activada pot
directament activar altres membres de la familia de les caspases (caspasa-3 efectora) i induir

I'apoptosi sense intervencio del mitocondri.
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A través de la via intrinseca o mitocondrial, s'inicia I'apoptosi davant d'una situacié d’estrés cel*lular

(d’any del ADN, disminuci6 d’ATP...) que comprometi el funcionament normal de la céllula.

Els senyals intracellulars o extracel*lulars que indueixen l'apoptosi alteren I'equilibri de diferents
proteines de la familia Bcl-2 amb efectes proapoptotics (Bax, Bak) i antiapototics (Bcl-2, Bcl-X L).
La funcid clau dels membres de la familia de Bcl-2 es la alliberacié de factors proapoptotics, en
particular el citocrom c, des de I'espai intermembrana del mitocondri al citosol cel*lular. La ratio
Bax/Bcl-2 regula la permeabilitat de la membrana mitocondrial externa. Quan l'equilibri entre les
dues proteines es desplaca cap a Bax, s'‘afavoreix el procés apoptotic. Aleshores, es forma un
porus de transicid (PTP; permeability transition pore) que fa la membrana mitocondrial externa
més permeable (Figura 20). En conseqiiéncia, es perd el potencial de membrana mitocondrial
(Aymy), i es produeix l'alliberament al citosol cel-lular de diferents proteines apoptogeniques
mitocondrials com citocrom ¢, SMAC-Diablo (second mitochondria-derived activator of caspases) i
el factor d'induccié d'apoptosi (AIF; apoptosis inducing factor). El citocrom c interacciona i s'uneix
amb la proteina citosolica APAF-1, que a la vegada interacciona amb la procaspasa-9 per formar el
complex multiproteic apoptosoma. La formacio de I'apoptosoma indueix I'activacié per protedlisi de
la caspasa-9, que successivament activa la caspasa-3 efectora. Aquesta caspasa-3 efectora indueix
I'activacio irreversible d'una cascada de reaccions catalitzades per les caspases per finalment
activar la proteina ADNasa activada per caspasa (CAD; caspase activated DNAase), encarregada de

la degradacio de ’ADNn, conduint a la mort cel*lular.

Figura 20. Porus de transicio (PTP; permeability transition pore)
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En el nostre estudi immunopatogénic es va decidir determinar en les CMSP la caspasa-3 com
efector final irreversible de I'entrada en apoptosi, aixi com la caspasa-9 i la ratio caspasa-9/Bcl-2

com marcador d’activitat apoptotica mitocondrial.

3.4 El VIH-1 com agent lesiu mitocondrial.

Es ampliament conegut que el tractament antiretroviral amb ITIAN pot causar efectes adversos
deguts a toxicitat mitocondrial, mitjancant la inhibicié de I'ADN polimerasa -y, enzim encarregat de
replicar i reparar I'ADNmt. Tanmateix, en els darrers anys, diversos estudis han demostrat que la
propia infeccid pel VIH-1 pot induir efectes toxics sobre el mitocondri. L'any 2002, Coté i
col'laboradors demostraren que el contingut d’ADNmt en les CMSP de pacients asimptomatics
infectats pel VIH-1 i que mai havien rebut tractament antiretroviral es trobava significativament
reduit respecte al contingut d’ADNmt persones sanes no infectades pel VIH-1.1* Aquestes
troballes han estat confirmades per altres autors.'****? No obstant aix0, aquest resultats es tracta
de dades indirectes obtingudes en estudis en els que el principal objectiu no estava dirigit a
investigar els efectes del VIH-1 en el mitocondri. Per aix0, aquest estudis no clarifiquen si la
deplecid d’ADNmt es una troballa aillada o esta associada a un dany enzimatic mitocondrial més

extens que condicioni un increment del dany oxidatiu.

Recentment, Miro i col'laboradors., demostraren no sols una reduccié de la quantitat de ADNmt en
CMSP de pacients asimptomatics infectats pel VIH-1 respecte a persones sanes, sind també una
reduccié de les activitats enzimatiques mitocondrials. Concretament van trobar una reduccié de
I'activitat dels complexos CII, CIII i C IV de la CRM del 41%, 38% i un 19% respectivament, aixi
com de l'activitat de la glicerol-3-fosfato deshidrogenasa (enzim que no forma part de la CRM) del
22%. També es va evidenciar un increment de la peroxidacié lipidica de les membranes dels
pacients infectats pel VIH-1 respecte als no infectats. Tot plegat demostra que la infecci6 pel VIH-
1 esta associada no només a una deplecié de 'ADNmt, sind també a un dany extens de la CRM i
143 Lr

d’altres sistemes enzimatics mitocondrials, aixi com a un major dany oxidatiu. existéncia

d’alteracions tant en els enzims codificats pel ADNmt com d‘altres no codificats per ell, indiquen
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que la deplecié de I'ADNmt s’ha d'interpretar en el context d’'un dany cel*lular generalitzat produit

pel VIH-1 (Figura 21).

Figura 21. Quantificacié de ADNmt i activitat enzimatica.
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Actualment es creu que les alteracions mitocondrials associades a la infeccid pel VIH-1 poden estar
relacionades amb I'activacid de l'apoptosi cel'lular induida per les particules viriques, o pels
antigens del propi VIH-1, desenvolupant no només un paper important en la deplecié dels
limfocits CD4+,%>78 sind també en la depleci® d’ADNmt i en les alteracions funcionals del
mitocondri. Les proteines del VIH-1 inductores d’apoptosi i el mecanisme pel qual la indueixen,

s’han descrit anteriorment.

Amb la finalitat d’avaluar si el increment de I'apoptosi de les CMSP induida per la infeccié VIH-1 pot
associar-se a una disfunci6 mitocondrial difusa en diferents tipus de pacients infectats,
particularment progressadors lents i progressadors tipics, i valorar els seu possible paper en la
modulacié6 de la historia natural de la infecci, ha motivat la realitzacid de I'estudi

immunopatogenic d’aquesta tesi.

De manera ideal els estudis de la funcié mitocondrial es realitzen en teixits musculars o en aquells
implicats en les patologies associades a defectes mitocondrials. No obstant aix0, sovint se utilitzen
CMSP, molt més facils d’obtenir i que permet fer estudis longitudinals amb molt poques molésties

per als pacients. A més a més, dades obtingudes de CMSP demostren resultats congruents quan
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es comparen amb les documentades als teixits diana,'** i per tant les CMSP es consideren un bon

model per a estudi del d'any mitocondrial induit pel VIH-1 a diferents organs..
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4. Hipotesis i objectius.
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Diferenciarem els estudis d'aquesta tesi en estudis immunogenétics (estudi 1, 2 i 3) i

immunopatogeénics (estudi 4).

Estudi 1: “La falta d'associaci6 de la variant al'lélica SDF-1 3’A amb infecci6 pel VIH-1 no

progressiva s'estén més enlla de 16 anys”.

Estudi 2: “Els polimorfismes en el promotor del gen de la quimiocina RANTES no s'associen a

infeccio pel VIH-1 no progressiva de més de 16 anys d'evolucio”.

Estudi 3: "Abséncia de polimorfismes de la regié C-terminal de CXCR4 en espanyols infectats pel

VIH-1 i en no infectats”.

Estudi 4: "Els pacients infectats pel VIH-1 no progressadors (LTNP) tenen un dany mitocondrial

més lleu i una menor apoptosi aconduida pel mitocondri en les cél*lules mononuclears de sang

periférica que els progresadors tipics”

4.1 Hipotesis.

Estudis immunogenetics.

Si es considera que:

1. El VIH-1 utilitza com a receptor necessaris per a penetrar en les cél'lules diana el receptors
majors de quimiocines CCR5 i CXCR4. In vitro s’ha observat que poden utilitzar també altres
receptor com CX3CR1 i CCR2. Els principals lligand naturals de CCR5 i CXCR4 son les quimiocines

RANTES i SDF-1 respectivament.
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2. Esta demostrat que les quimiocines poden bloquejar el coreceptor i disminuir la seva

disponibilitat per a ser utilitzat pel VIH-1 per a penetrar en la cel*lula.

3. Es coneix que certes variants al*léliques en els gens que codifiquen aquestes quimiocines i els
seus receptors cel'lulars poden modular el risc de la infeccid i la seva progressid. Aquest fet esta
molt probablement relacionat amb les modificacions en la entrada del VIH-1 en la cél*lula diana en

individus portadors de mutacions.

4, Existeixen alguns estudis contradictoris sobre la influencia d’aquestes variants genétiques de les

quimiocines i els seus receptors sobre el risc d'infeccié pel VIH-1 i la seva historia natural.

5. No hi ha cap estudi en la poblacié caucasiana espanyola i particularment en pacients infectats
pel VIH-1 progressadors lents que avalui la influencia sobre aquest estat clinic de les variants

al*leliques en els gens que codifiquen les quimiocines i els seus receptors.

Pensem:

1. Les variacions genetiques descrites en les quimiocines i en els seus receptors poden modificar
la disponibilitat del coreceptor per a ser utilitzar pel VIH-1 i modular la historia natural de la

infeccio, particularment la dels progressadors lents.

2. Es precisa d’'un estudi amb un nimero important de pacients, particularment de progressadors

lents, per a poder donar una resposta.
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Estudis immunopatogenics.

D’altra banda, si es considera gque:

1. La infeccid pel VIH-1 pot induir dany mitocondrial.

2. S’ha demostrat que la disminucié de I’'ADNmt esta relacionat amb una disfuncié mitocondrial.

3. No es coneix si la disfuncid mitocondrial té alguna conseqiiencia sobre la integritat cel*lular, ni

si aquesta influeix en la historia natural de la malaltia.

4. Se sap que en el pacients VIH-1 progressadors tipics la mort cel*lular per I'apoptosi és
responsable, almenys en part, de la progressiva disminucié del nimero de limfocits CD4+ i
que en els progressadors lents és acceptat que la resisténcia a I'apoptosi induida pel VIH és

un del mecanismes per mantenir alts el recompte de limfocits CD4.

Pensem:

1. El increment de I'apoptosi de les CMSP induida per la infeccid VIH-1 pot associar-se a una

disfuncid mitocondrial difusa.

2. Es precisa d’'un estudi amb un nimero important de pacients, particularment de progressadors
lents i progressadors tipics per a poder realitzar aquest estudi i intentar valorar la seva possible

realcid amb la historia natural de la infeccio.
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4.2 Objectius

OBJECTIU PRINCIPAL:

Estudis Immunogeneétics.

Determinar si ser portador de les variants al*leliques de les quimiocines RANTES (-28G, -109C, -
403 A), SDF-1 (801A) i dels coreceptors CCR5 (A32) i CXCR4 (si son presents) modulen el risc de
infeccid pel VIH-1 i/o alteren la historia natural de la infeccidé pel VIH-1, particularment en els

progressadors lents, en una cohort de pacients blancs espanyols.

Estudi Immunopatogeénic.

Determinar si existeix una relacidé entre diversos marcadors d’apoptosi i de dany mitocondrial
induits pel VIH-1 en les CMSP de pacients infectats pel VIH-1, avaluant-ne el seu possible lligam

amb la historia natural de la infeccid.

OBJECTIUS SECUNDARIS:

Estudis immunogeneétics:

1. Determinar la freqiéncia al'lélica i les distribucions genotipiques a la nostra poblacid dels

polimorfismes genetics estudiats.

2. Avaluar la existéncia de determinats haplotips o genotips que es transmetin en desequilibri de

lligament i la seva influencia en la historia natural de la infecci6.
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3. Avaluar si la carrega viral plasmatica pot estar condicionada per la expressié d'alguna de les

variants genétiques estudiades.

Estudi immunopatogeénic.

Avaluar si la carrega viral plasmatica del VIH-1 pot estar relacionada amb el dany mitocondrial i

I'apoptosi en les CMSP.
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5. Metodologia
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51 Disseny dels estudis.

Estudis d’immunogenética: Es tracta d'estudis transversals multicentrics d’associacié genetica

de casos i controls.

Estudi d'immunopatogénia: Estudi transversal multicentric amb la participacié de tres grups:
controls sans, infectats pel VIH-1 progressadors tipics sense TARGA i infectats pel VIH-1

progressadors lents.

5.2 Pacients estudiats.

Tots els pacients i els controls son caucasians i espanyols, majors de 18 anys i han signat
consentiment informat escrit. S'exclouen immigrants d‘altres paisos, incloent aquells d'altres paisos

europeus i els seus descendents.

5.2.1 Pacients.

Els pacients provenen de 7 centres participants en aquest projecte (Hospital Universitari de
Tarragona Joan XXIII, Hospital de la Santa Creu i Sant Pau de Barcelona, Hospital General de
Granollers, Hospital del Mar de Barcelona, Hospital Clinic Universitari de Barcelona, Hospital Mutua

de Terrassa i Hospital Universitari Sant Joan de Reus).

S’estudien dos grups de pacients infectats pel VIH-1 :

- Progressadors lents o no progressadors (LTNP): Pacients asimptomatics infectats pel VIH-1
des de fa més de 16 anys que, en abséncia de tractament antiretroviral, mantenen una

xifra de limfocits CD4+ persistentment per sobre de 500 cel/yl i una carrega viral
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plasmatica del VIH-1 repetidament de menys de 5.000 copies/ml. Dins d'aquest grup
s'avaluen també els controladors d'elit o naturals, que son aquells pacients que al llarg de
la infeccid mai han presentat una carrega viral per sobre dels limits de deteccio utilitzats

en la practica clinica (< 50 copies ARN/ml).

- Progressadors tipics (PT):

Estudis immunogenétics: Pacients amb infeccid pel VIH-1 que han progressat a malaltia
avancada, normalment amb I'aparicié d'una condicié definitoria de categoria C d’acord amb els
criteris de la classificacio de 1993 dels Centers for Diseases Control and Prevention (CDC),
amb carrega viral plasmatica per sobre de 35.000 copies/ml i una progressiva disminucio dels
limfocits CD4+ amb xifres de menys de 350 cel/ul el almenys una ocasio durant els primers 10
anys des de la infeccié. En aquells pacients en que la data de la infeccié es desconeguda
s’assumeix com a data d'infeccié aquella intermedia entre I'Ultima data amb serologia negativa

i la primera positiva.

Estudi d'immunopatogénia: Amb la finalitat d’eliminar la interferéncia de la possible toxicitat
mitocondrial per part del TARGA, s'han reclutat només pacients PT sense TARGA. Pacients amb
infeccio pel VIH-1 que han progressat amb una carrega viral plasmatica per sobre de 35.000
copies/ml i una progressiva disminucid des limfocits CD4+ amb xifres de menys de 350 cel/pl
en almenys dues ocasions durant els primers 8 anys, i que no han rebut préviament ni reben
actualment TARGA, totalment asimptomatics i que no han patit cap infeccid oportunista fins el
reclutament. En aquells pacients en que la data de la infeccid es desconeguda s'assumeix com
a data d'infeccié aquella intermédia entre I'Gltima data amb serologia negativa i la primera
positiva. Cap d’aquests pacients inclosos no presenten antecedents personals o familiars de
malaltia mitocondrial ni condicions conegudes de dany mitocondrial, tal com farmacs, abus

d’alcohol o dany hepatic.
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5.2.2 Controls.

Els controls provenen d'un Unic centre (Hospital Universitari de Tarragona Joan XXIII). Es
tracta de controls sans, constituts per donadors voluntaris de sang i personal sanitari. En
I'estudi d'immunopatogénia cap dels individus inclosos no presenten antecedents personals o
familiars de malaltia mitocondrial ni condicions conegudes de dany mitocondrial, tal com

farmacs, abus d‘alcohol o dany hepatic.

5.3 Variables dels estudis:

Estudis immunogeneétics:

a. Dades cliniqgues. S'’ha realitzat una historia clinica completa a cada pacient, amb

anotacio de la data d'infeccid i les malalties oportunistes.
b. Carrega viral plasmatica del VIH-1.
c. Recompte de limfocits CD4+.
d. SNP de RANTES: -28(C>G), -109(T>C), -403(G>A).
e. SNP de SDF-1: 801(G>A).
f. SNP de CXCR4.

g. SNP CCR5A32.

Estudi immunopatogeénic.

a. Dades cliniques. S'ha realitzat una historia clinica completa a cada pacient, amb

anotacio de la data d'infeccid i les malalties oportunistes.
b. Carrega viral del VIH-1.

c. Recompte de limfocits CD4+.
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d. Quantificacié d’ADNmt en les CMSP.

e. Activitat d’enzims mitocondrials (C II, CIII i C IV de la CRM).

f. Parametres d'apoptosi en les CMSP (caspasa-3, caspasa-9, index caspasa-9/Bcl-2).

5.4 Recollida de mostres.

Obtencid de sang i plasma.

Estudis immunogenetics:

Després d'un deju de 12 hores com a minim, s'extreuen de la vena antecubital 2 tubs de 5 ml de
sang amb EDTA (1mg/ml) com a anticoagulant. Immediatament després de I'extraccid, un tub de 5
ml es destina a determinacié de limfocits CD4+ i l'altre tub es centrifuga a 3500 rpm durant 15
minuts i a 4°C. Es separa el plasma en al.liqliotes i es guarden congelades a —80°C fins el seu
processament per les determinacions de carrega viral. La resta de mostra s'utilitza per I'extraccié

d’ADN.

Estudi immunopatogeénic:

Després d'un deju de 12 hores com a minim, s'extrauen de la vena antecubital 20 ml de sang amb

EDTA com a anticoagulant que es destinen per la obtencié de CMSP.

Obtencid d’ADN (estudis immunogenetics).

S’'obté a partir de 500 pl de sang total. S’extrau de manera automatica mitjangant I'extractor

MagNa Pure LC Instrument (Roche diagnostics, Basel, Switzerland). L'ADN es quantifica per
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espectrofotometria . Les mostres d’ADN s'emmagatzemen a —80°C fins el seu processament per la

determinacid dels polimorfismes dels gens RANTES , SDF-1B, CXCR4 i CCR5.

Obtencid6 cel-lules mononuclears de sang periférica (estudi immunopatogénic).

S’aillen per mig d’'una centrifugacié en un gradient densitat Ficoll (Histopagque®-1077, Sigma
diagnostics, St. Louis, MO). Després de l'aillament, les cél-lules son resuspeses en una solucid de
tampd fosfat sali i s'emmagatzemen a —80°C fins el seu processament per les determinacions

bioquimiques i genétiques.

5.5 Metodologia de laboratori.

Tota la metodologia de laboratori es descriu de manera detallada en cadascun dels estudis que

constitueixen aquesta tesi.

Estudis immunogeneétics:

a) Carrega viral: La carrega viral a plasma es determina mitjangant els test de quantificacié Cobas
Amplicor HIV-1 Monitor test Ultra Sensitive (Roche Diagnostics) i utilitzant el sistema COBAS
AMPLICOR versio 1.5 (Roche Diagnostics) per al seu analisi. El protocol seguit és el recomanat

pel fabricant.

b) Determinacié de limfocits CD4+: Les cél-lules s'analitzen mitjancant un panell d‘anticossos

monoclonals amb tres marcadors per tub i conjugats amb fluorescein-isotiocianat (FITC),
ficoeritrina (PE) i per CP (TriTest CD4/CD8/CD3 en tubs trucount). Les mostres s'analitzen en
un citometre de flux FAC Scan (Becton Dickinson Immunocytometry Systems, San Jose, CA,

USA). Per I'adquisici6 i analisi de dades s'utilitza el programa Multiset.
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c)

80

Analisi dels SNP en les posicions —28, -109 i —403 al promotor del gen de la quimiocina

RANTES: Es tracta de tres SNP puntuals al promotor del gen. Les posicions indiquen el
nucledtid on es localitza la mutacid a partir del inici de la transcripcid. Els SNP sén: posicié —
28: transversio C>G, posicié —109: transicid T>C i posicid —403: transici6 G>A. Els tres SPN
s'analitzen per seqienciacié automatica. Degut a la seva proximitat els SNP de les posicions —
28 i —109 s‘analitzen conjuntament mitjangant la seqlienciacié d'un Unic fragment. EI SNP —403
s'analitza independentment. Totes les amplificacions es realitzen en un termociclador GenedAmp
PCR Systems 9700 (PE Applied Biosystems) i les seqlienciacions en un seqlenciador ABI
PRIMS 310 dtilitzant el programa DNA sequencing analysis v3.3 (PE Applied Biosystems) on a
cada base nucleotidica se li assigna un color. Els individus heterozigots es detecten per la

presencia de dos pics, mentre que els homozigots presenten un sol pic.

- Analisi dels SNP —-28C>G i —109T>C. Mitjangant la PCR s'amplifica un fragment de 196
parells de bases (pb) utilitzant primers especifics seglients: primer amb sentit: 5" TGA GAG
AGC AGT GAG G 3" i primer antisentit: 5'GTC CAC GTG CTG TCT T 3'. En un gel d'agarosa al
2%, tenyit amb el colorant bromur d'etidi i amb el marcador de tamany molecular conegut
Marker VIII (Roche MolecularBiochemicals) es comprovar la correcta amplificacio del fragment
desitjat. Els productes de PCR es purifiquen amb el Kit QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen).
Un cop purificats, es realitza una PCR de seqiienciacié amb el primer amb sentit i utilitzant el
Kit de seqlienciacié BigDye Terminator sequencing kit, v3.0, Cycle Sequencing Ready Reaction
(PE Applied Biosystems), seguint les instruccions del fabricant. Si es necessari, els productes
de sequienciaci6 es purifiquen amb el Kit DyeEx Spin kit (Qiagen). Després d'una

desnaturalitzacié a 95°C durant 3 minuts, les mostres s'analitzen al seqiienciador.

- Analisi del SNP —403G>A: Sanalitza seguint la mateixa metodologia descrita per les
mutacions anteriors. Per la PCR s'utilitzen els primers. primer amb sentit: 5 AGT GTG CTC ACC
TCC TTT 3" i primer antisentit: 5" GAT CAG AAG TCA CTG AGT 3’ que generen un fragment de
174 pb. Per la PCR de seqiienciacié s'utilitza el primer amb sentit. El nimero d’accés del

Genbank per als 3 polimorfismes del RANTES és S64885.
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d)

e)

f)

Analisi del SNP a la posicid 801 de la reqid 3’ no traduida (3’'UTR) del gen del factor 1B derivat

de la cél'lula estromal (SDF-1B): Es tracta d’una transicid G>A en la posicio 801 de la regio 3’

no traduida del gen. S'analitza mitjancant la técnica de fragments de restriccié de longitud
polimorfica (RFLP), seguint la metodologia seglient: Es realitza una PCR amb els primer amb
sentit 5" CAGTCAACCTGGGGCAAAGCC 3' i I'antisentit 5 AGCTTTGGTCCTGAGAGTCC 3’ (nimero
d’accés Genbank L36033). L'amplificacié del fragment desitjat es comprova en un gel
d'agarosa (Gibco BRL) al 2,5% tenyit amb bromur d'etidi i amb el marcador de tamany
molecular conegut Marker VIIT (Roche). Els productes d’amplificacié es digereixen a 37°C i
durant 4 hores amb I'enzim de restriccid Msp I que reconeix la seqiéncia de I'al’lel salvatge
(G). Els fragments de digestio es visualitzen en un gel d’agarosa d‘alta resolucid (Gibco BRL)

amb el marcador de mida conegut Marker VIII (Roche).

Determinacié del SNP_CCR5 A32:

Deleccio de 32pb: Consisteix en una deleccié de 32 pb i es determina per PCR i gel d’agarosa.
La PCR utilitza els primers amb sentit 5' CGT CTC TCC CAG GAA TCA TC 3'i primer antisentit 5'
TTC CCG AGT AGC AGA TGA CC 3'. El nimero d'accés del Genbank és AF031237.1. Els
productes de la PCR son visualitzats en un gel d’agarosa al 2.5%. La mida dels fragments
amplificats es comprova amb un marcador de tamany molecular conegut i hauran de ser: 174

pb I'al.lel salvage (no delecid) i 142 pb I'al.lel mutat (delecid).

Determinacié de SNP del CXCR4. Seqlienciacio de la regié codificant del domini C terminal de

la proteina CXCR4. Primers utilitzats per la PCR: Sentit 5° AGGCCCTAGCTTTCTTCCAC 3’ i
antisentit 5° CAAGACAAAAATCCAACAAGCA 3’, generant una seqiiéncia de 318 pb. Els
fragments d’ADN s6n comprovats en un gel d'agarosa al 2%. Es purifiquen amb el Kit Qidquick
PCR purification Kit. Finalment, es realitza una PCR de seqienciaci6 amb ambdds primers; el
kit BigDye Terminator sequencing Kit, ver3.0, Cycle Sequencing Ready Reaction (PE Applied
Biosystems), seguint les instruccions del fabricant. Si es necessari, els productes de
seqlienciacio es purifiquen amb el Kit DyeFx Spin kit (Qiagen). Després d’una desnaturalitzacio

a 95°C durant 3 minuts, les mostres s'analitzen al seqiienciador.
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Estudi immunopatogeénic.

a)

b)

c)

Carrega viral (descrit anteriorment, pagina 79)

Determinaci6 de limfocits CD4+ (descrit anteriorment, pagina 79)

Contingut d’ADNmt en CMSP: Una aliquota de CMSP s'utilitza per l'extraccié de I'ADN pel

procediment estandard fenol-cloroform. La quantificacié de 'ADNmt es realitza mijatcant PCR
a temps real (LightCycler FastStart DNA Master SYBR Green I, Roche Molecular Biochemicals®,
Germany), quantificant el gen mitocondrial ND2 i el gen 185 ARNr nuclear com a control

endogen.

d) Activitat d’ enzims mitocondrials: Amb una altra aliquota de CMSP es realitzen els analisis

82

espectrofotometrics. Es determina I'activitat dels enzims del complex II  (codificats
exclusivament pe I'ADN nuclear), III i IV (ambdds parcialment codificats per 'ADNmt). Per a
corregir les activitats enzimatiques per eventual diferéncies en el contingut mitocondrial de les
cél'lules, les activitats absolutes es corregeixen per l'activitat citrat sintetasa la qual és

considerada un bon marcador de contingut mitocondrial.

Parametres dapoptosi en CMSP: Es determina l'activitat de la caspasa-3 mitjancant fluorimetric

CasPACE Assay System (Promega, USA). També analitzem |'activacié apoptotica determinant
la caspasa-9 amb un assaig d’immunoblot. Analisis quantitatius densitométrics de I'activitat de
la caspasa-9, B-actin i de la Bcl-2 es realitzen per senyals d'immunoblotting (Phoretics 1D
Softward, Phoretic International Ltd, Newcastel, UK). També es determina la ratio caspasa-9

(marcador apoptotic)/Bcl-2 (marcador antiapoptotic) com a index apoptotic.
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5.6 Recollida de dades.

Les variables cliniques i analitiques es recullen en un qliestionari estandarditzat i s’ha creat una

base de dades amb el sistema informatic SPSS/PC+ (ver12.0 for Windows; SPSS, Chicago, IL).

5.7 Analisi estadistica.

Estudis immunogenétics (estudi 1 i 2)

Les dades descriptives son expressades com a mitjana £SD o mediana (rang) per a les
distribucions no parametriques. Diferéncies en nivells entre grups sén comparades utilitzant
Student ¢ test, Mann-Whitney U test, o ANOVA segons es necessiti. L'equilibri Hardy-Weinberg es
va comprovar per X2 goddness-of-fit test. Les freqgliencies al*léliques i genotipiques en els diferents
grups es varen comparar pel test de x2 o test exacte de Fisher quan fou necessari. Un valor de P

de menys de 0.05 es va considerar significatiu.

Estudi Immunopatogénic (estudi 4)

En tots els analisis, les dades dels PT i LTNP es presenten com a valors relatius respecte als dels
controls sans, als quals s’ha assignat arbitrariament el valor de 100%. Les dades descriptives en
els pacients VIH-1 i en els controls s'expressen com mitjana + EES (error estandard de la mitjana) i
els resultats es comparen utilitzant Student ¢test, ANOVA per dades distribuides normalment, i els
test de Kruskal-Walis quan son necessaris tests no paramétrics. També s'ha realitzat una regressio
lineal amb la finalitat de relacionar variables quantitatives. En tots el casos un valor de P de

menys de 0.05 es va considerar significatiu.
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6. Estudis
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6.1 Estudi 1.

“La falta d’associacié de la variant al-lélica SDF-1 3’A amb infeccié pel VIH-1 no

progressiva s’estén més enlla de 16 anys”.

Lack of Association of SDF-1 3’A Variant Allele With Long-Term Nonprogressive HIV-1
Infection Is Extended Beyond 16 Years.

Francesc Vidal, MD, PhD, Joaquim Peraire, MD, Pere Domingo, MD, PhD, Montserrat Broch, PhD,
Hernando Knobel, MD, PhD, Enric Pedrol, MD, PhD, David Dalmau, MD, PhD, Consuelo Viladés,
MD, M@ Antonia Sambeat, MD, Cristina Gutiérrez, PhD, and Cristdbal Richart, MD, PhD on Behalf
of the Chemokines and Long-Term Nonprogressor Study Group.

J Acquir Immune Defic Syndr2005;40:276-279.

Factor impacte (2005) : 4.1 ; (2007) : 4.4

Aquest estudi ha estat financat per La Maraté de TV3 (02/1830, 02/1831, 02/1832, 02/1833,
02/1834), la Red Espariola de Investigacion en SIDA (RIS G03/173) i el Fondo de Investigacion

Sanitaria (FIS 02/1282).
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Basic SciENCE

Lack of Association of SDF-1 3’A Variant Allele With
Long-Term Nonprogressive HIV-1 Infection
Is Extended Beyond 16 Years

Francesc Vidal, MD, PhD,* Joaquim Peraire, MD,* Pere Domingo, MD, PhD,1
Montserrat Broch, PhD,* Hernando Knobel, MD, PhD,| Enric Pedrol, MD, PhD,$
David Dalmau, MD, PhD,! Consuelo Viladés, MD,* M* Antonia Sambeat, MD,
Cristina Gutiérrez, PhD.* and Cristobal Richart, MD, PRD* on Behalf of the
Chemokines and Long-Term Nonprogressor Study Group

Summary: We studied the frequency of the SDF-1 3°A allelic
variant (801G—A) mn a cohort of white Spaniards made up of (1)
HIV-1 infected long-term nonprogressors (ULTNPs) older than 16 years
of age (n = 57), (2) HIV-1 infected usual progressors (UPs; n = 107),
and (3) a group of healthy controls (n = 100). The mutant SDF-1 3’ A
allele was observed in 28% of LTNPs, 19% of UPs, and 26% of
healthy controls (P = not significant). Homozygosity for the 3'A
mutation was detected m 7%, 4%, and 3% of LTNPs, UPs, and healthy
controls, respectively (P =not significant). Polymorphism at the SDF-1
locus 1s not associated with LTNP disease of longer than 16 years in
Spanish HIV-1 infected patients. This effect is independent of the
CCR5A32 allele.

Key Words: SDF-1 3'A, CCR3A32, genetic polymorphism, HIV-1
infection, long-term nonprogressors

(f Aequir Inmmune Defic Syndr 200540:276 279)

he chemokine receptor CXCR4 is the main coreceptor

used by HIV-1 in advanced stages of the disease, when
Ttopic (X4) strains predominate.! The chemokine SDF-1 is its
unique natural ligand and has been shown to be a blocking
factor for HIV-1 infection? SDF-1 exhibits genetic polymor-
phism. The most often found mutation is a G-to-A transition
at position 801.> This is called the SDF-1 3’ A variant allele
and mvolves an untranslated region of the gene. Although not
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specifically located in a coding region of the gene, this muta-
tion may upregulate the synthesis of the chemokine, thus al-
lowing competitive inhibition of the T-tropic strains of HIV-1 for
binding to CD4 " cells.* Initial information about the effects of
this single nucleotide polymerphism (SNP) on the progression
of HIV-1 disease suggested that the 3’ A homozygosity was
associated with delayed progression toward AIDS. This find-
ing was not confirmed by others studies, however.” ® A sabset
of HIV-1-infected patients ate long-term nonprogressors
(LTNPs). These are untreated individuals who remain clini-
cally, virologically, and immunoelogically stabilized for up to
10 years after HIV-1 infection.'® Available data on the role of
the SDF-1 3’ A variant allele in the LTNP status in adults are
scarce and inconclusive.!! * We therefore aimed to evaluate
whether the SDF-1 genetic varfant is involved in the LTNP
status in a cohort of HIV-1-infected white Spanish patients
who satisfied criteria for LTNPs and had been infected with
HIV-1 for longer than 16 years.

PATIENTS AND METHODS

Population

Two subsets of HIV-1-infected patients were studied:
LTNPs and usual progressors (UPs). Criteria for LTNP were
the following: (1) asymptomatic HIV-1 infection of nore than
16 years” duration; (2) in the absence of any antiretroviral
treatrment, a stable CD4" cell count persistently greater than
500 cells/pL; and (3) a plasma HIV viral load repeatedly less
than 5000 copies/mL.” Patients were considered to be UPs if
HIV-1 infection had progressed to advanced disease—namely,
the appearance of class C HIV-1 disease—according to the
1993 Centers for Disease Control and Prevention (CDC)
criteria’® and had a plasma HIV-1 viral load of greater than
35,000 copies/mL and a progressively declining CD4" cell
count over time that was lower than 350 cells/uL at least once
during the first 10 years of infection. For a few patients whose
date of infection was not available, this was assumed to be the
midpoint between the first positive HIV-1 bleod test and the
last negative HIV-1 blood test."> As a control group, we also
studied a sample of healthy subjects recruited from blood
donors. All subjects in our study were white Spaniards.
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Immigrants from other countries, including those from other
European countries and their descendants, were excluded. In-
formed consent was obtained from each participant. The proj-
ect was approved by all the local ethical research committees.

Samples

Blood, DNA, and Plasma

After 12 hours of fasting, blood samples with ethyl-
enediamine tetra-acetic acid (EDTA) were obtained from an
antecubital vein. Five milliliters of whole blood was used to
determine the CD4" lymphocyte cell count, and 500 pL was
used for DNA isolation by a MagNa Pure LC Instrument
(Roche Diagnostics, Basel, Switzerland). Plasma for deter-
mining HIV viral load was obtained by centrifugation at
3500 g for 15 minutes at 4°C.

Laboratory Methods
HIV-1 Infection

This was diagnosed by means of a positive enzyme im-
munoanalysis and confirmed by a positive Western blot test.

Plasma HIV-1 Viral Load

This was determined by the Cobas Amplicor HIV-1
Monitor Test, version 1.5, using the COBAS AMPLICOR
system (Roche Diagnostics). The cutoff for an undetectable
viral load was 50 copies/pL.

Assessment of Blood CD4" Lymphocyte Cell Count
Samples were analyzed using a flow cytometer FACScan

(Becton Dickinson Inmunocytometry Systems, San Jose, CA).

Data acquired were analyzed using the Multiset program.

SDF-1 Genotype

The SDF1 3’A variation was detected by polymerase
chain reaction (PCR)-restriction fragment length polymorphism
(RFLP) with Mspl restriction endonuclease (New England
Biolabs), which recognizes the G allele. A 301-base pair (bp) was
amplified with primets 5’ CAGTCAACCTGGGCAAAGCC3' and
5"AGCTTTGGTCCTGAGAGTCC3’ (from Genbanle accession

number 1.36033). Digestion and analysis by a 2.5% agarose
gel and ethidium bromide staining revealed 2 fragments of 201
and 100 bp for the G allele and 1 fragment of 301 bp for the
A allele.

CCR5A32 Mutation

PCR primers were 5’ CGTCTCTCCCAGGAATCATC3’
and antisense 3’ TTCCCGAGTAGCAGATGACCS’ (annealed
at 60°C, Genbank accession number AF031237.1). The PCR
products were visualized on a 2.5% agarose gel. The wild-type
CCR35 gene results in a 174-bp fragment, and the A32 mutant
results in a 142-bp fragment.

Statistical Analysis

This was performed using the SPSS/PCT statistical
package (vetsion 12.0 for Windows; SPSS, Chicago, IL). De-
scriptive data are expressed as mean = SD or median (range)
for nonparametric distributions. Differences in levels between
groups were corpared using a Student £ test, Mann-Whitney L/
test, or ANOVA when necessary. Hardy-Weinberg equilibrium
was assessed by the ¥? goodness-of-fit test. Genotype and
allele frequencies in the different groups were compared by the
x° test or Fisher exact test when necessary. A P value of less
than (.05 was considered significant.

RESULTS

Two hundred sixty-four individuals were studied: 164
HIV-1-infected patients and 100 healthy controls. All subjects
were white Spaniards. Of these patients, 107 were UPs and 57
were LTNPs. Age, gender, and risk factors of UPs and LTNPs
for acquiring HIV-1 were similar. Most UPs (>90%) were
receiving highly active antiretroviral therapy (HAART). Table 1
shows the characteristics and main data of the population
studied.

Table 2 shows the genotype distribution and allele fre-
quencies in the SDF-1 3" A mutant allele for the control group,
UPs, and LTNPs. The genotype distribution in the population
studied fits the expected Hardy-Weinberg equilibrium. The
SDF-13’A allele tended to be lower in the UP subset, although

TABLE 1. Demographic and Clinical Characteristics of the Population Analyzed

Variable HIV-LTNPs (n = 57) HIV-UPs (n = 107) Controls (n = 100) P
Male (%) 37 (62%) T8 (71.5%) 73 (73%) NS
Age (), mean * SD 403 + 7.4 418 = 8.9 44.6 + 10.1 0.04
Duration of HIV infection, mean * SD 179 £ 1.5 67 27 — <0.0001
Years from first documented HIV infection
to treatment, mean + SD — 48 £ 13 =
Plasma HIV RNA load (copies/mL), mean and range 931 (<150-4800%) 11.808 (=<<50-=>750,000%) — <0.0001
CD4* cell count (cells/iL), mean and range 745 (503-2080) 478 (6-1404) — =20.0001
Risk factors for HIV
Injection drug user 41 (70.7%) 74 (67.9%) e NS
Homosexual 5 (8.3%) 9 (8.3%) == NS
Heterosexual 10 €16.7%) 19 (17.4%) — NS
Other 4 (6.9%) 7 (6.4%) — NS
*<750 was arbitrarily counted as 49.
NS indicates not significant.
@ 2005 Lippincott Williams & Wilkins 271
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TABLE 2. SDF-1" Genotype and Allele Frequencies in the Groups Analyzed

All HIV-1- Infected Patients
Genotype and Allele Controls HIV-1-Infected UPs LTNPs
Frequencies (n =100) (m =164) P (n=107) (n=37) P

SDF-1’ 801 (G—A)

GG 50 (50%) 100 (61%) 71 (66%) 29 (51%)

GA 47 (47%) 56 (34%) NS 32 (30%) 24 (42%) NS

AA 3 (3%) 8 (5%) 4 (4%%) 4 (7%%)

Mutated allele A 53 (26.5%) 72 (22%) NS 40 (19%) 32 (28%) 0.08

The observed genotypic frequencies in the smdied population (GG 57%, GA  39%, and AA 4% did not differ from the

expected frequencies according to Hardy-Weinberg equilibrium (GG

NS indicates not significant.

58%, GA  36%, and AA 6%} (P NS).

the difference was nonsignificant (P = (.08 compared with
LTNPs). The results and analysis were the same when the
individuals who carried the CCR5A32 allele were excluded.

In the LTNP subset, individuals homozygous for the
mutant A allele (A/A) had a plasma HIV-1 viral load and a
CDA" cell count lower than that of heterozygous (G/A) and
wild-type homozygous (G/G) mndividuals, although the dif-
ferences were not significant (Table 3).

With respect to the CCRSA3Z allele, no homozygous
mutants were detected. The allele frequency of this mutation
was 7% for controls and was equally represented in the LTNP
and UP subsets (10% each).

DISCUSSION

This study shows that carriage of the mutant SDF-13"A
allele is not associated with the LTNP state in HIV-1-infected
white Spaniards and does not influence the risk of infection.
This is independent of the presence of the CCR5A3?2 allele.
Also, in LTNPs, the mutant allele does not modulate the HIV-1
viral load or the CD4" cell count.

To date, 6 studies have focused on the role of SDF-1
mutations m the HIV-1 LTNP status.!! ¢ ¥ Five of these
studies involved adults,'" **'® and 1 involved children.'” Three
of these studies lacked a control group,' ¥ so it is difficult to
evaluate their data. One of these 3 studies showed a positive
relation with the 3’ A mutant allele and LTNP'! and 1 found no
relation.’ The other reported that cartiage of the variant allele
was associated with rapid progression. The difficulty of inter-
preting these results in the absence of baseline data from a

TABLE 3. HIV-1 Plasma Viral Load and CD4™ Cell Countin the
LTNP Group According to SDF-1 Genotype
Plasma HIV-1 Viral

SDF-1 Load (copies/mL), CD4" Cell Count (cells/pL),
Genotype Mean *= SD (range)* Mean = SD (range)*
GG 936 + 1254 (<<50-3900%) 743 + 255 (503-1426)
GA 948 + 1399 (<<50-48001) 762 = 361 (526-2080)
AA 700 * 919 (<<50-1350%) 660 * 283 (567-984)
GA +AA 913 + 1330 (<<50-4800%) 747 + 350 (526-2080)

*P ot significant for all comparisons.
1 <050 was arbitrarily counted as 49.

278

Tesi Doctoral de José Joaquin Peraire Forner

control group is clearly highlighted by our findings. If we look
only at our 2 subsets of HIV-1—infected patients, our data show
that the 3’ A mutant allele tended to be lower in UPs than in
LTNPs, although the difference was not significant (£ = 0.08).
This would suggest that carriage of the variant A allele implies
a tendency to be associated with LTNF. When we compared
these subsets with the control group, however, we found that
the prevalence of the mutant 3" A allele in LTNPs and healthy
controls was similar but that it was markedly lower in the UPs.
This suggests that patients carrying the SDF-1 wild-type allele
are mote likely to progress toward advanced stages of the
disease than patients catrying the mutant 3’ A allele. Because
these differences were not significant, our final analysis is that
mutations at the SDF-1 locus are not associated with LTNP
status. We acknowledge, however, that the cross-sectional
nature of the present study does not allow the dissection of
tine-dependent genetic effects, such as has been demonstrated
for other gene variants.'® The other 3 studies on the role of
SDF-1 mutations in HI'V-1 LTNP status that analyzed a control
group’® ' also offered discordant data. In a single report in
children, Tresoldi et al'” found that the 3’ A allele carried accel-
erated progression, but the other 2 studies found no relation.'®'®
Mazzuchelli et al'® reported that the SDF-1 mutant allele did
not affect the progression of the disease but that patients
carrying the mutation had a greater HIV-1 wviral burden, a
finding that we were not able to reproduce.

A question arises as to what are the reasons for the lack
of replication of the initially proposed association of 3’ A ho-
mozygosity with disease progression.” Noteworthy is that this
first study suggested a stronger genetic effect than has been
found in subsequent studies.>'® ¥ As has been pointed out
adequately elsewhere, selection bias as well as genuine racial
or population diversity is a plausible explanation for why early
genetic population association studies tended to overestimate
the effect confetred by a genetic polymorphism, an effect that
further studies have often proved is more modest or even
nonexistent.”® Additionally, some of these studies offer incon-
sistent data because they are underpowered, and this may also
contribute to the lack of replication.™

Finally, we found no association between CCRSA32
heterozygosity and LTNP, because this allele was equally rep-
resented in LTNPs and UPs. We have therefore not been able
to reproduce the protective effect of CCR5A32 heterozygos-
ity on disease progression that other reports have shown.”

© 2005 Lippincott Williams & Wilkins
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Conversely, our data are consistent with those of 2 studies that
found a lack of association between CCR3A32 and delayed
progression toward low CD4™ cell counts and AIDS in cohorts
of HIV-1-infected injection drug users.*>* Noteworthy is that
more than two thirds of our HIV-1-infected patients acquired
HIV-1 infection through injecting illicit drugs.

We conclude that the SDF-1 3’ A polymorphism is not
a determinant of LTNP in HIV-1-infected Spanish patients.
This lack of influence on HIV-1 disease progression extends
beyond 16 years.
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APPENDIX

The members of the Chemokines and Long-Term Non-
progressor Study Group and coauthors of this report are as
follows: Francese Vidal, Joaquim Peraire, Consuelo Viladés,
Montsertat Broch, Cristina Gutiérrez, Miguel Lopez, and
Cristébal Richart (Hospital Universitari de Tarragona Joan
XXIII and Universitat Rovira i Virgili); Pere Domingo, M*
Antonia Sambeat, and Angels Fontanet (Hospital de la Santa
Cren i Sant Pau and Universitat Autdnoma de Barcelona);
Hemando Knobel and Milagros Montero (Hospital del Mar
de Barcelona); Enric Pedrol and Elisabet Deig (Unitat
d’Infeccions-VIH, Hospital General de Granollers, Observ-
atori de la Salut Dr. Carles Vallbona); David Dalmau and
Mireia Caird (Hospital Mitua de Terrassa); and Judit Gonzalez
(Pius Hospital de Valls).
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Basic SciEnCE

Polymorphism of RANTES Chemokine Gene Promoter
Is Not Associated With Long-Term Nonprogressive
HIV-1 Infection of More Than 16 Years

Francesc Vidal, MD, PhD,* Joaquim Peraire, MD,* Pere Domingo, MD, PhD,}
Montserrat Broch, PhD,* Mireia Caird, MD,] Enric Pedrol, MD, PhD,$§ Milagros Montero, MDD,
Consuelo Viladés, MD,* Cristina Gutiérrez, PhD,* M® Antonia Sambeat, MD, PhD,t
/ingels Fontanet, 7 David Dalmau, MD, PhD,} Elisabeth Deig, MD,§ Hernando Knobel, MD, PhD, I
Joan Josep Sirvent, MD, PhD,* and Cristobal Richart, MD, PhD* on Behalf of the Chemokines
and Long-Term Nonprogressive HIVO1 Infection Study Group

Summary: To examine whether polymorphisms of the RANTES
chemokine gene promoter are associated with long-term nonprogres-
sive HIV-1 infection in white Spamish subjects, we performed a cross-
sectional genetic association case-control study. Two-hundred sixty-
seven white Spaniards were studied: 58 were HIV-1 infected long-term
nonprogressors (LTNPs) of more than 16 years, 109 were HIV-1
infected usual progressors (UPs), and 100 were control subjects. Three
RANTES smgle nucleotide polymorphisms (SNPs) at positions
—28C>G, —109T>C, and —403G>A were assessed. The prevalence
of the CCR3A 32 allele was also examined. Genotyping was performed
using polymerase chain reaction and automatic sequencing analysis
methods. Genotype and allele frequencies between the 3 groups were
compared by the x? test and the Fisher exact test. The distribution of
allelic vaniants of RANTES In controls, UPs, and LTNPs, respectively,
was 3%, 2%, and 3% for —28G; 4%, 2%, and 2% for —109C; and
18%, 18%, and 18% for —403A (P = not significant). The differences
were still nonsignificant when we exclusively analyzed individuals not
carrying the CCR3A 32 allele. We conclude that LTNP of more than 16
years 18 not associated with SNPs in the R4NTES gene promoter In
white Spanish HIV-1 infected subjects.

Key Words: HIV-1 infection, AIDS, long-term nonprogressors,
RANTES, CCRS, polymorphism
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ong-term nonprogressive HIV-1-infected subjects (LTNPs)
are patients who remain clinically, virologically, and
immunologically stabilized for 10 to 15 years after infection
with HIV-1 without the intervention of any antiretroviral
drug.'? They represent 1% to 5% of HIV-1-infected patients.”
The existence of this subset of patients suggests that somne
individuals have the ability to contain HIV-1 multiplication,
thus limiting expansion of the viral burden. The factors that
lead to the LTNP state are not known, but it is believed that
there is a complex interaction between the viral and host
factors that determines the clinical evolution of the infection.”
Among host-dependent factors, attention has recently
been paid to the genetic polymorphism of the cellular core-
ceptors used by HIV-1? and their ligands, the chemokines,* '
given their critical role in the process by which HIV-1 enters
the cell. Several single nucleotide polymerphisms (SNPs) in
the chemokine receptors and chemokine gene promoters have
been shown to alter the transcriptional activity of the gene and
may significantly influence the pathogenesis and progression
of the disease. This is well established for the genetic variants
of CCR5—the main coreceptor that HIV-1 uses in the early
phases of infection—particularly for the CCR5A32 allele.” °
RANTES, which is the main natural ligand that binds to
CCR35," is one of the candidate chemokines to be investigated
in this respect, but data reported to date are scarce and often
controversial.”? ?° Moreover, RANTES genetic variants in indi-
viduals who show a true LTNP evolution have not been as-
sessed. We therefore carried out a study to evaluate the role
of allelic variants in the gene promoter of the chemokine
RANTES on the natural history of HIV-1 disease, particularly
i the state of long-term nonprogression, in a cohort of white
Spanish patients and controls. We also assessed the distri-
bution of the CCR5A3Z allele.

PATIENTS AND METHODS

Population Studied

We performed a cross-sectional multicenter genetic
association case-control study. We recruited patients at the
HIV outpatient clinics of the 5 hospitals participating in the
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project. Many of the HIV-1-infected subjects we care for at
these clinics are injecting drug users. Two subsets of HIV-1—
infected patients were studied: LTNPs and usual progressors
(UPs). The criteria for LTNPs were (1) asymptomatic HIV-1
infection of more than 16 years’ duration; (2) in the absence of
antiretroviral treatment, a CD4" cell count that was stable and
persistently greater than 500 cells/L; and (3) a plasma HIV-1
viral load value that was repeatedly less than 5000 copies/mL.?
Patients were considered to be UPs if HIV-1 infection had
progressed to advanced disease, namely, the appearance of
class C HIV-1 disease according to the 1993 criteria of the
Centers for Disease Control and Prevention (CDC),*! and had
a plasma viral load of greater than 35,000 copies/mL and
a progressively declining CD4" cell count over time that was
lower than 350 cells/L at least once during the first 10 years
of infection. For a few patients whose date of infection was
unknown, we assumed this to be the midpoint between the date
of the last negative and first positive HIV-1 blood tests.* As
a control group, we also studied a sample of healthy subjects
recruited from blood donors. All subjects studied were white
Spaniards. Immigrants from other countries, including those
from other European countries, and their descendants were
excluded. Informed consent was obtained from each partic-
ipant. The project was approved by the local ethical research
committees.

Samples

Blood, DNA, and Plasma

After 12 hours of fasting, blood samples with ethyl-
enediaminetetraacetic acid (EDTA) were obtained from an
antecubital vein. Five rmilliliters of whole blood was sent to
determine CD4" lymphocyte cell count, and 500 pl. was sent
for DNA isolation using a MagNa Pure L.C Instrument (Roche
Molecular Biochemicals, Basel, Switzerland). Plasma for
determining HIV-1 viral load was obtained by centrifugation at
3500 g for 15 minutes at 4°C.

Laboratory Methods
HIV-1 Infection

HIV-1 infection was diagnosed by means of a positive
enzyme immunoassay and was confirmed by a positive
Western blot test.

Plasma HIV-1 Viral Load

Plasma HIV-1 viral load was determined by the COBAS
AMPLICOR HIV-1 Monitor Test, version 1.5 (Roche Diag-
nostics, Basel, Switzerland). The cutoff for undetectable viral
load was 50 copies/pL.

Assessment of Blood CD4" Lymphocyte Cell Count

Samples were analyzed by flow cytometer FACScan
(Becton Dickinson Immunocytormetry Systems, San José,
CA). Data acquired were analyzed using the Multiset programn.
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RANTES —28 C>G, —109 T>C, and —403 G>A
Single Nucleotide Polymorphisms

To date, 3 SNPs have been reported in the RANTES gene
promoter.” ** The positions indicate the nucleotide where the
mutation is located at the beginning of the transcription. The
SNPs are as follows: position —28, transversion C>G;
position —109, transition T>C; and position —403, transition
G>>A. These were analyzed by a polymerase chain reaction
(PCR) assay and automatic sequencing in an ABI PRISM 310
genetic analyzer (Applied Biosystems, Foster City, CA).
Because of their proximity, SNPs at positions —28 and —109
were assessed together by sequencing a unique fragment. The
mutation —403 was analyzed separately.

Analysis of the Single Nucleotide Polymorphisms
—28C>G and —109T>C

By means of a PCR assay, a fragment of 196 base paits
(bp) was amplified using the following specific primers: a
primer with sense 5° TGA GAG AGC AGT GAG G 3’ and a
primer with antisense 5° GTC CAC GTG CTG TCT T 3”. The
correct amplification of the desired fragment was evaluated in
2% agarose gel tinged with ethidium bromure and Marker VIII
(Roche Molecular Biochemicals), a marker of known molec-
ular size. The PCR products were subsequently purified using
the QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen). After purifica-
tion, a sequencing PCR assay was performed with the primer
with sense using the BigDye Terminator sequencing kit,
version 3.0, Cycle Sequencing Ready reaction (PE Applied
Biosystems) in accordance with the manufactarer’s instruc-
tions. If needed, the sequencing products were purified with
the DyeEx Spin kit (Qiagen). After denaturalization at 95°C
for 3 minutes, the samples were analyzed in an ABI PRISM
310 sequencer using the DNA sequencing analysis program,
version 3.3 (PE Applied Biosysters), which assigns a specific
color to each nucleotide base. Heterozygote individuals were
detected by the presence of 2 peaks, whereas homozygote
individuals have only 1 peak.

Analysis of the SNP —403G>A

Analysis of the SNP —403G>A was assessed using the
previously described method. The following primers were
used for the PCR assay: a primer with sense 5 AGT GTG
CTC ACC TCC TTT 3’ and a primer with antisense 5" GAT
CAG AAG TCA CTG AGT 3’, which generates a 174-bp
fragment. For the PCR sequencing, we used the primer with
sense. The Genbank accession number for the 3 RANTES
SNPs was S64885.

CCR5A32 Mutation

The PCR primets wete as follows: 5° CGT CTC TCC
CAG GAATCATC 3’ and antisense 5" TTC CCG AGT AGC
AGA TGA CC 3’7, with annealing 60°C. The Genbank acces-
sion nurmber was AF031237.1. The PCR products were visualized
on 2.5% agarose gel. The wild-type CCRS gene led to a 174-bp
fragment, whereas the CCRIA3Z mutant allele led to a 142-bp
fragment.
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Statistical Analysis

Statistical analysis was performed using the SPSS/PC+
statistical package (version 12.0 for Windows; SP'SS, Chicago,
IL). Descriptive data were expressed as the mean + standard
deviation (8D) or median (range) for nonparametric distribu-
tions. Differences in levels between groups were compared
using the Student ¢ test, or Mann-Whitney I/ test when nec-
essary. Hardy-Weinberg equilibrium was assessed by the ¥
goodness-of-fit test. Genotype and allele frequencies in the
different groups were compared by the x” test, and the Fisher
cxact test was used when necessary. A F value of less than 0.05
was considered significant.

RESULTS

Two hundred sixty-seven white Spaniards were included
in the study (167 HIV-1-infected patients and 100 healthy
controls). Ofthese patients, 109 were UPs and 58 were LTNPs.
The age, gender, and risk factors for acquiring HIV-1 were
comparable for the UP and LTNP groups. As expected and
because of the epidemiologic pattern of HIV-1 infection in our
geographic arca, more than two thirds of the HIV-1-infected
patients studied were injecting drug users. Most UPs (Z-90%)
wete receiving highly active antiretroviral therapy (HAART).
The characteristics and main data of the populations analyzed
are shown in Table 1.

RANTES Gene Promoter Polymorphisms

Table 2 shows the genotype distribution and allele
frequencies in the RANTES gene promoter region at the
positions —28, —109, and —403, for the control group, UP
group, and LTNP group. The genotype distribution in the
population stadied fits the expected Hardy-Weinberg equilib-
rium. No significant differences were detected in the allelic
distribution of the variants analyzed for the 3 groups. Also,

the distribution of genotypes was similar between groups.
Homozygous mutants were observed only at position —403,
but the frequency was low. Taking this into account, we split
the groups into 2 subsets according to the presence or absence
of the mutant allele. Further analyses of RANTES genotype
and allele frequencies performed atter the 45 individuals who
carried the CCRSA32 allele had been excluded also showed no
differences between the groups. We studied the distribution of
the 3 most common RANTES —28 and —403 haplotypes: |
(—28C and —403 G), 11 (—23C and —403A), and III (—28G
and —403 A). The diswibutions of haplotypes 1, 11, and III for
UPs were 81.8%, 17.2%, and 1%: for LTNPs, they were
82.7%, 14.6%, and 2.7%, respectively (P = not significant
[NS]). With regard to the genotypes of the RANTES gene
promoter region at the positions —28, —109, and —403, there
was no relation between viral load and CD4" cell count in the
LINP group.

CCR5A32

There were no significant differences for CCR5 geno-
type or allele distributions among the different groups (see
Table 2). Homozygosity was not observed for the CCR5A32
allele.

DISCUSSION

This study shows that there is no relation between the
SNPs —28C>=G, —1091>C, and —403G>A of the chemo-
kine RANTES gene promoter and long-term nonprogressive
HIV-1 infection in a cohort of white Spaniards who acquired
HIV-1 mainly by injecting illicit drugs. Also, there are no
differences in genotype or allelic distribution between HIV-1—
infected subjects and uninfected subjects, and no particular
genotype or haplotype was found to protect or predispose to

TABLE 1. Demographic and Clinical Characteristics of the Population Analyzed

HIV-1 LTNP mv-1 ur Controls
Variable {n — 58) (n = 109 (n = 100) P
Male (%) 37 (64%) 78 (72%) 73 (73%) NS
Age (y)* 408 £ 7.5 418 £ 89 44.6 = 10.1 0.04
Duration of HIV-1
infection (y)* Byt B 5 67 =27 — <20.0001
Years from first time
documented HIV-1
imfection to treatment* — 48 £ 1.3 —
Plasma ITTV-1 RNA 931 (=50-1200) 11808 — <Z0.0001
{copies/mL )t (-<50% to =750,000)
CD4" cells/mm’t 745 (503-2080) 478 (6-1404) - 0.0001
Risk factors for HIV-1
TInjection drug use 41 (70%) 74 (68%) NS
Iomosexual 4 (T%) 9 (8%) NS
Heterosexual 9 (16%) 19 (18%) NS
Other 4 (7%) 7 (6%) NS
*Mean + SD
{Mean (range),

<250 was arhifranly counted as 459
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TABLE 2. Genotype and Allele Frequencies in the Groups Analyzed

All HIV-1-Infected Patients
Genotype and Allele Control Group HIV-1-Infected UPs LTNPs
Frequencies (m = 100) m=167) P (n=109) (n=58) P

RANTES —28%

c/iC 90 (95%) 147 (95%) 96 (97%) 51 (91%)

C/G 5 (5%) 8 (5%) NS 3(3%) 5 (9%) NS
Variant allele G 3% 2% 5%
RANTES —105*

T/T 84 (91%) 149 (97%) 95 (97%) 54 (96%)

T/C 8 (9%) 5 (3%) NS 3 (3%) 2 (4%) NS
Variant allele C 4% 2% 2%
RANTES —403*

GIG 65 (66%) 105 (66%) 67 (65%) 38 (67.9%)

GiA 30 31%) 51 (32%) NS 35 (34%) 16 (28.6%) NS

A/A 3 (3%) 3 (2%) 1 (1%) 2 (3.6%)
Variant allele A 18% 18% 18%
CCR35A32

wiwt 87 (87%) 135 (81%) 88 (81%) 47 (81%)

wi/A32 13 (13%) 32 (19%) NS 21 (18%) 11 (19%%) NS
A32 allele 7% 1094 9%

*DNA for RANTES genotyping could not be amplified in some individuals (17 for —28, 21 for —109, and 10 for —403).

wt indicates wild-type allele; A32, 32-bp deletion.

HIV-1 infection. This is independent of the presence of the
CCR5A32 allele.

Three polymorphic sites have been described to date in
the RANTES gene promoter.? ** An increase in promoter
activity and RANTES messenger RNA (mRNA) expression
and transcription has been shown in 2 of these sites (—28
C>G and —403 G>>A),""* but no information is yet available
regarding the SNP —109 T>C. Two other polymorphic
sites have also been detected in other regions of the gene:
in1.1C in the first intron and 3’222C in the 3’ untranslated
region.'?

Previous reports have studied the influence of RANTES
gene promoter SNPs on the epidemiology and natural history
of HIV-1 infection.'” *° None of these reports has specifically
evaluated true long-term nonprogression, however, and the
results strongly depend on the population analyzed. Carriage
of the rare mutant —403A allele increases susceptibility
to HIV-1 infection in white Americans'>"* and Han Chinese'
but not in Japanese,'® Spaniards (present report),'® or other
cohorts."* Other authors have even found that the wild-type
—403G allele is associated with increased susceptibility to
infection in Chinese subjects.'® These findings should be
interpreted with great caution, however, because in some of the
studies reported as well as in the present study, individuals
from the control group were blood donors with no known risk
practices for acquiring HIV-1 infection. It is therefore plausible
that among subjects infected with HIV-1, risk practices for
acquiring HIV-1 infection overshadow the possible protective
effect of any particular RANTES genotype or haplotype.
Intetestingly, however, a recent report in white subjects found
no differences in RANTES genotype between HIV-1-infected

20

patients and repeatedly exposed but uninfected subjects.'” This
strongly suggests that carriage of allelic variants of RANTES
has no predisposing or protective role with regard to HIV-1
infection.

Among infected subjects, and in relation to disease
progression, the rare —403A allele has been associated with
a slower slope of CD4" lymphocytes and a slow progression
toward AIDS in some multiethnic cohorts.?*!* Information on
Japanese subjects is discordant, because some studies found
no effect'? and others found slow progression.'® Duggal et al*®
found that individuals homozygous for a RANTES haplotype
containing the —403G wild-type allele had a lower early
plasma HIV-1 viral lead compared with other haplotypes in
African Americans, thus anticipating slow progression. The
influence of the —28G mutant allele on disease progression
also depends on ethnicity, ranging from no effect in
a multiethnic cohort,” to slow progression in Japanese,'>'®
to rapid progression toward AIDS in Chinese.'® None of the
reports analyzed has addressed this issue regarding true long-
term nonprogression, and the results presented here indicate
that RANTES allelic variants do not modulate this particular
subset of HIV-1—infected patients. Although the —28G mutant
allele was more frequent in LTNPs than in UPs (5% vs. 2%,
respectively), statistical analysis showed that this difference
was not significant; hence, our conclusion. Nevertheless, we
recognize that the small numbers studied here may render the
statistical analysis underpowered, because the power of the
cormparison was lower than 40%.

‘When we compared our data with those reported in the
literature, we found that the influence of the allelic variants of
RANTES gene promoter on the risk of HIV-1 infection and
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disease progression varied widely and depended on the origin
of the subjects analyzed. In fact, the distribution of RANTES
haplotypes in our patients was closely related to data on white
subjects’® but was markedly different from those on Asian
subjects.'” This makes the hypothesis that the influence of the
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APPENDIX

The members of the Chemokine and Long-Term
Nonprogressive Study Group and coauthors of this paper
are as follows: Francesc Vidal, Joaquim Peraire, Consuelo
Viladés, Montserrat Broch, Cristina Gutiérrez, Sergi Veloso,
Maria Saumoy, Miguel Lopez-Dupla, Montserrat Olona, Joan
Josep Sirvent, and Cristdbal Richart (Hospital Universitari de
Tarragona Joan XXIII and Universitat Rovira i Virgili); Pere
Domingo, M* Antonia Sambeat, Angels Fontanet, Josep
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Cadafalch, and Montserrat Fuster (Hospital de la Santa Creu 1
Sant Pau and Universitat Autdnoma de Barcelona); Mireia
Caird, David Dalmau, and Anna Ochoa (Hospital Mutua de
Terrassa); Enric Pedrol, Elisabeth Deig, and Amna Soler
(Unitat de Malalties Infeccioses-VIH, Observatori de Salut
Carles Vallbona, Hospital General de Granollers); Hernando
Knobel, Milagros Montero, and Ana Guelar (Hospital del
Mar de Barcelona); and Judit Gonzdlez (Pius Hospital de
Valls).
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Absence of CXCR4
C-Terminal
Polymorphisms in
HIV-1-Infected and
Uninfected Spaniards

To the Editor:

CC chemokine receptor 5 (CCRS)
and CXC chemokine receptor 4 (CXCR4)
are the 2 main coreceptors used by HIV-1
to infect cells. Many studies suggest that
some allelic variants of CCR5 modulate
the risk of HIV-1 infection and the
progression of the disease.! However,
few data are available on the genetic
variants of CXCR4, which is the chemo-
kine rcce]gtor used by T-tropic (X4) HIV-
1 strains.” We therefore read with great
interest the excellent paper by Petersen et
al® that deals with polymorphisms at the
SDF-1 and CXCR4 axis and HIV-1
infection and was published in the De-
cember 15, 2005 issue of your journal. The
authors examined whether the risk of HIV-
1 infection was associated with mutations
in this chemoldne and its cellular receptor.
The study, which was performed in a
homogenous sub-Saharan Aftican popula-
tion, found that CXCR4 was highly
conserved in the population analyzed.

Our group also recently reported
in your journal some studies on the in-
fluence of the allelic variants of some
chemokines and chemokine receptors on
the risk of HI'V-1 infection and disease
progression.“_6 In some patients from
our cohort, we sequenced the C-terminal
intracellular domain of the CXCR4 re-
ceptor gene. This domain has been shown
to exert a critical role in cell chemotaxis
and receptor internalization, a process
that is necessary for appropriate SDEF-
1-mediated signal and HIV-1 coreceptor
binding.”® We therefore investigated
whether there are mutations in this en-
coding part of the C-terminal domain in
Spaniards and, if detected, whether they
are associated with the risk of HIV-1
infection and disease progression.

The coding region of the C-
terminal domain was sequenced in 168
Spanish individuals of white ancestry
from our study cohort. There were 70
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healthy uninfected centrols and 98
HIV-1-infected patients. The patient
group was made up of 47 usual prog-
ressors and 31 long-term nonprogressors
of more than 16 years (see references *~°
for cohort details and criteria for cate-
gorization). Informed consent was
obtained from each participant. The
primers used for the polymerase chain
reaction were the following: forward: 5-
AGGCCCTAGCTTTCTTCCAC-3 and
reverse: 3-CAAGACAAAAATCCAA
CAAGCA-Y, flanking a sequence of
318 base paits. Polymerase chain reaction
contained 100 ng of DNA, 0.2 umol/L. of
each primer, 0.2 mmol/LL of deoxyribo-
nucleotide triphosphates, 2 mmol/L
MgCl,, and 1 U of Taq polymerase. The
annealing temperature was 55.4°C. DNA
fragments were purified and sequenced
with forward and reverse primers using a
Taq Dye Terminator Cyele Sequencing
Kit in an ABI PRISM 310 genetic
analyzer (Applied Biosystems, Foster
City, CA). Our results indicated that
there were no mutations in the C terminus
domain of CXCR4 intracellular region in
either the HIV-1—-infected patients or the
control subjects.

Available information on the role
of CXCR4 mutations on the natural
history of HIV-1 infection is scarce. In
whites, only 1 report found 2 mutations,
but they did not modulate disease
progression.9 Further studies also per-
formed in the white population did not
detect allelic variants in different coding
regions of the gene, so population
associations could not be assessed.'®!
This is consistent with the findings we
present here, which also involved the
white population. In another study, Lia
et al'? screened CXCR4 for mutations
and found an up to 7 single nucleotide
polymorphisms in Chinese Han people,
although their functional significance
and associations were not assessed.
The most recent data, provided by
Petersen et al,’ detected no significant
mutations in South Africans of Xhosa
descent. This suggests that the distribu-
tion of CXCR4 allelic variants may
differ according to ethnicity; at present,
no known mutations of the CXCR4 gene
alter the risk of HIV-1 infection or
influence disease progression, at least
in several populations of white eth-

nicity and in South Africans of Xhosa
descent. This is opposite to what occurs
with CCRS5, the other major HIV-1
coreceptor, whose allelic variants strongly
determine both the risk of HIV-1 infec-
tion and disease progression.

ACKNOWLEDGMENTS

This study was funded by La
Maovaté de TV3 (02/1830, 02/1831, 02/
1832, 02/1833, 02/1834), the Spanish
AIDS Research Network (RIS G0O3/173),
and the Fonde de Investigacion Sani-

taria (FIS 02/1282, 05/1501, 05/1591).

APPENDIX A

The members of the Chemokines and
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6.4 Estudi 4.

“Els pacients infectats pel VIH-1 no progressadors (LTNP) tenen un dany mitocondrial
mes lleu i una menor apoptosi aconduida pel mitocondri en les cél-lules mononuclears

de sang periférica que els progresadors tipics”

HIV-1-Infected Long-Term Non-Progressors have Milder Mitochondrial Impairment
and Lower Mitochondrially-Driven Apoptosis in Peripheral Blood Mononuclear Cells
than Typical Progressors.
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HIV-1-Infected Long-Term Non-Progressors have Milder Mitochondrial
Impairment and Lower Mitochondrially-Driven Apoptosis in Peripheral
Blood Mononuclear Cells than Typical Progressors

@ o ] = w i 1 3 3 r 4 - 5
Joaquim Peraire’, Oscar Mird”, Maria Saumoy’, Pere Domingo~, Enric Pedrol’, Francesc Villarroya,

Esteban Martinczz, Miguel I,(":pcz-])upla', Gloria Garrahoul, M* Antonia Sambcaﬁ, Elisabet ])cig“,
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Marta Giralt®, Josep M* Gatell” and Francesc Vidal ™!

‘Hospital Universitari de Tarragona Joan XXTII, Universitat Rovira i Virgili, Tarragona, Spain; “Hospital Clinie, IDI-
BAPS, Universitat de Barcelona, Barcelona, Spain; j}-pri]!::.tf de la Sania Creu 1 Sant Pau, Universitat Autonoma de
Barcelona, Barcelona, Spain; dHospfral General de Granollers, Observatori de Salut Carles Vallbona, Granollers,
Spain; ‘Departament de Bioguimica i Biologia Molecular, Universitat de Barcelona, Barcelona, CIBER Fisiopatologia
Obesidad y Nutricion, Spain

Abstract: Background. Mitochondrial paramelers in peripheral blood mononuclear cells (PBMC) and their relationshup
with mitochondrially-driven PBMC apoptosis were investigated in a group of HIV-1-infected long-term nonprogressors
(LLTNP) and compared with untreated asymptomatic HIV-1 infected typical progressors (TP) and uninfected healthy con-
trols (HC).

Material and methods: 'T'wenty-six LTNE, 27 TP and 31 HC were evaluated. Studies were performed in PBMCs. Mito-
chondrial DNA content (mtDNA) was assessed by quantitative real-time PCR. Activities of mitochondrial respiratory
chain complexes (MRC) 1L I and IV were determined by spectrophotometry. Caspase-3 activity was assessed by
fluonimetry, and caspase-2 activation and Bel-2 levels were assessed by immunoblotiing.

Results: mIDNA abundance (p<0.05), MRC complex II (p<0.001), complex IIT (p<0.01} and complex IV (p=0.01) were
lower in the TP group than in the HC group. In the LTNP group lhese paramelers were sirmlar to those of the HC group
excepl for complex II, which was decreased (p<0.01). The PBMC of TP showed the highest overall apoplolic activation,
since their caspase-3 activity was greater than that of HC (p<0.05) and LTNP. In the case of LTNP, however, the differ-
ence was non-significant. Caspase-9 and the caspase-9/Bcl-2 ratio were both over-expressed in TP compared to HC
{(p<0.01) and LTNP (p<0.05). Both of these measurements indicate that mitochondrially-driven apoptosis in TP is greater
than in LTNP and HC. A relationship between mitochondnial damage and apoptotic activation was found in TP,

Conclusions: Mitochondrial damage is associated with increased PBMC apoptosis in patients with active HIV-1 replica-
tion (T'P). These abnormalitics are slight or not present in LTNE.

Keywords: HIV-1 infection, mitochondrial DNA, caspases, apoptosis, long-term nonprogressors, peripheral blood mononu-
clear cells.

INTRODUCTION

HIV-1 infection can induce mitochondrial derangement
in peripheral blood mononuclear cells (PBMC). A seminal
study by Coté et al. found that the mitochondnal DNA
(mtDNA) content m PBMC was lower m asymplomatic
HIV-1-mfected patients naive for antiretroviral therapy than
in healthy controls [10]. This finding has been confirmed n
further studies [6,9.24.26]. Some of our group have also

*Address correspondence to this anthor at the Infectious Diseases and ATDS
Section, Department of Intemal Medicine, Hospital Universitari de Tar-
ragona Joan XXTIT. Universitat Rovira i Virgili, Mallafré Guasch, 4, 43007
Tarragona, Spain; Tel: 0034977295833; Fax: 0034977224011;

E-mail: fvidaligicomt.es

"Presented in part al the 45™ annual Interscience Conference on Antimicro-
bial Agents and Chemotherapy, Washington 2005 (abstract n® ICAACO5-A-

1582-ASM) and at the 7" International Workshop on Adverse Drug Reac-
tions and Lipodystrophy in HIV, Dublin 2005 (Abstract n® 71).
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reported that the decrease in PBMCs mtDNA content is ac-
compamied by an extensive mitochondnal dysfunction, m-
volving both mitochondnal respiratory chain (MRC)-related
and unrelated enzymes [24]. The fact that TITTV-1 reduces
PBMC mtDNA content and its bioenergetic function has
therefore been convineingly demonstrated [6,9,10,24,26].

Whether this mitochondrial impairment has any conse-
quence on the integrity of PBMCs in vivo is, however, un-
known. Given the pivotal role of mitochondra as a key regu-
lator of cell apoptosis, 1t 15 of paramount importance to m-
veshigale the possible relabonship between HIV-1-mnduced
mitochondrial derangement and apoptosis of PBMCs. We
hypothesized that increased PBMC apoptosis induced by
HIV may be linked with diffuse mitochondrial dysfunction.
To test tus hypothesis, in tns study we have measured sev-
eral mitochondrial and apoptosis parameters . HIV-1-
infected patients and attempted to correlate the findings. We
have selected two groups of IIV-1-infected patients who

© 2007 Bentham Science Publishers Litd.
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clearly differ m the extent of apoplosis activation. On the
one hand, we studied untreated asymptomatic typical pro-
gressors (TP) who have already progressed and who show
immunological decline and a high HIV-1 viremia. In this
group, apoptotic-mediated cell death (even without direct
viral infection) is responsible, at least in part, for the CD4+
T-cell decline over time [31,46]. On the other hand, we stud-
ied TTV-l-infected patients who were long-term non-
progressors (LTNP). These patients have self-control of the
infection and a low HIV-1 viral burden and it is widely ac-
cepled that resistance to HIV-1-induced apoplosis 1s one of
the mechamisms behmd the mamtenance of high CD4+ T-
cell counts [15].

PARTICIPANTS AND METHODS

Design, criteria and participants: We performed a cross-
sectional study which invelved three categories of partici-
pants: healthy controls (HC), HIV-1l-infected LTNP and
HIV-1-infected TP. All categories were matched by ape (+5
years). Palients were recruited [rom a prospeclively collected
cohort of almost 5000 HIV-1-infected patients followed-up
at the TV outpatient clinic of the four participating hospi-
tals. Criteria for LTNP were: asymptomatic HIV-1 infection
with a known duration of over 15 years, a stable CD4+ T-
cell count persistently over 500 cells/pl and plasma HIV-1
viral load repeatedly under 5,000 copies/ml, m the absence
of any antiretroviral treatment [18]. Unireated TP were indi-
viduals whose HIV-1 infection had progressed (ie. if they
had an HIV-1 viral load of over 35,000 copies/ml and a pro-
gressively declining CD4+ T-cell count over time that had
gone below 350 cells/ul at least twice during the [irst eight
years of infection) and who had not previously received or
were not currently receiving antiretroviral drugs, were free of
symptoms and had not suffered opportunistic infections until
recruitment. For a few patients whose date of infection was
unavailable, this was assumed to be the midpoint between
the first positive and the last negative HIV-1 blood test [19].
We carefully checked that both HIV-1-infected patents and
healthy controls had no conditions known to damage mito-
chondria, such as smoking, alcohol abuse or liver disease,
and also that they were not taking drugs known to cause mi-
tochondrial derangement [7]. Informed consent was obtained
[rom each participant. The project was approved by the local
sthncal research commilttees.

We have already reported studies on the host genetic de-
terminants of the I, TNP state [40-43]. Our cohort is currently
made up of 76 carefully chosen individuals who fulfill the
criteria for LTNP mentioned above. Of these, 26 also satis-
fied the requirements for mitochondrial studies and agreed to
participate. With respect Lo previously untreated TP, we ran-
domly selected 27 patients who satisfied our predelined cri-
teria for TP and the requirements for mitochondrial studies
and who agreed to participate in the present study. As a con-
trol group we studied a sample of 31 healthy subjects re-
cruited from voluntary blood donors.

Collection of blood samples: After an overnight fast, 20
ml of blood obtamed {rom a peripheral vem was collected
Vacutamer™ EDTA tubes. PBMCs were 1solated by means
of Ficoll density gradient centrifugation (Histopaque®-1077,
Sigma Diagnostics, St. Louis, MO). After isolation, PBMC
were resuspended in phosphate-buffered saline (PBS) and
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stored [rozen at —80°C unul used m biochemical and genetc
delermmations. In our experience, less than 30 plalelets per
cell are present in the final suspension. Protein content was
measured according to Bradford’s method [5].

HIV-1 infection: This was diagnosed by a positive en-
zymoimmunoanalysis and confirmed by a positive Western-
Blot test.

Plasma HIV-1 viral load: This was determined by the
Cobas Amplicor HIV-1 Monitor Test v 1.5 using the CO-
BAS AMPLICOR system (Roche Diagnostics®, Basel,
Switzerland).

Assessment of blood CD4+ T-cell count: Samples were
analyzed m a flow cytometer FAC Scan (Becton Dickinson
Immunocytometry Systems®, San Jose, CA, UUSA). The data
acquired were analyzed using the Multiset program.

PBMC mtDNA content: An aliquot of PBMC was used
for extracting total DNA by a standard phenol-chloroform
procedure. For mtDNA quantification, the nuclear house-
keepmng 185 rRNA gene and the lighly conserved mito-
chondrial ND2 gene were amplilied separately by quantita-
uve real-tme PCR (LightCycler FastStart DNA Master
SYBR Green I, Roche Molecular Biochemicals®, Germany).
The complete methodology use in our laboratory has been
reported elsewhere [17].

Mitochondrial engyme activities: Another aliquot of
PBMC was used for the spectrophotometric analyses. Cur-
rently, 1solated MRC complex I and complex V activibies
cannol be assessed m whole cells, because the former 15 not
activated with decylubiquinone and because of the strong
oligomycin-insensitive ATPase activity of the latter [17].
Hence, we only determined the enzyme activities of com-
plexes TI (exclusively encoded by nuclear DNA), TIT and TV
(both partially encoded by mtDNA) following standard pro-
cedures proposed by Rushn ef al. [34] shghly modilied for
complex IV assessment [21]. In order to correct the enzyme
activities for any eventual difference m cellular mitochon-
drial content, absolute activities were corrected by citrate
synthase activity, which is considered to be a good marker of
the mitocondrial content [4,17,24,30].

Studies of apoptotic parameters in PBMC: To assess
overall (mitochondrial and extramitochondnal-dependent)
PBMC apoplolic activation, caspase-3 activily was measured
usimg the fluonmetric CaspACE Assay Sysltem (Promega,
TUSA). This was based on the fluorimetric detection of
amino-4-trifluoromethyl coumarin following proteolytic
cleavage of the synthetic substrate DEVD-amino-4-
trifluoromethyl coumarm [16]. PBMC were homogeneized
by 15 strokes of a 22G syrmge m cell “lysis bulfer” (25 mM
Hepes, 5 mM MgCI2, 5SmM EDTA, 5 mM DTT, 2mM
PMST, 101g/m] pepstatin A and 10 [lg/ml leupeptin) fol-
lowed by 3 cycles of freezing/thawing. The eytosolic ex-
lracts Lo be assayed were then collected after 10,000 x g cen-
trifugation for 20 min. Four hundred g protein, as deter-
mued by the Bradford Assay Kit (Bio-Rad), was used [or
the assays, which were performed according to the supplier.
Assay specificity was assessed using 50 pM M Z-VAD-
FMK, a fluoromethyl ketone-derivatized peptide inhibiting
caspase-3 (Promega, USA), winch 1 all the assays led o a
residual activity of less than 5% of the total activity detected.
Results were expressed as fluorescence relative units/mg
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protein. We also analysed apoptotic activation through mito-
chondnial pathways by measuring the cleaved, active form of
caspase-9 with a specific immunoblot assay [37]. Crude pro-
tein extracts containing 20 pg protein were mixed with 1/5
vol of a solution containing 50% glycerol, 10% SDS, 10%% 2-
mercaptoethanol, 0.5% bromophenol blue and 0.5 M Tris
(pH 6.8), incubated at 90°C for 5 min and electrophoresed on
0.1%% SDS/13% polyacrylamide gels. Proteins were trans-
ferred to polyvinylidene difluoride membranes (Immobilon-
P, Millipore, USA). Blots were probed with a rabbit poly-
clonal antibody specific for the 35 kDa cleaved, active form,
of human caspase-9 (Cell Signaling Technology 9505, Bev-
erly, MA, USA)(1:1000) and further probed with mouse
polyclonal antibodies for human Bel-2 (Santa Cruz Biotech-
nology sc-599, Santa Cruz, CA, USA)(1:500) and for f-actin
{(Sigma A5441, St Louis, ML, USA) (1:10.000). Quantitative
densitometric analysis of the active caspase-9 (35kDa), f3-
actin (47 kDa) and Bel-2 (26 kDa) immunoblot signals was
performed (Phoretics 1D Softward, Phoretic International
Ltd, Newcastle, UK). Active caspaze-9 immunoreactive sig-
nals were expressed either by P-actin to normalize for equal
cell protein loading or by Bel-2 to quantify the extent of ac-
tivation of PBMC mitochondrially-driven apoptosis for a
given amount of Bel-2. This constitutes a kind of apoptotic
index because it iz expressed as a ratio between an apoptotic
marker (caspase 9) and an antiapoptotic one (Bcl-2) as has
already been reported [25].

Statistical analpsis: In all experiments, TP and LTNP
data were presented as relative values with respect to those
of HC, which were arbitrarily assigned a value of 100%25. The
results in HIV-1-infected patients and controls were ex-
pressed as meantSEM and compared using the unpaired
Student’s T test, the one-way analysis of variance (ANOVA)
test for normally distributed data, and the Kruskal-Wallis test
when non-parametric tests were necessary. A linear regres-
sion was also performed to find relationships between the
quantitative variables. In all cases, a P value of less than 0.05
was considered to be statistically significant.

RESULTS

Characteristics of the Participants

We studied 84 individuals, of whom 53 were HIV-1-
infected (26 LTNP and 27 TP) and 31 HC. None had a per-
sonal or family history suggesting neuromuscular or mito-
chondnal disorders or were taking drugs known to provoke

Crovent HIV Resesvch, 2007, VoL §, No. § 469

mitochondrial derangement. All subjects had normal acid-
base equilibrium. The main demographic and clinical charac-
teristics of the groups are shown in Table 1. Men predomi-
nated in the HC and TP groups, while in the LTNP group the
gender distribution was balanced. This was of low signifi-
cance because the mtDNA content and MRC complexes for
male and female patients were similar in the three groups
defined (data not shown). As expected by the case definition
of LTNP and TP, these groups differed in duration of infec-
tion, CD4+ cell count and plasma HIV-1 viral load.

rtDNA content and mitochondrial enZyme activifies:
With respect to HC, the mtDNA content of TP decreased
(p=0.03), while that of LTNP remained unchanged (Fig. 1).
TP exhibited a decrease in MRC enzyme activities with re-
spect to healthy controls. This was statistically significant for
complex II (p=0.001) and complex III (p<0.01) (Fig. 1). In
contrast, the MRC enzyme activities of LTNP were not sig-
nificantly different from those of HC, with the exception of
complex II, which was 75% of that found in HC (p<0.01)
(Fig.1).

=3
=}

100

Relative values respect to
healthy controls (100%)
o
(=]

0
mtDNA content C-ll C-Ili C-lv

I Healthy controls
Typical progressors
[ 1Long-term non-progressors

Fig. (1). Mitochondrial parameters evaluated in present study. Re-
sults are expressed in mean + SEM. mtDNA: mitochondrial DNA
content; C-II: complex II activity, C-IIT: complex III activity; C-IV:
Complex IV activity. *: p<0.05 respect to healthy controls (HC); f:
p=<0.01 respect to HC; #: p=<0.001 respect to HC.

PEMC apoptotic studies: A sample of PBMC useful for
performing studies of apoptotic parameters, was available for
40 of the 53 HIV-1-infected patients (19 LTNP and 21 TP),
and for 20 HC. The main characteristics of these patients did

Table1l., Demographic and Clinical Characteristics of the Participants

Healthy controls TP LTNP
Number of patients 31 27 26
Ageinyears (mean + 5D) 41 11 38112 4219
Males : Females (n®) 22:9 21:6 13:13
Duration of infection in years (mean + 3D) 5747° 169+13°
CD4+T cell count/mm3 (mean + SD) 267 +92° J63 176 ¢
log: HIV RN A copies'mL (mean * $D) 4+09°*° 23108°

TP HIV-1-infected patients usual progressors.
LTNF: HIV-1-infected patients leng-temn non-progressors.
*p < 0.0001
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not differ from those of the group as a whole. We detected a
marked increase in caspase-3 activity in TP, which indicated
increased overall apoptosis activation (Fig. 2). There was a
similar increase in apoptotic activation involving mitochon-
drial pathways in TP because the cleaved, active form of
caspase-2 (a major effector of mitochondrially driven apop-
tosis), was four times higher in TP than in HC (p<<0.01 with
respect to HC and p<0.05 with respect to LTNP, Fig. 2).
Similar results were obtained when caspase-9 activity was
corrected by a given amount of Bel-2 levels. Conversely,
although for LTNP the quotients of all apoptotic markers
were higher than those of HC, they were located midway
between HC and TP values and did not reach statistical sig-
nificance (Fig. 2).

tT#

12004
11004

1000+
8007

4004
3001

Relative values respect to
healthy controls (100%)

Caspase-3 Caspase-9 Caspase-9/Bcl-2

I Healthy controls
Typical progressors
1 Long-term non-progressors

Fig. (2). PBMC apoptotic parameters evaluated in the present
study. Results correspond to caspase-3 activity (absorbance
units/mg protein) and to active caspase-9 (densitometric scanning
of the 35 kDa immunoblot signal for the cleaved caspase-9 referred
to the 47 kDa [3-actin signal or to the 26 kDa Bcl-2 signal). Data are
expressed as percentages of control values and are meantSEM. *:
Pp=0.05 with respect to healthy controls (HC), f: p<0.01 with re-
gpect to HC; T: p<0.001 with respect to HC; +: p<0.05 with respect
to long-term non-progressors (LTNP), #: p<0.01 with respect to
LTNP.

In correlation analysis involving all HIV-1-infected pa-
tients, we found a relationship between markers of mito-
chondrial damage and markers of apoptosis, which was more
manifest in the TP subgroup of patients than in LTNP sub-
group of patients. Fig. 3 illustrates one of these studies, and
shows an inverse relationship betweem mtDNA content and
caspase-9. Likewise, we found a mild correlation between
HIV-1 replication (measured as plasma viral load) and the
increase in mitochondrial damage (measured as both mtDNA
content and complex III activity) and apoptosis activation

(Fig. 4).
DISCUSSION

This study confirms that PBMC from HIV-1 infected
patients with uncontrolled infection (typical progressors)
have diffuse mitochondrial damage and show increased
apoptosis which at least involves the mitochondrial-
dependent pathway of apoptosis. It also shows that PBMC
from LTNP have more preserved mitochondria and lower
apoptotic activation than untreated TP despite the much
longer duration of their HIV-1 infection. Our data also indi-

110

Perafre efal

cate that, in HIV-1 infected patients, PBMC apoptosis medi-
ated by mitochondria correlates positively with mitochon-
drial damage and with the HIV-1 viral burden. Altogether,
our results suggest that there is a relationship between
FBMC mitochondrial damage and apoptotic activation, and
offer indirect evidence that such disturbances could be influ-
enced by the amount of viral burden. We recognize, how-
ever, some limitations to our study. First, it is a cross-
sectional design, so we are unable to determine cause-effect
relationships and, second, our findings in PBMC as a whole
may not necessarily reflect what occurs in CD4+ T-cells.
Moreover, we have chosen a set of experiments that closely
represent what happens in mitochondrial function, and take
into account the previously demonstrated effects of HIV-1
on such organelles, i.e. mtDNA depletion and decreased
MRC activities irrespective of whether they are or are not
encoded by mitochondrial DNA [22]. We acknowledge,
however, that a complete evaluation of mitochondnal func-
tions was not carried out, since we did not assess substrate
oxidation, mitochondrial membrane potential or ATP pro-
duction. Finally, the apoptosis analysis relied on caspase
measurements rather than apoptosis itself, but this enabled us
to distinguish between owverall apoptotic activation (shown
by caspase-3 activity) and mitochondria-dependent activa-
tion of apoptosis (shown by caspase-2 activation).

03

—@— Typical progressars; R2=0.30; p<0.05
) Long-term non-progressors; R2=0.05; p=0.41
e——Total HIV population; R*=0.00; p=0.10

Mitochondrial damage (mtDNA content)

0.00

Mitochondrially-driven apoptosis (caspase 9)

Fig. (3). Dots diagram and regression lines assessing the relation-
ship between caspase-9, as a surrogate marker of mitochondrially-
driven apoptosis, and mtDNA content, as a surrogate marker of
HIV-1-mitochondrial damage. Data show a relationship between
greater caspase-9 activity and lower mtDNA content. This relation-
ship is only statistically significant for typical progressors.

At present, there is a great deal of evidence to suggest
that HIV-1 facilitates the apoptosis of affected cells, leading
to various sorts of organ damage [3,8,14,33,38]. It has also
been proven that HIV-1-related mtDNA depletion and mito-
chondrial impairment are present even in PBMC of untreated
asymptomatic patients who already have a decreased CD4+
T-cell count [10,24]. Many HIV-1 proteins have been pro-
posed as being responsible for this. Among them, gpl20,
Tat, Nef and Vpr have been shown to cause dysregulation of
the Bel-2 family members expression, increase in mitochon-
drial-membrane permeabilization, cytochrome ¢ release, and
loss of mitochondrial transmembrane potential, all of which
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Fig {4} Dots diagram and regression lines assessing the relationship betwreen plasma viral load, as a sarrogate mavker of viral replicative
atvity, and miDH & content (top leff) and complex IIT (bottomm left), both as surrogate marker of mitochondrial damage, and caspase-S
atvaton, as a surnogate marker of mitochondsally=driven apoptosis (right). Data shos a relationship between greater viral load, lower
mtDH 4 contert and conplex O actvity, and greater caspase-? activity. This relaticnship 15 only statis ieally significant for mitochondrial
damagzewhen the HIV-1-infected population is considered as awhele.

lead to cell apoptosis [1-3,13,30,33,39]. It i reasonable o
aggume that there is a relationship between both processes
and the negathve relationship between apoptotic activity and
miDHA content agrees with this hypothesis. Additionally,
the negattve comelation between mtDMA content and apop-
tosiz iz greater for TP than for LTHFE (Fig. 3), which also
suggests that apoptosis has a role in the developrnent of mi-
tochondrial darnage . [tshould also be noted that an emerging
body of literature suggests a link betoeen LTHP and apopto-
siz dysregulation, and mutations within Vir fapact on the
mitochondriotoxic effects of this HIV-1-related jprotein
[1833] and can confer LTH P status.

With respect to caspase-9 activity, it has previously been
ghown that the HIV-1 protemm Vpr induces apoptosis of
FBMC through down-regulation of Bel-2 and ower-induction
of caspase [25]. The Brl-2 amount in mitochonda is more
indicative of the sensitivity of cells to actmrate apoptosis in
response to insults through pathwerays involving mitochondria

Tesi Doctoral de José Joaquin Peraire Forner

rather than the mitochondnalls-drieen apoptotic acttvity per
&, which is more clearly evidenced by other parameters such
as cagpase-9 activity, Our results agree with this scenaro
gince we found that activation of caspase-9 was higher in TP
than i LTHP (the wiral replication and mass of the former
are greater) and thatinour patients there was a trend fowards
a relationship between mitochondrially diiven apoptosis and
viral load.

Oy regults may also eventually explain the different im-
munologic slope of TP and LTHP over time. LTHNP are a
sabget of patients that show self-control of the disease, a low
HIV-1 wital burden and persistently elevated CDid+ T-cell
counts over many years [20]. The LTHF group presented
here were patients who had been Indng with HIV-1 forupto
15 wyears or even more, and had therefore been exposed to
HIV-1 products for a long time, though at low levels of in-
tensity. It should be noted that we provide evidence that the
HIV-1 wiral mass probably deterrnines mitochondrial darm-
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age smee low-mvasive HIV-1 mflection, which 1s what 1s
found in the LLTNF, produces less mitochondrial derange-
ment than that of TP (which have a markedly greater viral

Peraire et al.
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Com hem descrit detalladament en la introduccié d'aquesta tesi, la historia natural de la infeccid
pel VIH-1 varia ampliament entre els infectats. Des de fa alguns anys, un dels grups de pacients
infectats pel VIH-1 més atractius per I'estudi, degut a les seves peculiars caracteristiques, han
estat els LTNP.”%* L'existéncia d’aquest grup de pacients suggereix que alguns individus sén
capacos de contenir la multiplicacié del VIH-1, i per tant controlar la infeccid de manera natural.

Els factors que condicionen aquesta peculiar manera d’evolucié no sén ben coneguts.

Per aquesta rad, la nostra Unitat de Malalties Infeccioses i VIH/SIDA va encetar una linea de
recerca per estudiar els factors genetics de I'hoste que poden influir en la historia natural de la
infeccio. Entre aquest factors, el nostre grup ha dedicat els esforcos a I'estudi dels SNP genétics
dels coreceptors cel-lulars utilitzats pel VIH-1 i dels seus lligands les quimiocines, particularment
en el subgrup de pacients LTNP, de la poblacié espanyola de raga blanca. Tres estudis d'aquesta

tesi s'inclouen dins d'aquesta linea de recerca immunogenética.

D’altra banda, la constatacié en els darrers anys de que el VIH-1 pot induir dany mitocondrial en
les CMSP,'**1% que la disminuci® de IADNmt s‘associa a una disfunci6 mitocondrial

3§ que el mitocondri té un paper fonamental en la regulacié de I'apotosi,’*’ ha

generalitzada
motivat que la nostra unitat, juntament amb els altres centres participants, investigués la possible
relacid entre els danys mitocondrials induits pel VIH-1 i I'apoptosi en les CMSP, avaluant-ne la seva

influencia en l'estat de LTNP. El quart estudi d'aquest tesi esta emmarcat dins d'aquesta linea

d'immunopatogénia.
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Estudis immunogenetics.

Variant al-1elica SDF-1 3’A i influéncia sobre el risc d’infecci6 i la progressio de la

infeccio pel VIH-1.

El primer estudi d'aquesta tesi demostra que ser portador de la variant al-lélica SDF-1 3'A no
s'associa amb l'estat de LTNP en pacients espanyols blancs infectats pel VIH-1, i que tampoc
influeix en el risc d'infeccid. Aquestes troballes son independents de la preséncia de Ial'lel
CCR5A32. Tampoc s’ha observat cap relacié entre 'al*lel mutat, la carrega viral i el recompte de
limfocits CD4+ en els LTNP. Igualment, quan s'analitza el subgrup de controladors delit, tampoc

s'observa una associacio a aquesta variant al*lélica (dades no mostrades a la publicacid).

Sis estudis han avaluat el paper de les mutacions de SDF-1 en el subgrup de pacients LTNP amb
resultat contradictoris.*®>! Tres d’aquests estudis no tenien grup control,** la qual cosa dificulta
molt I'avaluacié de les seves dades. Només un d’aquests tres va demostrar una relacié de la
variant al‘lélica SDF-1 3’A i LTNP.* La dificultat d'interpretacié dels resultats deguda a I'abséncia
de grup control, és posada en evidéncia per les troballes del nostre estudi. Si ens fixem només en
els nostres dos subgrups de pacients infectat pel VIH-1, les nostres dades demostren que l'allel
mutat 3'A tendeix a estar menys present en els PT que en els LTNP, encara que les diferéncies no
son estadisticament significatives (p=0.08). Aix0, suggereix una tendéncia a l'associacié de la
variant al'lélica 3'A amb LTNP. Amb tot, quan comparem aquests subgrups d'infectats amb el grup
de controls sans, trobem que la prevalenca de I'al’lel mutat 3'A en els LTNP i controls sans és
similar (28%, 26,5% respectivament), perd és marcadament inferior en els PT (19%). Com
aquestes diferéncies no son significatives, el nostre analisi final conclou que les mutacions en el
locus SDF-1 no s'associen amb I'estat de LTNP. D'altra banda, els altres 3 estudis que analitzaven

[ 49-51
’

grup contro també ofereixen dades discordants, i cap dels tres va trobar associacié entre

la variant al*lélica 3'A i LTNP.
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Aixi doncs, una pregunta a plantejar-se és per quina rad no s’ha pogut reproduir la informacio
inicial de I'associacié del genotip homozigot 3'A amb progressié de la infeccid.* Cal destacar, que
aquest primer estudi suggeria un més fort efecte geneétic sobre la progressid, que el que va ser
trobat en els estudis segiients.* %! Com s’ha apuntat en altres llocs, el biaix en la selecci, aixi
com la diversitat de poblacié o raca en els estudis, son una explicacid plausible del perque els
primers estudis d’associacid geneética tendeixen a sobreestimar I'efecte que confereixen els SNP
genétics, un efecte que posteriors estudis han demostrat que es mes modest o inexistent.!** A més
a més, la baixa potencia estadistica d‘alguns d’aquest estudis motiva que ofereixin unes dades

inconsistents, contribuint a la falta de reproductibilitat.**

Finalment, no hi ha homocigots CCR5A32 a la poblacié analitzada i no hem trobat associacié entre
heterozigot CCR5A32 i LTNP, ja que la freqiiéncia d'aquest al'lel esta igual representada en els
LTNP i PT. Aixi doncs, no hem pogut reproduir el efecte protector de CCR5A32 sobre la progressio
de la infeccié que han trobat altres autors.?*?” Tanmateix, els nostres resultats estan d’acord amb
aquells dos estudis que no troben una associacid entre heterozigot CCR5A32 i retard en el
deteriorament immunologic, en pacients infectats pel VIH-1 usuaris de drogues per via
parenteral.'*”"1*® Cal destacar, que la majoria dels nostres pacients van adquirir la infeccié pel VIH-
1 a través de I'ls compartit d’agulles o xeringues, i que la via de transmissié és un dels

11 la evolucid de la infeccid, de manera

determinants majors de la resposta immune vers el VIH-
que és plausible que la influéncia dels factors genétics sobre la progressié depengui de la via de
transmissié. Com s’ha explicat a la introduccié d'aquesta tesi (seccid 1.3.2; pagina 29), en la
transmissio sexual el virus utilitza, per entrar a les cél'lules que infecta, principalment el coreceptor
CCR5, degut a la sintesis incrementada de SDF-1 per part de les cél-lules presentadores i de

I'epiteli vagina i intestinal, induint un bloqueig del coreceptor CXCR4, mentre que en la transmissio

per via parenteral el VIH-1 pot utilitzar més facilment qualsevol dels dos coreceptors.
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Polimorfismes en el promotor del gen de la quimiocina RANTES , risc d’infeccio pel

VIH-1i LTNP.

En el segon dels estudis d’aquesta tesi es demostra I'abséncia de relacié entre els SNP -28C>G,
-109T>C, i -403G>A en el promotor del gen de la quimiocina RANTES i els pacients no
progressadors o progressadors lents, en una cohort d’espanyols blancs que van adquirir la infecci6
pel VIH-1, majoritariament , a través de |"is compartir de agulles o xeringues (Us de drogues per
via parenteral). Aquesta falta d'associacid6 es manté quan analitzem el subgrup de pacients
controladors d‘elit (dades no mostrades a la publicacid). Tampoc es troba diferencies en el genotip
i la distribucid al'lelica entre el grup d'infectats pel VIH-1 i els controls sans, no evidenciant cap
genotip o haplotip que predisposi o protegeixi de la infeccid pel VIH-1. Aquestes troballes son

independents de la preséncia de I'al'lel CCR5A32.

Treballs previs han estudiat la influéncia dels SNP en la regié promotora de RANTES sobre la

epidemiologia i la historia de la infeccié pel VIH-1,>2%91%0

pero a diferéncia del nostre estudi, cap
s'ha realitzat en pacients LTNP. Els resultats d’aquests estudis son contradictoris i depenen de la
poblacié analitzada. Aixi doncs, s’ha vist que la preséncia de I'al'lel mutat -403A incrementa la
susceptibilitat a la infeccid pel VIH-1 en americans de raca blanca®®* i xinesos Han,> perd no en
japonesos®?, espanyols (com al nostre estudi),®® o en altre cohorts estudiades.>’>° Altres autors
han trobat que I'al*lel salvatge -403G s’associa a un increment de la susceptibilitat de la infeccié en
individus xinesos.™® Si més no, els resultats d’aquests treballs s’han d'interpretar amb molta cura,
ja que alguns dells, com passa en el nostre treball, no comptaven amb un grup control de
persones repetidament exposades no infectades (ENIs), formant part del grup control donants de
sang amb desconegudes practiques de risc per adquirir el VIH-1, la qual cosa suposa una limitacid
per a poder avaluar la verdadera influéncia d’aquestes variants genéetiques en la modulacié del risc
d'infeccid. Aixi doncs, es molt probable que en les persones infectades pel VIH-1, les practiques de

risc eclipsen el possible efecte protector d’algun particular genotip o haplotip de RANTES. En

aquest sentit, un estudi recent en persones de raga blanca, no troba diferéncies en el genotip de
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RANTES entre persones infectades pel VIH-1 i ENIs,” suggerint que les variants al*léliques de

RANTES no tenen un paper predisposant o protector vers la infeccié VIH-1.

Entre les persones infectades, i en relacié a la progressid de la infeccio, I'allel mutat -403A s’ha
associat amb una descens més lent de limfocits CD4+ i una progressid més lenta a SIDA en
algunes cohorts multiétniques®>*. La informacié sobre la poblacié japonesa es discordant, per qué
alguns estudis no troben cap efecte® i altres troben alentiment de la progressid.>® Altres estudis en
subjectes americans d’origen africa troben que homozigots per haplotips de RANTES que contenen
I'al"lel salvatge -403G presenten una carrega viral baixa en fases inicials de la infeccio
comparades amb la que presenten altres haplotips, anticipant una més lenta progressio de la
infeccid.’® D'altra banda, la influéncia de I'al'lel mutat -28G sobre la progressid de la infeccio,
també depén de les &tnies, amb estudis que van des de cap efecte en una cohort multiétnica,* a

5258 i rapida progressié a SIDA en xinesos.' Aqui tampoc cap dels

progressio lenta en japonesos,
estudis analitzats, s’han adrecat a LTNP com en el nostre estudi. El resultats del nostre treball
indiquen que les variants al*leliques de RANTES no modulen la evolucié d'aquest particular subgrup
de pacients infectats pel VIH-1. Encara que l'allel mutat -28G va ser més freqiient en els LTNP
que en els progressadors tipics (5% vs. 2%), la diferéncia va ser estadisticament no significativa.

No obstant aix0, reconeixem que degut al nombre petit de pacients estudiats, I'analisi estadistic té

poca potencia, ja que la poténcia de la comparacio va ser menor del 40%.

Quan comparem les dades obtingudes en aquest treball amb les de la literatura, trobem que la
influéncia de les variants al*leliques del promotor del gen RANTES sobre el risc de infeccio pel VIH-
1i la progressid de la infeccid varia ampliament i depén de l'origen dels subjectes estudiats. De
fet, les dades de la distribucid dels haplotips de RANTES en els nostres pacients, estan
estretament relacionades amb les dades de cohorts de persones de raca blanca,>® perd s6n molt
diferents de les dels asiatics.>” Aixd fa plausible la hipotesi que la influéncia del genotip RANTES

pot ser variable en els diferents grups étics.
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Finalment, no hem trobat associacié entre heterozigot CCR5A32 i LTNP, ja que la frequiéncia
d’aquest al*lel no esta incrementada en aquest subgrup de pacients, com ja hem comentat en el

nostre primer estudi.

Polimorfismes de la regié que codifica pel domini C-terminal CXCR4 en espanyols

blancs.

Els resultats del tercer estudi d’aquesta tesi, demostren una abséncia de mutacions en la regio que
codifica pel domini intracel*lular C-terminal del coreceptor CXCR4 en una cohort d‘espanyols blancs

infectats pel VIH-1 i no infectats.

La informacié disponible actualment sobre el paper dels SNP de CXCR4 sobre la historia natural de
la infeccidé pel VIH-1 és escassa. En la poblacié blanca, només un estudi va trobar 2 mutacions, les
quals no modulaven el risc d'infecci6.?® Estudis posteriors també realitzats en la poblacié blanca, no
van detectar variants al‘léliques en diferents regions codificants del gen.?’® Aixd es consistent
amb les troballes del nostre estudi, també realitzat en poblacid blanca. Tanmateix, Liu i
col*laboradors,® van trobar fins a set SNP en un rastreig de CXCR4 en la poblacié Xinesa Han,
encara que el seu significat funcional i associacions no van ser avaluats. Les dades més recents,
proporcionades per Petersen i col*laboradors,* detecten mutacions no significants en sud-africans

de descendencia Xhosa.

Tot plegat, suggereix que la distribucié de les variants al*léliques de CXCR4 poden diferir segons
I'étnia. Aixi doncs, fins a l'actualitat, no es coneixen mutacions en el gen CXCR4 que alteri el risc
d'infeccié pel VIH-1 o modulen la progressi6 de la infeccid, almenys en diverses poblacions

blanques i en sud-africans de descendéncia Xhosa.
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Estudi immunoatogenic.

Danys mitocondrial i apoptosi en CMSP.

L'dltim estudi d’aquesta tesi confirma que les CMSP dels pacients infectats pel VIH-1 amb una
infeccid no controlada (progressadors tipics) presenten un dany mitocondrial difds, i demostra un
increment de I'apoptosi que, almenys, implica a la via mitocondrial de la mateixa. També
demostra que les CMSP dels LTNP tenen els mitocondris més preservats, i presenten una menor
activacié apoptotica que els PT no tractats, malgrat el més llarg temps de la seva infeccié pel VIH-
1. Les nostres dades també indiquen que, en les CMSP dels pacients infectat pel VIH-1, 'apoptosi
mediada pel mitocondri es correlaciona positivament amb el dany mitocondrial i amb la carrega

viral del VIH-1.

Malgrat tot, hem de reconéixer que el nostre estudi presenta una série de limitacions. En primer
lloc, es tracta d’un estudi transversal, la qual cosa no permet establir una relacid causa-efecte. En
segon lloc, les troballes en les CMSP no han de reflectir necessariament el que passa en el limfocits
CD4+. No obstant aix0, nosaltres hem elegit una bateria d'experiments que representen
estretament el que succeeix en la funcié mitocondrial, i hem tingut en consideracio els efectes
demostrats previament del VIH-1 sobre aquests organuls, com per exemple, la deplecié de
I’ADNmt i la disminucié de l'activitat de la CRM, codificada o no per 'ADNmt.'** Tanmateix,
nosaltres reconeixem que no hem realitzar |'avaluacié completa de la funcié mitocondrial, ja que
no es van determinar els substrats d'oxidacio, el potencial de la membrana mitocondrial o la
produccié d’ATP. Finalment, I'analisi de I'apoptosi s’ha realitzat mesurant les caspases més que
I'apoptosi per se, la qual cosa ens permet distingir entre I'activacié apoptotica global (demostrada
per l'activitat de la caspasa-3) i 'activacié de l'apoptosi depenent del mitocondri (demostrada per

I'activacié de la caspasa-9).
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Actualment, hi han moltes evidencies que suggereixen que el VIH-1 facilita I'apoptosi de les
cél-lules que infecta, produint danys a diferents organs.'®>?*® D'altra banda, s’ha demostrat
I'existéncia d'una correlacié entre el VIH-1, depleci6 d’ADNmt i disfuncié mitocondrial en CMSP de
pacients asimptomatic no tractats, els quals han presentat una disminucié de limfocits CD4+.1391%
Com hem comentat anteriorment (seccié 1.3.4; pagina 33), diverses proteines del VIH-1 en son
les responsables. Aixi doncs, és raonable assumir que existeix una relacié entre tots dos processos
i una correlacié negativa entre |'activitat apoptotica i el contingut de ADNmt, d’acord amb aquesta
hipotesi. Addicionalment, nosaltres hem trobat que aquesta negativa correlacié entre el contingut
d’ADNmt i I'apoptosi és més gran pels PT que per als LTNP, la qual cosa suggereix que I'apoptosi
té un paper en el desenvolupament de toxicitat mitocondrial. Cal destacar, que estudis publicats
suggereixen una relacid entre LTNP i disregulacié en l'apoptosi, de manera que mutacions dins

Vpr tenen un impacte sobre els efectes toxics mitocondrials d’aquestes proteines relacionades amb

el VIH-1,>>* poden conferir I'estat de LTNP.

Respecte a la caspasa-9, ha estat préviament demostrat que la proteina Vpr del VIH-1, indueix
apoptosi de CMSP mitjangant una baixa regulacié de Bcl-2 i una excessiva induccié de les

138 g'ha de considerar que, la quantitat de Bcl-2 en el mitocondri és més indicatiu de la

caspases.
sensibilitat de les cél'lules a I'activacié de l'apoptosi a través del mitocondri en resposta a una
injuria, que de l'activitat apoptotica mitocondrial per se, la qual es més clarament evidenciada per
altres parametres, com es |'activitat de la caspasa-9. El nostres resultats estan d’acord amb aquest

escenari, ja que l'activacié de la caspasa-9 va ser més elevada en els PT que en els LTNP, amb

una tendéncia cap a una relacié entre 'apoptosi per via mitocondrial i la carrega viral.

Les nostres dades poden eventualment explicar parcialment la diferent evolucid immunologica
entre els PT i els LTNP al llarg del temps. Els LTNP han estat exposats als productes del VIH-1
durant molt temps, a una intensitat baixa. Cal destacar, que nosaltres proporcionen evidencia que
la massa viral del VIH-1 probablement determina el dany mitocondrial, ja que una infeccio pel
VIH-1 menys invasiva, com passa en els LTNP, produeix dany mitocondrial més lleu que la

infeccio dels PT (els qual tenen una massa viral més elevada). La majoria de les alteracions
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159,160 161-163

mitocondrials adquirides per toxics o0 induits per drogues, €s creu que estan relacionats
amb la quantitat del inocul i la duracié de la exposicid. En aquest sentit, un estudi inicial de
diverses dades de funcié mitocondrial en LTNP, va trobar una disminucié de la generacié de
superoxid i un potencial transmembrana preservat. Aquestes dades van ser consistents amb una
funcio de la CRM preservada, la qual cosa es va associar amb una disminucio de la ratio d’apoptosi
CD4+ i CD8+.1% En aquest estudi, els pacients del grup comparador havien progressat a SIDA i
havien rebut zidovudina, per la qual cosa no es pot excloure, que aquesta droga no tingui un

efecte acumulatiu negatiu sobre els parametres mitocondrials.!®® No obstant aquest biaix, els

nostres resultats sén consistents amb els de Moretti i col.laboradors.'®*

Aixi doncs, es pot especular que probablement els LTNP no arribin al llindar acumulatiu que
requereixen els insults per a produir un significatiu danys mitocondrial. Sense considerar els
mecanismes finals implicats en aquest canvis, nosaltres podem concloure que els pacients infectats
pel VIH-1 LTNP tenen una més baixa apoptosi per via mitocondrial i més preservat el mitocondri

que els TP.
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8. Conclusions
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Les conclusions dels treballs d’aquesta tesi s'enumeren tot seguit.

Estudi 1: “La falta d’associaci6 de la variant al-lelica SDF-1 3’A amb infecci6 pel VIH-1

no progressiva s’estén més enlla de 16 anys”.

1. El polimorfisme SDF-1 3'A no és un determinant d‘infeccié pel VIH-1 no progressiva en pacients
espanyols blancs. La falta d'influéncia sobre la progressio de la infeccid pel VIH- 1 s’estén més

enlla de 16 anys.

2. La variant al'lélica SDF-1 3'A no modula en el risc d'infeccié pel VIH-1 en pacients blancs

espanyols.

3. No existeix cap relacié6 entre el polimorfisme SDF-1 3'A, la carrega viral i el recompte de

limfocits CD4 en els LTNP.

4. En la poblacié espanyola caucasica en la que el factor de risc d'adquisicié pel VIH-1 majoritari
és I's de drogues per via parenteral, l'al’lel CCR5A32 no modula el risc d'infeccidé ni la

progressio de la malaltia.

Estudi 2: “Els polimorfismes en el promotor del gen de la quimiocina RANTES no

s’associen a infeccio pel VIH-1 no progressiva de més de 16 anys d’evolucio”.

1 En la poblacid espanyola de raca blanca, els polimorfismes en el gen promotor de la
quimiocina RANTES -28C>G, -109T>C, i -403G>A no s'associen amb infeccié per VIH-1 no

progressiva i per aquest motiu no modulen aquesta particular manera d’evolucio.
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2 Les variants al*léliques de RANTES no tenen un paper predisposant o protector vers la infeccio

VIH-1 en la nostra poblacid, encara que falta un grup control de ENIS.

3 No existeix cap relacié entre els polimorfismes -28C>G, -109T>C, i -403G>A en el promotor

del gen de la quimiocina RANTES, la carrega viral i el recompte de limfocits CD4 en els LTNP.

Estudi 3. “Absencia de polimorfismes de la regié C-terminal de CXCR4 en espanyols

infectats pel VIH-1 i en no infectats”.

1. No existeixen mutacions en la regid que codifica pel domini intracel*lular C-terminal del
coreceptor CXCR4 en una cohort d'espanyols de raca blanca infectats pel VIH-1 i no infectats, que

alteri el risc d'infeccié pel VIH-1 o modulen la progressié de la infeccid.

Estudi 4. "Els pacients infectats pel VIH-1 no progressadors (LTNP) tenen un dany
mitocondrial més lleu i una menor apoptosi aconduida pel mitocondri en les cel-lules

mononuclears de sang periférica que els progressadors tipics”.

1. Els pacients infectats pel VIH-1 LTNP tenen un dany mitocondrial més lleu en les CMSP que els

TP no tractats, malgrat el temps més llarg d'infeccié pel VIH-1.

2. Els pacients infectats pel VIH-1 PT tenen una activacié de la apoptosi més gran en les CMSP

que els LTNP i controls sans.

3. En les CMSP dels pacients infectats pel VIH-1 PT, el dany mitocondrial es correlaciona
positivament amb I'apoptosi mediada pel mitocondri i amb la carrega viral del VIH-1. Aquesta

correlacio és lleu o no esta present en els LTNP.
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