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CONTEXTE ET PROBLEMATIQUES



INTRODUCTION

1.1  Virus pE L’HEpATITE C (VHC) ET RESISTANCE AU TRAITE-

MENT

Le Virus de ’Hépatite C (VHC) est un virus a ARN hépatotrope qui occasionne des
dommages progressifs au foie pouvant étre responsables de cirrhose hépatique et de car-
cinome hépatocellulaire. Globalement, 71.1 millions de personnes ont une infection chro-
nique [ ]. Dans les pays a forte prévalence du VHC, les facteurs de risque
majeurs de cette infection virale liée au sang sont 1’'usage sans précautions de drogues in-
jectées et les actes médicaux non stériles (infection iatrogene). La procédure diagnostique
virologique inclut la recherche d’anticorps anti-VHC dans le sérum, la détection d’ARN
VHC, la détermination du génotype et du sous-type viral et, plus récemment, 1I’évaluation
de la présence de mutations de résistance (substitutions nucléotidiques dans le génome vi-
ral entrainant la résistance au traitement). Divers agents antiviraux directs (Direct-acting
Antiviral Agents (DAAs)) ont été développés pour cibler 3 protéines impliquées dans les
étapes cruciales du cycle de vie du VHC : la protéase NS3/4A, la protéine NS5A et la
protéine NS5B, ARN polymérase ARN-dépendante. La combinaison de deux ou trois de
ces DAAs peut éradiquer I’infection a VHC (définie par une réponse virologique (ab-
sence d’ARN) soutenue 12 semaines apres traitement) dans plus de 90% des patients, en
incluant les populations qui ont été difficiles a traiter par le passé. Avant I’arrivée des

agents antiviraux directs apres 2011, I’association Interféron pegylé - Ribavirine était le
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standard de traitement. Parmi les patients suivis pour une hépatite C chronique, 40% de
ceux présentant un génotype 1 et 80% de ceux présentant un génotype 2 avaient une ré-

ponse virologique soutenue sous ce traitement au prix d’effets indésirables importants

[ Ik

Malgré cette proportion élevée de patients guéris par une combinaison de DAAs, la
résistance aux agents antiviraux directs anti-VHC est une cause importante d’échec
de traitement (jusqu’a 15% des patients selon le groupe du patient et son traitement
[ ]). La présence de variants viraux résistants aux inhibiteurs de NS5A
en pré-traitement est associée a de plus faibles taux de guérison virologique dans certains
groupes de patients, notamment ceux qui présentent un génotype la ou 3a, une cirrhose
et/ou qui étaient non-répondeurs aux traitements de premiere génération (a base d’interfé-
ron pégylé). Les virus résistants aux DAAs dominent généralement au moment de I’échec
virologique (le plus souvent a la rechute). Les virus résistants aux inhibiteurs de protéase
NS3-4A disparaissent du sang périphérique en quelques mois alors que les virus résis-
tants aux inhibiteurs de NS5A persistent pendant des années. Il existe des traitements de
seconde ligne mais les stratégies de traitement de premiere ligne devraient étre optimi-
sées pour prévenir efficacement I’échec de traitement dii a une résistance aux anti-VHC
[ 1& ([ , Table 2 - Liste des substitutions associées a une
résistance connue (substitutions d’acides aminés signalées pour réduire la susceptibilité

de différents génotypes ou sous-types du VHC aux DAAs)].

1.2 LA NOTION DE QUASI-ESPECE

Chez un patient, le VHC présente une distribution de population virale dite «quasi-espece»
virale. Introduite en 1977 [ ], cette notion de quasi-espece désigne une
distribution bien définie de mutants générés par un processus de mutation/sélection. La
sélection n’agit pas sur un seul mutant mais sur la quasi-espece dans sa globalité. Les

populations virales comme le VHC et le VIH (Virus de I’Immunodéficience Humaine)
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ont été appelées quasi-especes pour souligner leur hétérogénéité génétique étendue. La
propriété de quasi-espece de ces virus a formé la base d’un modele qui permet d’expliquer

le mécanisme de pathogenese de ces virus chez I’humain [ ].

Pour Eigen, une quasi-espece est définie par la distribution de mutants -ou «especes»
moléculaires étroitement liées- en équilibre générés par un processus spécifique de mu-
tation/sélection décrivant la réplication erronée d’acides nucléiques (en 1’occurrence ici

I’ARN, cf. Figure 1.1).

) ¢ 2 +
Qy D+ 0 -
f Q'.',r
J
-+ B e —" . 4
A X —— A X o X; X
Q.rr,l
D+ D +

FiGure 1.1 — Une vue moléculaire de la réplication et de la mutation. Le systeme de répli-
cation E (violet), communément une simple molécule réplicase -comme dans la réaction
en chaine par polymérase (PCR)- ou un complexe multienzymatique se lie a la molécule
d’ADN ou ARN matrice (X;, orange) pour former un complexe de réplication E - X; et
se réplique a un taux f;. Lors du processus de copie de la matrice, des erreurs de répli-
cation menent a des mutations. La réaction mene a une copie correcte a la fréquence Qj;
et a un mutant X; a la fréquence Qy;. Communément, nous avons Q;; > (Qy; pour tout
k # j. En d’autres termes, la réplication correcte I’emporte sur la formation de mutants.
La steechiométrie de la réplication nécessite Y7, Q;; = 1, étant donné que le produit doit
étre soit correct soit incorrect. La réaction est terminée par la dissociation complete du
complexe de réplication. La somme de tous les monomeres activés est désignée par A.
Une conséquence du modele est la factorisation des contributions du taux de réplication
et de la fréquence des mutants : wy; = Q- fj [ ]

Soit n diftérentes séquences d’acides nucléiques 1y, I», ..., I, qui peuvent servir de ma-
trices pour la réplication. Chaque variant est caractérisé par une séquence nucléotidique
spécifique. Cette séquence nucléotidique peut déterminer le taux de réplication d’un va-
riant donné. Les taux de réplication des variants Iy, I, ..., I, peuvent étre exprimés par
ai, ay, ..., a,. Ces quantités représentent les valeurs sélectives de chaque mutant (firness).

En I’absence de mutation, le variant avec le taux de réplication/fitness le plus élevé croitra
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le plus rapidement et constituera a terme de facon homogene toute la population.

Le résultat de la sélection dans ce monde sans erreur est donc une population homogene
constituée par le variant se répliquant le plus rapidement. Cependant, la réplication n’est
pas sans erreur. Par conséquent, il est nécessaire de définir la probabilité Q;; que la ré-
plication (erronée) de la matrice /; ait pour résultat la production de la séquence I;. Les
quantités Q;; pour i = 1,2, ...,net j = 1,2,...,n forment ce que I’on appelle la matrice de

mutations.

Un systeme d’équations différentielles ordinaires décrit 1’évolution temporelle de la popu-
lation de ces séquences d’acides nucléiques. Le taux de croissance d’un variant spécifique,

par exemple /;, peut &tre écrit comme
dxi/dt = a1 QX1 + a2 Q1% + ... + @, Q1n Xy
avec xi, xp, ..., X, les tailles de populations de variants /1y, I, ..., I,

Les nouvelles particules de variant /; peuvent étre formées par réplication sans erreur de
I1;. Cela se produit au taux de réplication a; et a la probabilité Q;,. Le taux global est
par conséquent donné par a; Q;;x;. La réplication avec erreurs de tous les autres mutants
I, ..., I, peut aussi conduire a de nouvelles particules /;. Cela est représenté par les termes
de croissance a, Q1px, + ... +a, 01, x, dans la précédente équation. De la méme facon, nous
pouvons écrire le taux de production de n’importe lequel des autres variants pour obtenir

le systeme complet d’équations différentielles suivant

n

dxi/dt = Z(lel’ij - x,ﬁ

J=1

avec n n
7= > a3
1

k=1

a est le taux de réplication/fitness moyen de la population et le terme — x;a est la pour

conserver une taille de population ¢ = )\, x; constante (dc/dt = Y, dx;/dt = 0).

Dans ce contexte, la population ne va plus seulement €tre constituée par la séquence crois-

sant le plus rapidement mais par 1’ensemble global de mutants présentant des taux de
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réplication différents. Cet ensemble de mutants est la quasi-espece.

On peut réécrire le systeme d’équations différentielles précédent comme suit
dx/dt = WX — f(0)X

avec X le vecteur contenant les densités de population des séquences individuelles
X= (X1, X2, e X)

La matrice W contient les taux de réplication et les probabilités de mutation

aQn 012 -+ a0
a0y a20»n -+ a,0oy

alin a2Qn2 anan

et f(X) = Z":aka/Z"]Xk

=1 k=1
En négligeant le terme de conservation de taille de population, la distribution de mutants

en équilibre peut ainsi étre déduite en calculant les valeurs et vecteurs propres de W,

probleéme classique en algebre linéaire

Wx =A%

La quasi-espece peut ainsi étre définie mathématiquement par le vecteur propre dominant
X = (x1,xy,..., x,) correspondant a la plus grande valeur propre A,,, de la matrice W.
Ce vecteur propre X (conservation de la «direction géométrique» a 1’équilibre) décrit la
structure de population exacte de la quasi-espece ; chaque mutant /; est présent dans la

quasi-espece avec une fréquence x;. La plus grande valeur propre est exactement le taux

de réplication moyen de la quasi-espece
/lmax = Z a;x;
avec ) x; = 1

La fréquence d’un variant donné dans la quasi-espece ne dépend pas de son taux de ré-
plication seulement mais aussi de la probabilité qu’il soit produit par réplication avec

erreurs des autres matrices et leurs fréquences dans la distribution de quasi-espece. Par
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conséquent, la séquence individuelle /; avec son taux de réplication a; n’est plus la cible
de la sélection. La quasi-espece elle-méme est la cible de la sélection dans un proces-
sus de mutation/sélection. Malgré ce que 1’on considere habituellement, une quasi-espece
est en mesure de guider les mutations. Bien que 1’acte de mutation reste intrinsequement
stochastique, la sélection opere sur la structure de la quasi-espece globale laquelle est
adaptée au «fitness landscape» (relation entre les génotypes et les taux de réplication).
Par conséquent, I’évolution peut étre guidée vers les pics de cette firness landscape sim-
plement par le fait que les mutants a haut taux de réplication auront plus de descendants

que les mutants a bas taux de réplication.

1.2.0.1 SEUIL D’ERREUR DE REPLICATION

Une autre notion importante dans la théorie des quasi-especes est le seuil d’erreur de
réplication. Si la réplication était sans erreur, aucun mutant ne serait produit et aucune
évolution ne serait possible. Toute évolution serait aussi compromise si le taux d’erreur
de la réplication était trop élevé (seules quelques mutations menent a une amélioration
de I’adaptation, la plupart menant a une détérioration). La théorie des quasi-especes nous
permet de quantifier la précision minimale de réplication qui maintienne 1’adaptation (cf.
Figure 1.3).

a/ bmﬁﬁ c 10 110 g 100 1100
0100,
0 00 01 000 010 0000 1101

1001
1010 1110,

101 111

0001 o101
0110

001 011 0010 1111

1011

0011 o111

Ficure 1.2 — Exemple d’espace de séquences - chaque point représente une séquence
unique et le degré de séparation entre points reflete leur degré de dissimilarité - dans cet
exemple, nous considérons de petites s€équences de valeurs binaires (0 ou 1) de longueur
1 (a), 2 (b), 3 (c) et 4 (d, hypercube de 4 dimensions). Les espaces de séquences pour les
génomes viraux sont bien plus complexes car ils impliquent des séquences de milliers de
positions chacune pouvant accueillir 1 sur 4 nucléotides différentes. [ ]

Nous considérons pour cela un ensemble d’approximations afin d’obtenir les expressions
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OF WILD TYPE REPLICATION

FiGure 1.3 — Impact du taux d’erreur du processus de réplication sur la dynamique de po-
pulation d’un virus - Représentation d’une population virale dans 1’espace de séquences
(cf. Figure 1.2) - réplication sans erreur (a), réplication a taux d’erreurs élevé (b), réplica-
tion a taux d’erreurs intermédiaire (c) [ ]

d’une solution analytique suffisamment précise pour les applications les plus courantes
[ ]. La premiere approximation consiste a ne considérer que la géné-
ration des mutants a partir de la souche sauvage ou la séquence la plus fréquente («sé-
quence maitre») et a négliger toute génération retour du mutant au sauvage/a la séquence
la plus fréquente ainsi que le passage d’un mutant a un autre («zero mutational back-
flow»). La seconde approximation consiste a relacher la contrainte sur la taille de popula-
tion constante et a ne pas compenser toute modification du taux de mutation. On désignera

cette approche avec ces approximations par «approche phénoménologique».

Le taux de mutation p pour chaque nucléotide est considéré indépendant de la position
dans la séquence («taux d’erreur uniforme»). La probabilité de réplication sans erreur est

la méme pour toute séquence X; et est exprimée par
Ou=0=(1-p)
pour tout k = 1, ...,n; avec [ la longueur de la séquence polynucléotidique

Ainsi, pour une réplication sans erreur (p = 0), toutes les copies sont correctes (Q = 1).
Dans le cas contraire (p > 0), la fraction des réplicats corrects diminue de facon monotone

avec I’augmentation du taux de mutation p (cf. Figure 1.4).

La fréquence des copies avec erreurs X; s’exprime par

Qjx = (1= p)-p'n = Qs
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FiGure 1.4 — Le seuil d’erreur. La fréquence stationnaire de la séquence maitre X, est
fonction du taux de mutation local p. Dans le cadre de 1’approximation «zero mutational
backflows, la fonction Xx,,(p) est pratiquement linéaire dans 1I’exemple particulier montré
ici. Dans I'insert, I’approximation (noir) est montrée avec la solution exacte (rouge). Le
taux d’erreur p a deux limitations naturelles : (i) La limite de précision physique du pro-
cessus de réplication prévoit une limite inférieure pour le taux de mutation, et (ii) le seuil
d’erreur définit une précision de réplication minimale requise pour supporter la transmis-
sion de I'information génétique et fixe une limite supérieure pour le taux de mutation.

[ ]

e=p/l-p
avec

d i 1a distance de Hamming entre 2 séquences X; et X
La distance de Hamming est le nombre (minimum) de positions auxquelles les 2 sé-
quences different. Avec ces approximations et notations, il est simple de calculer la

. . . . A 2 ~(0
concentration stationnaire de la séquence maitre X, que nous représentons par £ :

(0 _
o0 -o!
Jm
Op = —
ot . 2(0)
avec ? — i=1,i#m J 1Y}
-m ~ 0
c— X,
A n ~(0)
¢=Yin &

Nous précisons des concentrations stationnaires par un chapeau et 1I’approximation zero

mutational backflow par un exposant «(0)». Le fitness moyen des mutants est désigné par



1.2 LA NOTION DE QUASI-ESPECE 10

f_,, et par conséquent la supériorité¢ du maitre vis-a-vis des mutants en terme de fitness

par le rapport 0,,. De la méme maniére, nous obtenons pour les mutants X; :

20 _ gy I 0

J fm_fjm

En substance, la fréquence a laquelle un mutant est présent dans la quasi-espece dépend

ocQ—o':nl

de 2 quantités :
— la distance de Hamming d,, entre la séquence X et le maitre X,, (plus la séquence
est proche du maitre, plus sa part dans la distribution stationnaire est élevée)
— la différence de fitness entre X,, et X (plus le fitness du mutant est élevé, plus sa
fréquence dans la quasi-espece est élevée)
En conséquence, une quasi-espece n’est pas une collection arbitraire de variants mais une
distribution trés ordonnée avec une séquence maitre au centre entourée d’un nuage de

mutants dans 1’espace de séquences.

Dans le cadre de I’approche phénoménologique, la concentration stationnaire de la sé-
quence maitre ainsi que celles des mutants présentent un facteur (Q — ;') qui exprime
la dépendance des concentrations sur le taux de mutation p. Cette dépendance est levée
si la condition (Q = o,!) est remplie. Le taux de mutation p,,,, correspondant est calculé

simplement :

no,, N no,,
ou lmax ~

[ p

Effectivement, une quasi-espece conventionnelle existe seulement dans I’intervalle

0=~ puar) = 0',;11 ce qui donne  pux X

0 < p < Puax

A des taux de mutation plus élevés que la valeur seuil, nous n’obtenons aucune informa-

tion sur la nature de la solution a long terme du systeme de réplication-mutation dans le

cadre de I’approche phénoménologique. Le phénomene du taux de mutation maximum tel
2z . sz . 7z 7z 24 2 Z : b b

que décrit par 1’équation précédente a été appelé le «seuil d’erreur» : afin d’assurer une

stabilité au cours de 1I’évolution de I’information génétique stockée dans les séquences

d’acide nucléique, I’inexactitude de la réplication ne doit pas excéder une certaine valeur

critique définie par la longueur de la séquence [ et la supériorité de la séquence maitre
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o . Alternativement, pour une précision de la réplication donnée, le seuil d’erreur définit
une certaine longueur de chaine polynucléotidique /,,,, qui ne peut pas étre dépassée sans

mettre en péril I’héritage de I’information génétique.

Il s’agit d’ailleurs du mode d’action supposé mais non démontré de la ribavirine sur
les virus a ARN, utilisée en particulier dans le traitement du VHC : elle aurait une
activité mutagénique en contribuant notamment a une augmentation du taux de muta-

tion [ , , , )

1.3 EVOLUTION DES TECHNIQUES DE SEQUENCAGE

Pour évaluer cette diversité de population modélisée par une distribution en quasi-espece,
nous avons besoin de techniques de mesure adaptées a cette problématique. L’ information
génétique est stockée dans les séquences nucléotidiques de I’ADN ou I’ARN d’un orga-
nisme. Le processus de détermination de 1’ordre correct des nucléotides dans un fragment
donné (gene, groupe de genes, chromosome ou génome complet) est appelé séquengage
des nucléotides. Il existe différentes méthodes de s€équencage. Le séquencage premiere gé-
nération développé par Frederick Sanger en 1977 a été largement utilisé jusqu’a I’ arrivée
du séquencage derniere génération (séquencage haut débit, «High-Throughput Sequen-

cing» (HTS) ou «Next-Generation Sequencing» (NGS)) a partir de 2005.

Le séquencage Sanger a pour principe la terminaison de synthese de brin par incorpora-
tion sélective de didésoxyribonucléotides (ddNTPs, nucléotides modifiés) terminateurs de
chaines tels que ddGTP, ddCTP, ddATP et ddTTP par I’ADN polymérase durant la répli-
cation de I’ ADN. Cette méthode est ainsi appelée méthode de séquengage par terminaison
de chaine. Les nucléotides normaux ont des groupements 3’OH pour la formation d’une
liaison phosphodiester entre nucléotides adjacents pour continuer la formation du brin.
Au contraire, les ddNTPs ne présentent pas ce groupement 3’OH et sont donc incapables

de former des liaisons phosphodiester entre nucléotides. Par conséquent, I’élongation de
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PCR containing fluorescent, chain-terminating dideoxynucleotide triphosphates

000000000000
00000000000

'l-.....‘£:4?gﬁv.

H000000000
00000000

- 000O00000O

Chromatogram

Capillary electrophoresis 120 130

| ACTGCTTGCAGCA

Figure 1.5 — Illustration du séquencage Sanger (gatc-biotech.com, 2017)

la chaine est arrétée.

Dans cette méthode, I’ ADN simple brin a séquencer sert de brin modele pour la synthese
d’ADN in vitro. Les autres pré-requis sont des amorces oligonucléotidiques (sélection
du fragment d’ADN a séquencer par Polymerase Chain Reaction (PCR)), des désoxyri-
bonucléotides précurseurs de la nouvelle chaine (ANTPs) et I’enzyme ADN polymérase
nécessaire a la réplication de I’ADN. La polymérisation des nouveaux brins d’ ADN se fait
avec les dNTPs. L’incorporation, peu fréquente car en faible concentration, d’'un ddNTP,
marqué avec un fluorochrome propre selon la base concernée (A, T, G ou C), dans le brin
d’ ADN empéche la polymérisation de se poursuivre. De nombreux fragments d’ ADN sont
ainsi obtenus, de longueurs différentes mais finissant tous par un didésoxynucléotide. La
séquence du fragment étudié est déduite de la succession des diftérentes fluorescences
apres séparation des fragments d’ADN par électrophorese et lecture de la fluorescence

par un détecteur apres excitation par un faisceau laser (cf. Figure 1.5).
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Le séquencage haut débit (HTS) quant a lui représente une famille de technologies de
séquencage plus moderne. Elles sont, entre autres, représentées par 454 (pyroséquen-
cage), SOLiD (séquencage par ligation), lon Proton (séquencage par synthese avec semi-
conducteur), [llumina (séquencage par synthese), Oxford Nanopore (séquencage par les
nanopores) ou Pacific Biosciences (séquencage d’une seule molécule en temps réel). Elles
sont capables de produire des millions de séquences en une analyse ou run. Pour cela,
elles utilisent des approches massivement paralleles permettant de séquencer des cen-
taines de milliers de fragments simultanément. Par conséquent, le HTS, tout en intégrant
ses limites, permet d’échantillonner des populations de brins d’ADN ou ARN. Il se révele
alors un outil trés précieux pour analyser une distribution de population virale telle qu'une

quasi-espece.

Ligation of adaptors to
DNA fragments

Emulsion PCR ;}L(’f;, 5’;\(’@;

Break emulsions and deposit
beads into picotiter plate l

Ordered flow of dNTPs

Beads with clonally amplified template DNAs and sequencing enzymes

‘ Polymerase
Template £\
1]
NP ante 1000

PP; and APS

%} ATP A’-sulfuwlasa
Luciferase

LIGHT

Pyrosequencing

Ficure 1.6 — Illustration du séquencage 454 [ ]

Dans ce travail, la technologie 454 (pyroséquencage) a été utilisée pour analyser notre

distribution de population virale en quasi-espece (cf. Figure 1.6). Cette technologie peut
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produire de longues séquences de 700 a 1000 bases ce qui est proche de la longueur des
séquences produites par séquengage Sanger (au maximum ~1 kb). Ces séquences sont
produites de facon massivement parallele par la lecture des signaux optiques générés par

1’ajout des bases [ ].

’ADN ou ARN est fragmenté en des séquences plus petites jusqu’a 1 kb ou amplifié
sous forme d’un fragment de la taille souhaitée. Des adaptateurs génériques sont ajoutés
aux extrémités et ces derniers sont hybridés a des billes, un fragment d’ADN par bille.
Les fragments sont ensuite amplifiés de facon clonale par PCR en utilisant des amorces

spécifiques aux adaptateurs.

Chaque bille est ensuite placée dans un puits libre d’une plaque. Par conséquent, chaque
puits ne contiendra qu’une seule bille, couverte d’une multitude de copies identiques d’un
produit de PCR. Les puits contiennent aussi I’ADN polymérase et les buffers de séquen-

cage (solutions de lavage et de dilution).

La plaque est recouverte avec I’une des 4 especes de dNTPs. La ou ce nucléotide poursuit
la séquence, il est ajouté a la séquence lue (read). Si cette base se répete, il en sera ajouté
plus. Par exemple, si nous recouvrons la plaque avec des bases Guanine et la suite dans
une séquence est G, un G sera ajouté. Cependant, dans le cas ou la suite dans la séquence

est GGGQG, alors 4 Gs seront ajoutés.

L’ajout de chaque nucléotide génere un signal lumineux suite a la libération d’un pyro-
phosphate (PPi). Les localisations des signaux sont détectées et utilisées pour déterminer

a quelles billes les nucléotides sont ajoutés.

Le mix de dNTP est lavé avant I’introduction du mix de dNTP suivant. Le processus est

ainsi répété, bouclant circulairement sur les 4 dNTPs.

Ce type de séquencgage génere des graphes pour chaque séquence lue (cf. Figure 1.7),
montrant la densité du signal pour chaque lavage nucléotidique. La séquence peut ensuite

étre déterminée informatiquement a partir de la densité du signal dans chaque lavage.

Toutes les lectures de séquences que nous obtenons du 454 seront de longueurs différentes
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Fluorescent signal

TAGGTACGTACGTACGT
nuclectides

Ficure 1.7 — Séquencage 454 - graphe pour la séquence lue «TTGACTCGAACT»
[Perry, 2012]

car des nombres différents de bases seront ajoutés a chaque cycle.

En conclusion, seul le séquencage haut débit peut nous permettre d’analyser la distribution
de population en quasi-espece étant donné qu’il permet de générer une séquence pour
tout brin d’ADN et, de manicre massivement parallele, de lire au moins des dizaines de
millions de bases lors d’un seul run sur une seule plaque (cf. Figure 1.8). Hormis les
techniques longues et fastidieuses utilisant le clonage, le séquengage Sanger n’a pas cette
capacité d’échantillonnage, raison pour laquelle cette technologie est mise de c6té dans
ce domaine de recherche. Il est a noter cependant que les séquences individuelles sont
moins précises dans le cas du HTS : le taux d’erreur propre a chaque technologie de HTS
est alors a considérer dans les analyses (par exemple 0.0543 substitutions pour 100 bases

pour la technologie 454 utilisée ici (GS Junior) [Jiinemann et al., 2013]).

Dans ce travail, nous avons uniquement procédé a un séquengage haut débit d’amplicons,

soit au séquencage ciblé de régions d’ ARN amplifiées par RT-PCR.
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Ficure 1.8 — Développements du séquengage haut débit : instruments, longueurs de read,
débit [ ]

1.4 VHC er NGS

Ces dernieres années, les technologies de HTS ont permis d’étudier 1’évolution de
populations virales au cours d’une infection en autorisant I’acquisition rapide de
milliers de courtes séquences d’ARN a partir d’échantillons temporels multiples
[ ]. Effectivement, comme évoqué précédemment, le s€équencage haut
débit est devenu un outil essentiel dans la description de I’hétérogénéité génétique et
dans la compréhension de la dynamique de 1’évolution intra-patient des especes virales

[ 1.

Plus spécifiquement, le HTS a été appliqué a la description de la diversité intra-hote du
VHC [ , , ], a la détection de
goulots d’étranglement génétiques de transmission dans I’infection [ 1,

a la prédiction de réponse a la trithérapie chez les patients infectés chroniques au VHC
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et a I’évaluation de variants résistants aux inhibiteurs de protéase [ ], a
I’évaluation de variants résistants aux inhibiteurs de polymérase [ 1,
a I’étude de la réponse du VHC a la sélection imposée par les traitements anti-viraux
[ ] et a la discrimination entre un échappement au traitement et une

réinfection [ 1.

Avant d’aborder le coeur de ce travail, une revue des différentes méthodes d’analyse utili-

sées est effectuée.
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1.5 METHODES D’ ANALYSE DE DONNEES

1.5.1 RECHERCHE DANS LES BASES DE DONNEES : BLAST

Le programme BLAST («Basic Local Alignment Search Tool») est un algorithme
de recherche de similitudes locales (score d’alignement avec récompense/pénalité sur
match/mismatch de base et colit d’ouverture/extension dans les cas d’insertions-délétions

(indels) de bases) [ 1.

La premiere étape consiste a établir la liste de mots exacts de longueur fixée (W = 11 pour
les acides nucléiques) de la séquence requéte. La deuxieme étape consiste a établir la liste
exhaustive des mots identifiés dans la base. Ensuite, pour chaque mot trouvé, 1’algorithme
étend progressivement de part et d’autre tant que le score sur le segment est supérieur a

une valeur seuil.

Au final, a chaque séquence candidate de la base est attribuée une E-value E() qui re-
présente la probabilité d’obtenir par chance un score supérieur a la valeur seuil. Dans

I’hypothese d’une distribution des scores selon une loi de Poisson, on peut exprimer

p-value = 1 — ¢7£0

Nous recherchons donc ici pour une séquence requéte la séquence candidate de la base

qui minimise la E-value correspondant a un score statistiquement significatif.

BLAST est accessible par exemple sur le site de I’EBI (Institut Européen de Bioinforma-
tique, ) et plus particulierement en ce qui nous concerne sur le site du projet

de base de données du VHC ( ).

1.5.2 ESTIMATION DE LA DIVERSITE NUCLEOTIDIQUE

Estimer la diversité nucléotidique consiste a mesurer le degré de polymorphisme géné-

tique au sein d’une population de séquences. C’est une mesure de variation génétique

[ I


http://www.ebi.ac.uk/Tools/sss/ncbiblast/nucleotide.html
https://hcv.lanl.gov/content/sequence/BASIC_BLAST/basic_blast.html
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Pour cela, un alignement multiple des séquences sur lesquelles on souhaite estimer la di-
versité nucléotidique doit étre réalisé. Effectivement, 1’alignement multiple des séquences
a classiquement pour but d’identifier les résidus (nucléotides ou acides aminés) essentiels
qui ont été préservés au cours de 1’évolution. De nombreuses approches ont été envisagées
pour les alignements multiples dont la méthode d’alignement progressif. Brievement, il
s’agit de décomposer la question de I’alignement simultané de N séquences en N(N—1)/2
alignements (nombre d’alignements de 2 séquences d’un ensemble a N séquences) de
toutes les paires possibles puis de grouper les paires en partant tout d’abord des paires
les plus proches pour ensuite diverger. D’autres méthodes plus récentes utilisent un ali-
gnement itératif, dans lequel 1’alignement est construit de maniere répétée en optimisant
progressivement le score global. Contrairement a 1’alignement progressif (algorithme de
type glouton («greedy»)), ces méthodes ont 1’avantage de ne pas dégrader progressive-
ment I’alignement en incorporant de plus en plus d’indels du fait de la réévaluation des

alignements déja effectués pendant I’agrégation.
Le logiciel permet de réaliser des alignements multiples de séquences.

Cet alignement permet I’estimation de la diversité nucléotidique suivante

n -1
= E xixjﬂij =2 % Z inxj'ﬂ'ij
ij =2 j=1
x; et x; les fréquences respectives des séquences i et j

avec | mr;; le nombre de différences nucléotidiques par site nucléotidique entre les séquences i et j

n le nombre de séquences dans I’échantillon

Cela revient donc a mesurer le nombre moyen de différences nucléotidiques par site entre

2 séquences dans toutes les paires possibles de 1’échantillon.

Le sous R permet d’estimer la diversité nucléotidique.


https://mafft.cbrc.jp/alignment/software/
http://cran.r-project.org/web/packages/pegas/index.html
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1.5.3 ANALYSE EN CoMPOSANTES PRINCIPALES (ACP)

Cette approche permet de définir un certain nombre de variables représentatives qui col-
lectivement expliquent la majeure partie de la variabilité dans le jeu de données initial
[ ]. Les directions des composantes principales sont les directions dans
I’espace des caractéristiques selon lesquelles les données originales sont tres variables.
Ces directions définissent aussi les lignes et les sous-espaces qui sont aussi proches que

possible du nuage de données.

L’analyse en composantes principales (ACP) consiste a calculer les composantes princi-
pales et a utiliser ces composantes pour comprendre les données. 11 s’agit d’une approche
non supervisée car elle ne fait intervenir que des jeux de caractéristiques X;, X, ..., X,
sans réponse associée a expliquer ou a prédire. L’ ACP est utilisée ici en tant qu’outil de

visualisation de données dans le cadre d’une analyse exploratoire des données.

L’ ACP trouve une représentation a basse dimension du jeu de données qui contient autant
de variation que possible. L’idée est que chacune des n observations évolue dans un es-
pace de dimension p mais toutes ces dimensions n’ont pas la méme importance. L’ ACP
cherche un petit nombre de dimensions pertinentes définies par la quantité de variabilité
que les observations ont selon chacune d’elles. Chaque dimension ou composante princi-

pale définie par I’ ACP est une combinaison linéaire des p caractéristiques.

La premiere composante principale d’un jeu de caractéristiques X, X», ..., X,, est la com-

binaison linéaire normalisée des caractéristiques
Zy =¢nXi+¢uXo + ..+ ¢ X,

qui a la plus grande variance. Par normalisée, nous signifions Zf:] ?1 = 1. Les éléments
é11, ..., 9,1 sont les poids de la premiere composante principale ; ensemble, les poids défi-
nissent le vecteur de poids de la composante principale ¢; = (¢1¢2 ...¢p1)T. La contrainte

sur les poids (somme des carrés égale a 1) permet de prévenir une variance arbitrairement

élevée.

Soit X un jeu de données n X p, centré (intérét dans la variance uniquement : les moyennes
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des colonnes de X (variables) sont nulles). Nous regardons ensuite la combinaison linéaire

des valeurs des caractéristiques de I’échantillon de la forme

Zit = X + P xpp + ... + Pp1Xip

qui a la variance d’échantillon la plus grande, sachant que }.”_| 2 = 1. Autrement dit,
=17

sachant le jeu de données centré, le vecteur de poids de la premiere composante principale

résout le probleme d’optimisation

1 n P 2 )4
maximize { — Z ( Z i1 x; ) } sachant Z =1
é1 ¢pl {n S j:1 ']1

""" =l j=1

Effectivement, a partir de I’équation précédente, nous pouvons €crire I’objectif d’optimi-
sation en fonction de % 2 zl.zl. Etant donné que % e Xij = 0 (jeu de données centré),
la moyenne des z;, ..., 2,1 sera aussi nulle. Par conséquent, 1’objectif d’optimisation que
nous maximisons est simplement la variance de 1’échantillon des n valeurs de z;;. Nous
appelons scores de la premiere composante principale les valeurs z;1, ..., z,;. Le probleme
d’optimisation peut étre résolu via une décomposition en éléments propres, une technique

standard d’algebre linéaire.

I1 existe une interprétation géométrique pertinente pour la premicere composante princi-
pale. Le vecteur de poids ¢, avec les €léments ¢y, ¢y, ..., ¢, définit une direction dans
I’espace des caractéristiques selon laquelle les données varient le plus. Si nous projetons
les n points de données x, ..., x,, sur cette direction, les valeurs projetées sont elles-mémes

les scores de la composante principale z;y, ..., 2,1 (cf. Figure 1.9).

Apres avoir déterminé la premiere composante principale des caractéristiques Z;, nous
pouvons chercher la seconde composante principale Z,. La seconde composante princi-
pale est la combinaison linéaire de X, ..., X, qui présente la variance maximale parmi
toutes les combinaisons linéaires non corrélées avec Z;. Les scores de cette seconde com-

posante principale z;», 222, ..., 2,2 prennent la forme suivante

Zp = Graxit + X + ...+ dpaxy,

avec ¢, le vecteur de poids de la seconde composante principale, avec les éléments

é12, P22, ..., ¢,». Contraindre Z, d’étre non corrélé avec Z; est équivalent a contraindre
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Ficure 1.9 — La taille de population et la dépense en publicité pour 100 villes dif-
férentes sont représentées en points violets. La ligne continue verte représente la pre-
miere composante principale et la ligne pointillée bleue la seconde composante principale

[ ]

la direction de ¢, d’étre orthogonale (perpendiculaire) a la direction de ¢,. Pour trouver
¢», nous devons résoudre le méme probleme d’optimisation que précédemment avec ¢,

remplacant ¢, et avec la contrainte supplémentaire que ¢, est orthogonale a ¢;.

Les composantes principales calculées, nous pouvons les représenter sous forme de
graphes 1’'une en fonction de 1’autre pour produire des visualisations a basse dimension
des données. Par exemple, nous pouvons représenter sous forme de graphes le vecteur de
scores Z; en fonction de Z,, Z; en fonction de Z3, Z, en fonction de Z; et ainsi de suite.
Géométriquement, cela revient a projeter les données originales dans 1’espace défini par

o1, ¢, et @3 et représenter sous forme de graphe les points projetés.

Le programme du package stats de R permet d’effectuer une analyse en compo-

santes principales.

1.5.4 PHYLOGENIE MOLECULAIRE

La phylogénie moléculaire permet de reconstruire I’arbre phylogénétique d’un ensemble
de séquences nucléotidiques d’intérét. Les séquences étudiées doivent étre toutes ho-

mologues, c’est-a-dire dériver d’une séquence ancestrale commune. Elles doivent aussi


https://stat.ethz.ch/R-manual/R-devel/library/stats/html/prcomp.html
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avoir été alignées au préalable (cf. § sur I’alignement multiple des séquences dans 1.5.2).
L arbre phylogénétique est constitué de nceuds, qui représentent des organismes ances-
traux partagés, de feuilles, qui sont les organismes étudiés, et de branches reliant les nceuds

entre eux et aux feuilles qui représentent les lignées évolutives d’ancétre a descendant.

Les branches des arbres représentent I’évolution moléculaire qui s’est produite entre un
organisme ancestral et un de ses descendants. Une valeur précise est attribuée le plus
souvent a la longueur de chaque branche. Cette valeur, toujours exprimée en substitu-
tions/site ou colonne de I’alignement, est une quantité d’évolution moléculaire. Elle est
€gale au nombre moyen de remplacements d’un résidu (nucléotide ou acide aminé) par un

autre qui se sont produits a chaque site de la molécule étudiée le long de cette branche.

1.5.4.1 MODELE MARKOVIEN DE L’ EVOLUTION MOLECULAIRE

La plupart des méthodes utilisées en phylogénie moléculaire font I’hypothese que le pro-
cessus de substitution des bases est déterminé par un modele probabiliste qui fixe a tout
instant la probabilité par unité de temps qu’une substitution x — y se soit produite en un
site donné et dans une lignée donnée. Les modeles les plus courants sont homogenes : ils
supposent que ces probabilités sont les mémes pour toutes les lignées et a tout instant. Les
modeles les plus simples supposent aussi que ces probabilités sont les mémes pour tous
les sites. Mais il est plus courant d’utiliser une distribution qui modélise la variation des
probabilités de substitution entre sites. Le processus évolutif est un processus aléatoire
qui se produit a un instant donné dans une population de génomes d’une méme espece,
sans que les organismes ancestraux a cette espece puissent interférer avec le processus
du moment. En conséquence, les modeles probabilistes de Markov (la prédiction du futur
a partir du présent n’est pas rendue plus précise par des éléments du passé, notion d’ab-
sence de «<mémoire») s’ appliquent parfaitement a la modélisation du processus évolutif au
niveau moléculaire. Un modele évolutif probabiliste markovien s’exprime tout entier par
une matrice carrée Q, dite matrice des taux instantanés de substitution, dont les lignes et

les colonnes représentent les états possibles (4 pour I’ ADN) et les termes non diagonaux
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sont les taux de substitution par unité de temps.
—Aa mar  Mac MaG

mry —Ar mpc Mmrg

mca mcr —Ac Mce

mga Mgr Mec —Ag

m;; le taux de substitution i — j par site par unité de temps
avec

Ai = Xz mij le taux par unit€ de temps avec lequel la base i est modifi€e
La variation de la composition en bases d’un site d’une séquence au cours du temps s’ex-

prime donc
F(t+dt) = F(t) + Q" F(t)dt

F(t) = AMOTHCHGH)'
avec

X(t) 1a fréquence de la base X au temps ¢

D’ou la dérivation de F par rapport au temps
dF(t)/dt = F (t) = QT F(?)

Ce qui nous permet de définir les fréquences d’équilibre de Q : fréquences des bases qui
restent inchangées par le processus markovien (d’ou F (f) = QTF(t) = 0). N’importe
quelle fréquence initiale F(0) tend vers la fréquence d’équilibre F,, quand ¢ tend vers
+o00 si le processus de substitution (la matrice Q) est constant. Biologiquement, la fré-
quence d’équilibre est une composition en bases caractéristique d’une séquence qui reste

inchangée malgré la modification continue de la séquence par des substitutions.

Un processus évolutif qui applique une matrice de taux Q a des séquences est dit station-
naire si les fréquences des résidus de la séquence ancestrale sont les fréquences d’équilibre

de Q. Ces fréquences resteront inchangées au cours de I’évolution.

Nous pouvons maintenant définir la matrice de transition P donnant les probabilités condi-

tionnelles de changement au cours du temps :

P;j(t) = proba(j aI’instant | i a I’instant 0)
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Les quantités P;;(r) donnent la probabilité de tout €tat a un instant futur a partir de tout

état initial, en intégrant tous les états intermédiaires possibles. P s’exprime en fonction de

0
P(t) = eV

Nous pouvons aussi introduire le modele nucléotidique de Markov utilisé dans notre tra-
vail : le modele HKY. Ce modele représente une réalité biologique qui est que les tran-
sitions -substitutions entre 2 purines (A < G) ou entre 2 pyrimidines (C < T)- sont
observées plus fréquemment dans les séquences que les transversions -substitutions entre
purine et pyrimidine. Ainsi, ce modele admet 1’existence de 2 taux de substitutions, celui
des transitions a et celui des transversions b avec a > b (exces de transitions par rap-
port aux transversions). Enfin, il permet d’introduire en plus n’importe quel vecteur de
fréquences d’équilibre (w4 7 e 7).

—As mrb meb  mga
wab —Ar mea wgb

b mra —-Ac nwgb

maa nwrb web —Ag
Considérons une branche le long de laquelle s’applique le processus évolutif markovien
associé a la matrice Q pendant ¢ unités de temps. Supposons de plus que I’on se trouve
a I’état stationnaire pour lequel le résidu i a la probabilité ;. Etant donné que A; est le
taux par unité de temps avec lequel une base i est modifiée, on en déduit que le taux par
unité de temps avec lequel un site est modifié est }’; m;4; puisque 7; est la probabilité pour
qu’un site soit dans 1’état i. La longueur de la branche considérée, soit le nombre attendu

de substitutions par site le long de cette branche, est alors exprimée par

= ( Z ﬂi/li)t
i
Par convention, on normalise les taux m;; de fagon a ce que ) md; = 1. Alors, [ = tetle

temps est mesuré par les longueurs des branches.

A I’inspection visuelle d’un alignement multiple de séquences homologues un peu diver-

gentes, on découvre immédiatement que le taux d’évolution varie fortement entre sites
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d’une méme molécule.

Lapproche couramment utilisée pour prendre en compte cette réalité consiste a faire 1’hy-
pothese que les différents sites d’une méme molécule évoluent selon une matrice des taux
vQ, ou Q est une matrice de taux constante, et v un nombre positif qui varie entre sites
selon une distribution de probabilités appelée la distribution gamma et qui est de moyenne
1. Les sites pour lesquels v a une valeur élevée sont les sites d’évolution rapide. La Fi-
gure 1.10 présente plusieurs formes possibles de la distribution gamma de moyenne 1 qui
dépendent d’un parametre noté «. Sa variance vaut 1/a. Ainsi, les faibles valeurs de a
modélisent les molécules dont les sites évoluent a vitesse tres variable. La limite de ce
modele de variabilité du taux d’évolution entre sites quand « tend vers +co est le modele
a taux constant entre sites. La distribution gamma est utilisée par commodité technique
pour modéliser la variation des taux d’évolution entre sites, sans qu’elle n’ait de validité

biologique particuliére.
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Ficure 1.10 — La fonction de densité de probabilité, f(r), de la distribution gamma selon
les taux de substitution des sites () [ ]
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1.5.4.2 APPROCHE PAR MAXIMUM DE VRAISEMBLANCE

Concernant la méthode de calcul d’arbre, I’approche au maximum de vraisemblance est
plus précise que les approches par les méthodes de distances (dont la méthode Neighbor-
Joining) [ ]. Nous avons donc utilisé dans ce travail I’approche par maxi-

mum de vraisemblance.

L’ approche par maximum de vraisemblance consiste a probabiliser entierement le proces-
sus évolutif (une probabilité est attribuée a tous les événements évolutifs possibles depuis
n’importe quelle séquence ancestrale jusqu’aux feuilles), et a trouver quel est le scénario
évolutif, constitué d’une topologie (forme) d’arbre et des longueurs de ses branches, qui

a la plus forte probabilité d’avoir donné naissance aux séquences analysées.

Le modele probabiliste utilisé au maximum de vraisemblance comporte les parametres

suivants :

— un arbre phylogénétique raciné arbitrairement et ses longueurs de branches

— une matrice des taux Q normalisée commune a toutes les branches (qui implique
des fréquences d’équilibre des résidus)

— une valeur a qui détermine la variation des taux d’évolution entre sites modélisée

par une distribution gamma

Ce modele prévoit que les données observées, un alignement de séquences homologues
(S1,S82, ...), ont été€ engendrées par 1’arbre a partir d’une séquence ancestrale inconnue,
le processus Q ayant été appliqué sur chaque branche. On considere aussi que la séquence
ancestrale, et donc toutes les autres, a une composition égale a la fréquence d’équilibre
de la matrice Q (processus stationnaire). Enfin, on suppose que les sites de la molécule
évoluent indépendamment les uns des autres (discutable mais nécessaire pour la faisabilité

du calcul).

L objectif est de calculer la vraisemblance du modele, soit la probabilité des données pour
les valeurs des parametres du modele. L’ indépendance entre les processus évolutifs aux

divers sites entraine que la vraisemblance du modele est le produit de la vraisemblance
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pour chaque site. En pratique, on calcule le logarithme naturel de la vraisemblance (pour

un probléme de représentation informatique d’un nombre tres faible)

log(L) = Z log(L(site))

sites

La vraisemblance en un site se calcule a partir de la matrice de transition P qui donne la
probabilité de tout état en fin de branche, pour toute longueur de branche, et tout état en
début de branche. On a vu que, pour une branche de longueur [, P = ¢?, puisque, Q étant

normalisée, une longueur de branche est équivalente a une durée évolutive.

Figure 1.11 — Exemple d’arbre phylogénétique - Si : séquences homologues, /; : lon-
gueurs des branches (subst./site), @, 8,7, d, € : résidus ancestraux inconnus dont toutes les
combinaisons de valeurs sont envisagées [ ]

La vraisemblance en un site est la somme des probabilités de toutes les histoires évolutives
possibles qui se terminent par les résidus observés dans les séquences au site traité. Dans

I’exemple de la Figure 1.11, cela s’exprime par

L(site) =

Z Z Z Z Z 7o Pop(l1)Poy (1) Pps(13)Pps 1(14) Pss3(17) Pss(I3) Pys 5(Is) Pye(l6) P es 2 (lo) P s a(l10)
a B vy 0 &

ou les sommes portent sur tous les résidus possibles (4 pour I’ADN), P, (/) étant le terme

x,y de la matrice P pour une branche de longueur / et S ; le résidu présent dans la s€équence
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z au site considéré. Le terme 7, représente la fréquence du résidu ancestral @ inconnu.

L’algorithme de Felsenstein (non détaillé ici) permet de calculer progressivement la vrai-
semblance d’un site, des feuilles vers la racine, pour des arbres de bien plus grande taille
ou ce calcul de cumul de probabilités de tous les scénarios ancestraux deviendrait trop

lourd.

La prise en compte de la variabilité des taux d’évolution entre sites selon la distribution
gamma impose de discrétiser cette distribution en calculant les quantiles 1/K,2/K, ..., (K-
1)/K puis les moyennes r; de cette distribution dans les K intervalles inter-quantiles. Ces
valeurs r; dépendent de la valeur du parametre a qui contrdle la variance de la distribution.
Les taux relatifs d’évolution des sites sont alors supposés prendre chaque valeur r; avec
la probabilité 1/K. Comme on ne sait pas a quel taux chaque site évolue, on calcule la
moyenne pondérée des vraisemblances de ce site comme s’il avait évolué a chacun des K
taux. L attribution du taux r; a un site consiste a multiplier toutes les longueurs de branches
de I’arbre par r;, et a calculer la vraisemblance comme précédemment. Finalement, la

vraisemblance d’un site s’exprime par

1 K
L(site) = — ; L(site|r;)
ou L(site|r;) signifie que les longueurs des branches on été multipliées par r;

Une valeur généralement adéquate pour K, le nombre de valeurs que peut prendre la

distribution gamma discrétisée, est 4.

Au final, étant donné I’expression de la vraisemblance du modele pour des valeurs don-
nées de tous les parametres du modele, la méthode de reconstruction phylogénétique au
maximum de vraisemblance consiste a rechercher quelles sont les valeurs des parametres
pour lesquels cette vraisemblance est maximale. La maximisation de la vraisemblance est
réalisée en considérant une topologie d’arbre courante et en recherchant les valeurs des
parametres numériques (longueurs des branches, termes de la matrice Q, parametre @) qui
maximisent la vraisemblance pour cette topologie, puis en recommencant avec une topo-

logie voisine de la topologie courante, et ceci tant que la vraisemblance augmente. L’arbre
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de départ est obtenu avec une méthode rapide, comme la méthode Neighbor-Joining.

Basée sur les distances évolutives entre s€quences, cette méthode est une approximation
efficace de la méthode d’évolution minimale qui consiste a sélectionner I’arbre qui re-
quiere le nombre minimal d’événements évolutifs. Effectivement, on cherche dans ce cas
un arbre qui induit des distances aussi proches que possible des distances évolutives me-

surées entre toutes les paires de séquences de 1’alignement.

Le résultat de 1’analyse au maximum de vraisemblance est une topologie non racinée
d’arbre phylogénétique avec ses longueurs de branches, et des estimations des termes de
la matrice Q et du parametre a. La Figure 1.12 présente des exemples d’arbres générés

par maximum de vraisemblance dans le cadre de ce travail.

(a) Patient 1 - région NS5B

0.2

(b) Patient 2 - région NS5B

FiGure 1.12 — Arbres calculés par maximum de vraisemblance et selon le modele de sub-
stitution HKY



1.5 METHODES D’ ANALYSE DE DONNEES 31

Le logiciel permet de calculer des arbres phylogénétiques selon 1’approche au

maximum de vraisemblance.

Apres avoir vu le principe de la méthode de reconstruction phylogénétique au maximum
de vraisemblance, nous pouvons maintenant aborder le principe de la méthode d’analyse

utilisée pour estimer la date d’événements ancestraux.

1.5.4.3 ESTIMATION DE LA DATE D’ EVENEMENTS ANCESTRAUX

Pour estimer la date d’événements ancestraux a partir d’un arbre phylogénétique, nous
avons utilisé 1’algorithme LSD («Least-Squares Dating») [ ]. Cet algorithme
prend en entrée un arbre phylogénétique raciné R d’un jeu de n séquences datées en série
avec des longueurs de branches connues. On indice les noeuds internes de R par 1,2, ...,n—
1 et les feuilles par n,n+1,...,2n—1. Le nceud 1 est la racine de I’arbre. La date du nceud i
est désignée par ¢;. Par conséquent, t,, t,,,1, ..., t2,—1 sont connues. Les dates sont mesurées

depuis I’origine ce qui entraine #; > ¢; quand i est plus récent que j.

Pour tout nceud i différent de la racine (i = 1), on considere a(i) le nceud parent de i. b; est
la longueur de la branche (i, a(i)) ; ¢’est une estimation du nombre de substitutions par site
qui se sont produites le long de cette branche de 7, a #;,. Avec une horloge moléculaire
stricte, le taux de substitution (soit le nombre attendu de substitutions par site par unité de
temps) le long de I’arbre est constant et est désigné par w. Le but de I’algorithme LSD est

d’estimer le taux de substitution et les dates de tous les nceuds internes soit (w, t1, ..., f,-1).

En supposant une horloge moléculaire stricte, la longueur attendue de la branche E(b;)
est égale a w multiplié par I'intervalle de temps (f; — #,.;). Etant donné le bruit d’échan-
tillonnage et les erreurs d’estimation, I’estimation de la longueur de la branche b; (issue

de I’arbre d’entrée R) peut étre exprimée par
bi = w(t; = tap) + &

ou g; est le terme de bruit (erreur). Une approximation normale est utilisée pour la distri-

bution de ce terme de bruit. Par conséquent, nous supposons


http://www.atgc-montpellier.fr/phyml/
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g ~N(O, 0'1.2)

ol N(0,0?) désigne la distribution normale de moyenne nulle et de variance o?. Une li-
mite de ce modele est que les branches courtes pourraient étre négatives selon 1I’expression
de b; mais une contrainte de précédence temporelle impose des branches positives (cf. ci-
dessous). Comme I’évolution est indépendante d’une branche a 1’autre, nous supposons
que les termes de bruit sont mutuellement indépendants. Le critere des moindres carrés

pondérés a minimiser est donné par
2n-1

1 2
P(w, b1, ey y-1) = Z — (bi — w(t; — t4))
= O
bi+c/s . o N ,
bitcls I’estimation de o7 basée initialement sur o> = —
s s

Ty _
or =

¢ = 10 introduit pour contrecarrer les faibles valeurs de b; (estimé apres simulations)
avec

c/s introduit pour contrecarrer les faibles valeurs de s

s la longueur de la séquence

Le taux de substitution w est positif et la valeur minimale du taux estimé est fixée dans
LSD a & > wyip > 0 (par défaut, w,,;, = 1071° subst./site/unité temps). De plus, le temps
est mesuré en avangant de la racine vers les feuilles de I’arbre, par conséquent il doit
satisfaire la contrainte de précédence temporelle #; > #,;) pour tout nceud i qui n’est pas
la racine de I’arbre (i = 1). En d’autres termes, tout nceud fille (i > 1) est plus récent
que son neeud parent (a(i)). Cette exigence évidente est implémentée dans LSD alors que
ce n’est pas le cas dans d’autres algorithmes de datation, ceci pour des raisons de coft

computationnel.

Les estimations sont obtenues en minimisant la fonction objectif ¢ qui a un unique mini-
mum. Le minimum de cette fonction est calculé en annulant la dérivée au premier ordre de
¢ relativement a chaque variable ¢4, ..., #,_;. Cela nous permet de déduire une expression
de ¢#; en fonction de w (#;(w)) pouri = 1,...,n— 1. Laréinjection de cette expression dans ¢
nous permet d’estimer la valeur @ qui minimise cette fonction. Si & < w,,;, alors nous po-
sons & = wy,,. L’injection de & dans #;,(w) nous permet de calculer toutes les estimations

de dates f;.
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Cependant, rien ne garantit que les estimations de dates satisfont les contraintes de pré-
cédence temporelle. Une adaptation de 1’algorithme permet de s’assurer du respect de ces
contraintes. Elle est basée sur une approche de résolution de problemes d’optimisation

avec contraintes linéaires : 1’algorithme active set.

Soit x = (w, 14, ...,1,-1) ; la fonction a minimiser est ¢(x) définie ci-dessus, soumise aux
contraintes t; — t,;) > 0 pouri = 2,...,2n — 1. x est un point possible si et seulement si il
satisfait toutes les contraintes. Une contrainte i est «active» a x si et seulement si t; = ;).
L algorithme active set appliqué a notre probleme peut se résumer ainsi : en partant d’un
point x possible avec C le jeu de contraintes actives (initialisé avec les contraintes violées (
t; — tyi) < 0) déduites de I’algorithme précédent), nous calculons la solution qui minimise
¢ sachant C soit la solution minimale telle que t; = #,; pout tout i € C. Nous avons a

calculer par conséquent le point stationnaire (x*, 4*) de la fonction de Lagrange :

TG, D) = $) = D Aty = tay)
ieC
Effectivement, la méthode des multiplicateurs de Lagrange (4;) permet de trouver les

points stationnaires (dont le maximum et le minimum) d’une fonction dérivable d’une

ou plusieurs variables, sous contraintes.

Nous vérifions ensuite si (i) quelques contraintes sont violées dans x* et (ii) toutes les
contraintes dans C sont utiles. C est mis a jour en fonction en écartant la contrainte la plus
inutile (correspondant a la valeur la plus négative des A;) et en ajoutant la contrainte la
plus violée (#; — t,) la plus négative). L’algorithme s’arréte quand toutes les contraintes

dans C sont utiles et aucune contrainte n’est violée.

Enfin, une derniere adaptation de I’algorithme permet d’estimer la position de la racine
pour les arbres non racinés. Elle est effectuée en cherchant le point dans 1’arbre qui mini-

mise la fonction objectif ¢ quand I’arbre est raciné a ce point.

Les auteurs ont rendu disponible leur sur le site de la plateforme bioinforma-
tique ATGC pour mettre en ceuvre I’algorithme LSD afin d’estimer la date d’événements

ancestraux.


http://www.atgc-montpellier.fr/LSD/
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Une autre approche basée sur la théorie de la coalescence a aussi permis d’estimer la date
d’événements ancestraux. La théorie de la coalescence est un modele rétrospectif de géné-
tique des populations qui a pour objectif de suivre 1’évolution de tous les alleles d’un gene
donné de tous les individus d’une population, jusqu’a une seule copie ancestrale, appelée
ancétre commun le plus récent [ ]. Les relations d’hérédité entre les alleles
sont représentées sous la forme d’un arbre similaire a un arbre phylogénétique. Cet arbre
est aussi appelé coalescent, et la compréhension des propriétés statistiques du coalescent
sous différentes hypotheses forme la base de la théorie de la coalescence. Le coalescent
utilise des modeles de dérive génétique, en remontant le temps pour reconstruire la généa-
logie des ancétres. Cette approche ne sera pas détaillée ici mais les résultats qui en sont
issus dans le cadre de ce travail recoupent largement ceux issus de 1’approche LSD basée

sur I’horloge moléculaire.
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Dans cet article, nous avons voulu étudier la relation entre 1’absence de réponse au trai-
tement associant 1’Interféron pegylé a la Ribavirine et la variation et la dynamique de
I’évolution de 2 régions du génome du VHC (Core et NS5B) au cours du traitement et des
années qui ont suivi pour 2 patients suivis pour une hépatite C chronique. La région Core
étant plus conservée et jouant un rdle de controle, la région NS5B est particulierement
étudiée car elle permet la génération de I’ARN polymérase ARN dépendante du VHC qui

permet sa réplication.
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ABSTRACT :

High throughput sequencing of rapidly evolving hepatitis C virus populations en-
ables large-scale studies of within-host viral heterogeneity and resistance to antiviral treat-
ment regimes that are commonly observed in clinical cases with chronic infections. While
escape from direct antiviral drugs can be explained by resistance mutations in targeted ge-
nomic regions, the absence of response to dual therapies has remained less understood. In
this study we implemented amplicon sequencing to survey genomic variation at the Core
and NS5B regions of HCV over a period of 13 years for two patients followed for chro-
nic hepatitis C at Grenoble-Alpes University Hospital. From samples obtained at several
time points, we observed mixed infection by multiple HCV genotypes in patients. Genetic
heterogeneity and sample composition analysis provided information about the changes
in viral population over the course of clinical treatment, with NS5B experiencing a sharp
increase in diversity after treatment initiation compared to baseline. Evidence for HCV
population genetic structure was observed in each patient, occurring in divergent lineages
in phylogenetic trees. These observations point towards diversifying selection occurring
post-treatment, acting on standing genomic variation and maintaining high genetic hete-
rogeneity during infection. Being associated with treatment efficiency, the results provide
the first evidence for antiviral treatment inducing soft selective sweeps in chronically in-

fected patients with multiple HCV genotypes.
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Introduction

High genetic heterogeneity is a principal characteristic of hepatitis C viruses
(HCV) within infected hosts, and it is often used to predict the disease outcome (Farci et
al. 2000). In recent years, high-throughput sequencing (HTS) technologies have enabled
studying the evolution of viral populations over the course of infection by allowing the
rapid acquisition of thousands of short RNA sequences from multiple time-point samples
(Nelson & Hughes 2015). HTS has become an essential tool in describing genetic hete-
rogeneity and in understanding intra-patient evolutionary dynamics of viral species (Bee-
renwinkel et al. 2012). More specifically HTS has been applied to describe within-host
diversity of HCV (Lauck et al. 2012 ; Li et al. 2011 ; Ramachandran et al. 2011), to detect
transmission bottlenecks in infection (Wang et al. 2010), to predict response to triple the-
rapy in chronic hepatitis C patients and evaluate resistance variants of protease inhibitors
(Larrat, Kulkarni, et al. 2015), and to study the response of HCV to selection imposed by
antiviral drugs (Ahmed & Felmlee 2015).

In spite of the importance of understanding within-host evolutionary dynamics of
HCYV, surveys of intra-host evolution of genotypes of chronically infected patients along
extended periods of time have however remained relatively infrequent (Culasso et al.
2014, Raghwani et al. 2016). A better understanding of intra-patient evolution of HCV
in populations is thus needed before accurate predictions of response to treatments can be

made (Di Lello et al. 2015).

During the course of infection, HCV evolves rapidly and results in quasi-species
(Eigen et al. 1988 ; Gregori et al. 2013). The quasi-species composition of HCV popula-
tions allows the virus to escape the immune response and develop resistance to treatment
leading to chronic infection (Bull et al. 2011 ; Astrovskaya et al. 2011 ; Vermehren et
al. 2012 ; Lauring et al. 2013 ; Larrat, Vallet, et al. 2015). HCV quasi-species have been
classified into 7 genotypes, which differ from each other from 30% to 33% at the nucleo-
tide level, and 65 subtypes, which differ from each other from 20% to 25% (Smith et al.
2014 ; Simmonds et al. 2005). The evolution of drug resistance in highly mutable RNA
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viruses occurs by the fixation of specific drug-resistance mutations, and HCV genotypes

and subtypes confer differential resistance to multiple therapies.

Considering a retrospective analysis of HCV evolutionary dynamics in non-
responder patients, treatments were based on dual therapies with interferon-alpha and
ribavirin (dates of treatment in the years 2003 and 2008). For these treatments, genotypes
1 and 4 were known to be more resistant than genotypes 2 and 3 to the antiviral action
of interferon-alpha and ribavirin (Pawlotsky 2009). However the mechanisms by which
resistance occurred in patients with mixed infections from multiple genotypes remain unk-
nown (Schroter et al. 2003), and it has been hypothesised that resistance to treatment in
RNA viruses could involve either hard or soft selective sweeps (Pennings et al. 2014 ; Fe-
der et al. 2016). In a classic or ‘hard’ sweep, a resistance mutation arises in a single viral
particle, and ultimately reaches fixation in the entire intra-patient population (Maynard
Smith & Haigh 1974 ; Burke 2012). As this mutation spreads to the whole population,
background mutations linked to it also increase in frequency, and reduce genetic diver-
sity in the population. A ‘soft’ selective sweep, by contrast, describes the dynamics of
selection acting on mutations present on many particles in a population with standing
genetic variation (Hermisson & Pennings 2005). Resistance mutations originate multiple
times on different genetic backgrounds, and selection can increase overall genetic diver-
sity. Soft sweeps have been identified in HIV (Pennings et al. 2012 ; Messer & Petrov
2013), but this mode of selection has not been described in longitudinal studies of HCV

patients.

In this study, we performed deep sequencing on two regions of the HCV genome,
Core (464bp) and NS5B (381bp), for two chronically infected non-responder patients
treated with dual therapy in the 2000’s. Multiple genotypes and subtypes were detected in
both patients. By using RNA sequences from multiple sampling time points, the evolution
of HCV genetic heterogeneity was followed over a period of time greater than thirteen
years. The evolutionary dynamics of viral populations was studied by using measures of

nucleotide diversity, exploratory data analysis, coalescent modelling and phylogenetic
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methods. Phylogenetic reconstruction on temporal samples pinpointed population
structure and complex evolutionary dynamics of viral populations during infection. Our
results provided evidence of soft selective sweeps underpinning the intra-host evolution

of multiple genotypes of HCV along a 13-year follow-up period.

Materials & methods
Patients under study & sample preparation and sequencing

Two patients followed at Grenoble-Alpes University Hospital for a chronic hepati-
tis C virus infection were included in the study. The patients had a known date of infection
because of an identified transmission event, transfusion or professional exposure. Dates
of antiviral treatment were also available (years 2003 and 2008). The number of tempo-
ral samples ranged from 5 to 8 per patient, and a total of thirteen serum samples were
available over a follow-up ranging from 10 to 13 years (Table 1). Informed consents for

participating in research were obtained from the patients.

The samples were stored at —80°C and were retrospectively analysed. HCV RNA
was extracted from 1 ml of plasma using EasyMAG (bioMérieux, Marcy I’Etoile, France)
with an elution volume of 25ul. Extracted RNA (15ul) was purified using Turbo DNase
Ambion (Life Technologies, Cergy Pontoise, France), and cDNA was synthesised with

the AccuScript high-fidelity kit (Agilent, Garches, France) using random primers.

For nucleotide sequencing, the 454 GS Junior platform was used (Roche Diag-
nostics). The Core region (nucleotides [nt] 288 to 751 according to reference HCV strain
H77) (Pham et al. 2009) and the NS5B (nt 8256-8636) (Sandres-Sauné et al. 2003) region
were amplified using Phusion Hot Start II (Finnzyme, Illkirch, France) and primers des-
cribed in (Pham et al. 2009 ; Sandres-Sauné et al. 2003) which were added universal M 13
tails. The Polymerase Chain Reaction (PCR) cycling conditions were initial denaturation
at 95°C for 15 min followed by 50 cycles of denaturation at 94°C for 30 s, annealing at
64°C for Core and 57°C for NS5B 30s and elongation at 72°C for 70s with a final step

of extension at 72°C for 10 min. Sample-specific multiplex identifier (MID) sequences
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associated with universal M13 sequence were added with 25 cycles of PCR (56°C 15s,

72°C 20s) using the same Taq polymerase on PCR products 1 : 50 diluted.

The amplification efficacy was assessed using the Agilent DNA 1000 reagent kit
and the Agilent 2100 expert bioanalyzer (Agilent, Les Ulis, France). The expected am-
plicons were obtained for all the samples. The amplicons were pooled equimolarly and

purified using Agencourt AMPure XP reagents (Beckman Coulter, Roissy, France).

A library on the amplicon pool was prepared using the GS Junior rapid library
prep kit. An emulsion PCR was run with the GS Junior emPCR (Lib-L) kit. Sequencing
was performed with a 454 GS Junior PicoTiterPlate to a target depth reading of 1,000X.
For Core and NS5B regions respectively, a mean of 22,071 +/- 3,336 and 9,209 +/- 969

reads per nucleotide was obtained with a median length of 579 nt and 392 nt.
Sequence data preparation

The SFF files obtained from the 454 GS Junior were converted to the standard
FASTQ format using the Roche supplied sffinfo tool, a part of the GS Data Analysis
Package ( ). Cutadapt (Martin 2011) was
used for adapter removal. Corrections of 454 error modes such as homopolymer indels
and carry forward/incomplete extension (CAFIE) were performed using RC454 (Henn
2012) with a consensus assembly for each region (Core/NS5B) generated by VICUNA
(Yang 2012). Additional filtering by read sequence length (300 bp) was performed. Du-
plicate sequences were removed from the final alignments, and their multiplicity values
per patient and per time point were recorded. The Core region sequences, which have
been previously reported as being highly conserved (u = 0.28 — 0.43 x 10~* substitu-
tions/site/year, Gray et al. 2011), were used as control and compared to GENBANK in

order to estimate a rate of sequencing error.
Sample composition and genetic heterogeneity analysis

Sampled genotypes and subtypes were identified by using the HCV BLAST align
tool on the HCV database web site ( , Kuiken et al. 2005). For all


http://www.454.com/products/analysis-software/
http://hcv.lanl.gov
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samples, the frequencies of identified genotypes or subtypes were computed from the
BLAST outputs, and average similarity scores were reported for all the phylogenetic
groups identified. Nucleotide Diversity Estimates (NDEs) were obtained for each re-
gion and each time point using the R package pegas (Paradis 2010 ; R Core Team 2016).
NDEs were also computed after separating the identified genotypes or subtypes in patient
samples. In addition, within-patient population genetic structure and temporal evolution
were investigated by using principal component analysis (PCA) on polymorphic RNA
sites. PCA were performed with the R program ‘prcomp’ (R Core Team 2016) after re-

sampling the patient data in order to reduce the effect of an unbalanced design.
Phylogenetic trees

Global phylogenetic trees including all unique reads were obtained using the
neighbour-joining (NJ) algorithm (Saitou & Nei 1987). Figtree was used to obtain gra-
phical tree representations ( ). The NJ trees were
used for checking the clock-likeness of each data set using Path-O-Gen/TempEst, which
performs a regression of root-to-tip genetic distance on sampling times (Rambaut et al.
2016). Only the trees that passed the criterion of having a positive correlation between
divergence and sampling time points were considered for assessing maximum clade cre-
dibility trees from subsequent coalescent analyses. For patient 1 who was infected by
multiple genotypes, separate trees for each genotype were used for assessing the clock-

likeness criterion.

Phylogenetic trees were also obtained using the maximum likelihood (ML) me-
thod. PhyML 3.1 was used to compute the trees with default parameters (Guindon et
al. 2010). To minimise the effect of unbalanced samples, 100 unique reads per time point
were analysed after multiple sequence alignment using MAFFT 7 with the option “adjust-

direction” to comply with direction of nucleotide sequences (Katoh & Standley 2013).
Coalescent analysis

The BEAST software (v1.8.1) was used for a Bayesian Markov Chain Monte

Carlo (MCMC) analysis of the demographic parameters of HCV samples for patient 1


http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree
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and 2 (Drummond et al. 2012). Each replicate included 20 sequences from each time
point. These sequences were obtained by subsampling unique reads for each time point.
Subsampling was performed using the ‘subsample_fasta.py’ script in the QIIME package
(Caporaso et al. 2010). The final sequence alignment for BEAST was obtained using
MAFFT (Katoh & Standley 2013) on default settings.

Molecular substitution model selection was performed using jModelTest (Darriba
et al. 2012) on default parameters. The models with the optimal values of the Bayesian in-
formation criterion were chosen as parameters in BEAST runs. The HKY+G substitution
model was the most suitable model across all data sets (Hasegawa et al. 1985). Regarding
the molecular clock model, relaxed models did not converge, and a strict model was used
for all runs. For computing demographic parameters (TMRCA, Time since the most recent
common ancestor), the tips were calibrated using the ‘Guess dates’ option (Drummond et
al. 2005). All priors of the Bayesian analysis were set at their default values except for the
clock rate parameter, which was assigned a weakly informative gamma distribution with

shape 0.001 and scale 1,000.

Each replicate was assigned a chain length of 20 million steps. When MCMC
runs did not achieve convergence, the chain lengths were doubled. Replicates achieving
no convergence were discarded. Tracer v1.5 was used for post-run analysis. Convergence

was checked via posterior effective sample size values being greater than 200.
Molecular-clock analysis

In addition to the coalescent analysis, LSD a simple and fast molecular-clock mo-
del based on a Gaussian model was applied to date ancestral events by using least squares
criterion (To et al. 2016). We used the ML trees as input of LSD as well as the sampling
dates of the sequences for temporal constraints on the tips. We performed the analysis
with the temporal precedence constraint version of the algorithm to impose the constraint
that the date of every node is equal or more ancient than the dates of its descendants. We
computed confidence intervals for mutation rates and for dates by replicating the analysis

on 100 trees.
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Results
Sample composition and genetic diversity analysis

Using high-throughput sequencing, a total number of 15,234 RNA sequences for
the Core and NS5B regions were obtained at distinct time points of HCV infection for two
patients. For each patient sample, the allele frequency spectrum exhibited a large excess of
uniquely represented sequences (90%), and a total number of 14,494 reads (95%) occurred

less than twice in each sample.

For each sample, similarity scores were computed for the NS5B and Core regions
by using the BLAST align tool on the HCV database (Kuiken et al. 2005). The simila-
rity scores ranged between 93.3% and 99.1% (Table 2 and Table 3), and all scores were
above thresholds considered in subtype classification (Simmonds et al. 2005). For the
control region (Core region), the average similarity score for genotype 1b sequences with
sequences obtained from Sanger sequencing was 98.2%, showing that HTS sequencing

errors occurred at a small rate in sample alignments.

For patient 1, the sample composition at NS5B indicated a co-occurrence of two
genotypes, 1b and 4/4k (unclassified subtype 4 and subtype 4k) (Figure 1C, Table 2). The
frequency of genotype 4/4k increased from 0% in 2002 (before treatment) to 68.89% du-
ring the year of treatment. After treatment failure, genotype 4 and subtype 4k gradually
increased in frequency to reach 99.1% in 2014, but those genotypes were not found in the
2010 sample. The results for the Core region showed a pattern similar to NS5B (Figure
1A, Table 2). Consistently with the fact that Core is less divergent in terms of genotype se-
paration than is NS5B, variation was less pronounced for the Core region. The frequency
of genotype 4/4k increased from 0% in 2002 (before treatment) to 4.97% during the year
of treatment. After treatment failure, genotype 4 and subtype 4k also increased in fre-
quency at the Core region, and reached 55.8% in the 2014 sample. Nucleotide diversity
estimates (NDEs) for the Core region remained at a constant level during infection (NDE
= 0.029, sd = 0.014, Figure 1B). In contrast, the NDE values for the NS5B region exhi-

bited a sharp increase at the onset of treatment with dual therapy during the year 2003



CHAPITRE 2. DYNAMIQUE DE L’EVOLUTION INTRA-PATIENT DU VHC PAR NGS46

(NDE = 0.14, sd = 0.0009, Figure 1D). This sudden increase was followed by a gradual
decrease after treatment (NDE = 0.023, sd = 0.006 in 2014). Overall, the results suppor-
ted a multiple infection hypothesis in which patient 1 was infected from two genetically

distinct genotypes.

For patient 2, the results at NS5B detected the presence of 2 subtypes of genotype
1, subtypes 1a and 1b (Figure 2C, Table 3). The frequency of subtype 1a increased from
0% in 2005 (before treatment) to 18.4% in 2010/2014 after treatment. The results for Core
indicated that this region was similar to subtype 1b, except for the 2010 sample for which
the frequency of subtype 1a was around 18.2% (Figure 2A, Table 3). The results suppor-
ted a multiple infection hypothesis in which patient 2 was infected from subtype la and
subtype 1b HCV strains. Genetic heterogeneity at the Core region remained at a constant
level during infection (NDE = 0.011, sd = 0.003, Figure 2B), except for the sample from
year 2010. For the 2010 sample, substantial levels of NDE were observed (Figure 2B,
NDE = 0.093, sd = 0.001). For the NS5B region, genetic heterogeneity increased after
treatment with dual therapy from NDE = 0.026 (2008, sd = 0.001) to NDE = 0.10 (2010,
sd = 0.02), and it decreased to a lower level in 2014 (Figure 2D).

Population structure analysis

RNA sequences from the NS5B region were used to produce principal component
(PC) plots for all time samples after correction for uneven sampling (Figure 3). For patient
1 and patient 2, the PC plots reproduced the temporal evolution of genotype and subtype
frequencies obtained in Figure 1 and Figure 2 respectively. For patient 1, the first axis
clearly separated genotype 1 strains from genotype 4 strains. Axis position in each time
sample strongly agreed with sample composition. The second axis separated samples ac-
cording to their sampling dates. For patient 2, sequences obtained prior to treatment were
grouped together, and clustered separately from sequences obtained post-treatment. The

first axis separated the strains from subtype 1a and subtype 1b.
Phylogenetic analysis

Global NIJ trees and coalescent trees for two patients were obtained from the NS5B
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and Core sequences sampled during the course of infection. Results for patients 1 and 2
are reported in Figure 4 (NS5B region) and in supplementary Figure S1 (Core region).
ML trees for a sample consisting of 100 unique reads per time point for the same two
patients were also computed for the NS5B and Core regions. Overall, the results suppor-
ted a hypothesis of diversifying selection acting on genome-wide standing variation after

treatment initiation in patients 1 and 2 (Hermisson & Pennings 2005).

For patient 1, the global phylogenetic NJ tree for NS5B exhibited two major li-
neages corresponding to the co-existence of genotype 1 and genotype 4/4k (Figure 4A).
Trees of genotype 4 sequence alignments exhibited a divergent clade that contained se-
quences sampled in year 2007 and all sequences sampled in years 2008 and 2014. The
average divergence between 2003 genotype 4 strains and 2014 strains was about 21%.
A coalescent analysis of genotype 4 sequence alignments estimated the date of the most
recent ancestor for this genotype during the year 1999 (Figure 4C, Figure S2). This date
had a 95% highest posterior density interval equal to I = (1998.1, 2001.6), indicating that
secondary infection by genotype 4 after the initial infection by genotype 1 in year 1979
is likely to predate the year 2001. The molecular-clock analysis using LSD estimated the
date of the most recent ancestor of the genotype 4 strains during the year 1995 with a 95%

confidence interval (CI) equal to (1989.9, 1997.2) (Figure S3).

For patient 2, the BEAST coalescent tree provided results consistent with a global
phylogenetic NJ tree reconstructed from all sequences from the NS5B region (Figure
4B-D). Following treatment initiation, two divergent lineages were observed in the years
2010 and 2014 corresponding to the HCV subtypes 1a and 1b (Figure 4D, Figure S2). The
average difference between the 2005 strains (all 1b) and subtype la strains sampled in
2014 was about 16.5%, and were of the same order of divergence as in patient 1 genotype
4 strains. The date of the most recent ancestor for genotype 1b sequences was inferred
during the year 1964. The large 95% highest posterior density interval for this estimate,
I = (1940,1984), included the known infection date (year 1970). The date of the most

recent ancestor for subtype la sequences was found during the year 1997 with a 95%
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highest posterior density interval equal to I = (1994, 2003), indicating that secondary
infection by subtype 1a likely occurred in the nineties (Figure 4D). The molecular-clock
analysis estimated the date of the most recent ancestor for genotype 1b during the year
1966 with a 95% CI equal to (1954.7, 1976.2). The date of the most recent ancestor for
subtype la sequences was found during the year 1996 with a 95% CI equal to (1992.5,
1998.9) (Figure S3).

Discussion

Viral populations consist of ‘quasi-species’ representing a collection of multiple
strains of the same virus with small changes in their genomic sequence (Astrovskaya et
al. 2011). Quantifying viral population diversity within a host requires HTS technology
capable of sampling a large number of individual sequences accurately (Bernini et al.
2011 ; Culasso et al. 2014 ; Nelson & Hughes 2015). Our study described the evolution
of the Core and NS5B regions of the HCV genome in two non-responder patients be-
fore and after their treatment with dual therapy in the 2000’s. Based on multiple time
samples and high-throughput amplicon sequencing, we conducted a retrospective analy-
sis of within-host HCV genetic heterogeneity in response to treatment. For both patients,
sample composition, population structure analysis, and nucleotide diversity estimates pro-
vided consistent descriptions of the viral population dynamics. Similarity and phylogene-
tic analyses revealed the existence of multiple lineages of HCV corresponding to distinct
genotypes (patient 1) or subtypes (patient 2). The BEAST and LSD analyses of the NS5B
region provided consistent estimates of the date of secondary infection for both patients,

with higher accuracy for LSD due to a larger sample size.

The Core region of the HCV genome is known to correspond to a highly conser-
ved structural gene, and this region has low evolutionary rate compared to the rest of the
genome (Gray et al. 2011). In agreement with the prediction for this region, genetic hete-
rogeneity remained at a low level during infection in each patient. Nevertheless a punctual

increase of diversity was found in patient 2 at one time point in year 2010. Although this
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last event remains uncharacterised, it was consistent with the co-occurrence of distinct
viral subtypes. Differences in HCV variants of highly conserved regions have been obser-
ved between plasma and peripheral blood cells during chronic infection (Roque-Afonso
et al. 2005). In addition, phylogenies reconstructed from HCV genomes sampled from
multiple time points have frequently revealed two or more genetically distinct co-existing
viral lineages that are not detected at all sampling times (Ramachandran et al. 2011). We
provided evidence that HCV exhibits within-host population genetic structure, and those
findings supported the hypothesis that the virus is able to circulate between distinct cell

tissues (Gray et al. 2012 ; Raghwani et al. 2016).

Distinct genomic compartments of HCV can exhibit highly different evolutionary
trajectories (Culasso et al. 2014). In agreement with this observation, trajectories of the
NSS5B region differed from those of the Core region substantially. In each patient, gene-
tic heterogeneity at the NS5B region exhibited a sharp increase, and reached exceptional
levels after treatment (Raghwani et al. 2016). The diversity peak was followed by a long
period during which genetic diversity decreased gradually. We interpret the results as evi-
dence of soft selective sweeps occurring at the NS5B or at a linked region in the genome,

and mixed infection maintained by balancing selection during viral evolution.

Soft sweeps differ from classic sweeps as they occur when one or many resistant
strains are present in the standing genetic variation prior to treatment, possibly at low
frequency (Pennings et al. 2012). Classic selective sweeps assume that resistance muta-
tions occur in the viral genome de novo, and evolve to fixation in the entire population
(Messer & Petrov 2013). After treatment, the frequencies of genotypes or subtypes car-
rying resistance mutations increased in the viral population. Parallel selection on resistant
strains from diverging lineages resulted in an increase of genetic heterogeneity. Follo-
wing the diversity burst, genotypes with lower adaptive rates were slowly replaced by
genotypes with higher adaptive rates, generating a gradual decrease of genetic diversity
post treatment. The BLAST and phylogenetic analyses on the NS5B region confirmed our

hypothesis and revealed complex evolutionary dynamics in a structured viral population.
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In conclusion, evolution of the Core and NS5B regions from HCV populations
in two patients with mixed infection was studied using amplicon sequencing. Analysing
sample composition and measures of genetic diversity, contrasting patterns were reported
for the Core and NS5B regions. These patterns could be explained by complex popula-
tion structure and by diversifying selection acting on distinct genotypes over the course
of infection. While it is important in the evolution of drug resistance for HIV (Pennings
et al. 2014), evolution through soft sweeps has not been previously reported for HCV.
According to Feder et al. (2016), the evidence for soft sweeps occurring in the HCV ge-
nome after treatment is consistent with a low efficiency of the medical treatment. Dual
therapy was based on treatments for which the occurrence of non-responder patients has
not been clearly explained by viral resistance (Larrat, Vallet, et al. 2015). In contrast, more
efficient direct anti-viral treatments have many naturally occurring resistance mutations,
and these treatments could generate harder selective sweeps (Feder et al. 2016). We in-
terpret the observed patterns of genetic diversity and the shape of phylogenetic trees as
the first evidence for evolution of resistance to treatment through soft selective sweeps
in patients with chronic multiple HCV infection. This result is of crucial importance to
our understanding of the evolution of HCV infection and the efficiency of past and new

treatments.
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Tables and Figures.

Patient id Infection Treatment Number of Range of
year* duration** samples samples

1 1979 Jan 2003 8 2002-2014

DEHE June 2003

2 1970 Mar 2008 5 2005-2014

AMCA Oct 2008

* Infection by genotype 1 from blood transfusion or professional exposure.
** Dual therapy: pegylated interferon and ribavirin.

TaBLE 1 — Patient and treatment information.
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Year  Number % Genotype % Mucleotide similarity (Var)**
of reads

1ib 4/4k 1ib 4/4k
NS5B
2002* 622 99.9 - 95.64 (0.96) --
2003* 1031 31.10 68.89 9588 (1.31) 93.80 (0.22)
2005* 927 51.82 48.01 96.06 (0.98) 93.69 (0.25)
2006* 626 82.58 17.25 9585 (0.70) 93.85 (0.16)
2007 257 15.95 84.05 95.73 (0.70) 93.38 (0.51)
2008 239 8.78 91.22 9561 (1.94) 93.30 (0.41)
2010 240 100 - 96.10 (0.40) --
2014 242 0.08 99.10 95.50 (0.50) 92.77 (0.22)
Core
2002* 542 99.44 - 98.87 (0.50) --
2003 181 95.02 497 98.32 (0.70) 97.33 (1.00)
2005 610 100 - 99.06 (0.58) --
2006 510 100 - 98.46 (0.47) --
2007 595 97.82 218 98.89 (0.66) 96.30 (1.56)
2008 396 86.62 13.38 98.16 (1.17) 97.24 (0.61)
2010* 432 99.76 - 97.89 (0.64) --
2014 523 4416 55.83 97.80 (2.39) 96.94 (0.78)

* This sample had unclassified genotypes (<2%) not shown.
** Similarity score obtained from BLAST in HCV align tool.

TaBLE 2 — Genotype composition for the NS5B and Core regions (Patient 1).
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Year Number % Subtype % Nucleotide similarity (Var)**
of
reads
1a ib 1a 1b

NS5B

2005 194 - 100 - - 96.63 (0.30)
2007* 152 - 98.02 -- -- 95.80 (1.05)
2008 93 - 100 -- -- 96.11 (0.32)
2010* 683 18.44 81.25 96.20 (2.70) 9496 (1.63)
2014* 420 18.33 81.4 96.22 (2.85) 9546 (1.22)
Core

2005 525 - 100 -- -- 98.84 (0.41)
2007 494 - 100 - - 99.01 (0.18)
2008 116 - 100 -- -- 98.45 (0.56)
2010* 699 18.16 81.54 96.22 (2.36) 9517 (1.76)
2014 397 - 100 -- -- 98.04 (0.46)

*This sample had unclassified genotypes (<5%) not shown.
** Similarity score obtained from BLAST in HGV align tool

TaBLE 3 — Genotype composition for the NS5B and Core regions (patient 2).
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Ficure 1 — Sample composition and genetic heterogeneity for patient 1.

(A-B) Core region : Percentage of genotypes 4 and 4k and nucleotide diversity estimates
for each time sample. (C-D) NS5B region : Percentage of genotypes 4 and 4k and nucleo-
tide diversity estimates for each time sample.
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Ficure 2 — Sample composition and genetic heterogeneity for patient 2.
(A-B) Core region : Percentage of genotype 1b and nucleotide diversity estimates for each
time sample. (C-D) NS5B region : Percentage of genotype 1b and nucleotide diversity
estimates for each time sample.
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Ficure 3 — Principal component plots for temporal samples from the NS5B region.
Patient 1 : The left cluster consists of genotype 1 particles, whereas the right cluster
consists of genotype 4 particles. Patient 2 : Subtype 1b particles cluster to the right, whe-
reas subtype la particles correspond to the left part of the figure.
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Ficure 4 — Phylogenetic trees for the NS5B region.

(A) Unrooted NJ tree reconstructed from all sequences from patient 1. (B) Unrooted NJ
tree reconstructed from all sequences from patient 2. (C) Maximum clade credibility trees
obtained from BEAST by randomly subsampling twenty genotype 4 sequences from 8
time points (patient 1). (D) Maximum clade credibility trees obtained from BEAST by
randomly subsampling 25 sequences from 5 time points (patient 2). Dates for the most
recent ancestor of subtype la (green) and 1b (blue) were shown as dots. Long internal
tree branches are represented by ‘//> symbols.
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Ficure S1 — Phylogenetic trees for the Core region.
(A) Unrooted NIJ trees for patient 1 and (B) patient 2 with clustering by genotype/subtype
seen in both patients.
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(A) Patient 1 NS5B region. Genotype 4 sequences. (B) Patient 1 NS5B region. Genotype 1 sequences.
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Ficure S2 — TempEst outputs for various patients and genetic regions.

Cases from patient 1 (A) and 2 (C) with a positive slope were considered for building
MCC trees after BEAST analysis, while patient 1 genotype 1b only (B) were found to be
unsuitable for further BEAST analysis.
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Ficure S3 — Phylogenetic trees for the NS5B region.

(A) Molecular-clock analysis using LSD to estimate the date of the most recent ancestor
of the genotype 4 strains (patient 1). (B) Molecular-clock analysis using LSD to estimate
the dates of the most recent ancestors of the subtypes la (green dot) and 1b (blue dot)
(patient 2).
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CONCLUSION

Le séquengage haut débit des populations a évolution rapide du virus de I’hépatite C
(VHC) permet des études a grande échelle de ’hétérogénéité virale intra-hote et de la
résistance aux schémas de traitement anti-viral communément observée dans les cas
cliniques d’infection chronique. Alors que I’échappement au traitement anti-viral direct
peut €tre expliqué par des mutations de résistance dans des régions génomiques ciblées,
I’absence de réponse 4 la bithérapie (interféron pegylé et ribavirine) reste moins
comprise. Dans cette étude, nous avons réalisé un séquengage par amplicon pour étudier
la variation génomique des régions Core et NS5B du VHC sur une période de 13 ans
pour deux patients suivis pour hépatite C chronique & I’Hopital Universitaire Grenoble
Alpes. A partir d’échantillons obtenus 2 différents points temporels, nous avons observé
chez ces patients des infections mixtes composées de plusieurs génotypes du VHC.
L’hétérogénéité génétique et ’analyse de la composition des échantillons a fourni des
informations sur les changements dans la population virale au cours du traitement, avec
NS5B qui a connu une forte augmentation de diversité apres I’initiation du traitement
comparativement a sa diversité pré-traitement. Des données supportant une structure
génétique de population du VHC ont été observées chez tous les patients, faisant
apparaitre des lignées divergentes dans les arbres phylogénétiques. Ces observations
orientent vers une sélection diversifiante se produisant aprés traitement, agissant a
variation génomique constante et maintenant une grande hétérogénéité génétique durant
Pinfection. Associés avec efficacité du traitement, ces résultats fournissent la premicére
preuve a I’occasion d’un traitement anti-viral d’induction de «réduction de variation
sélective douce» («soft selective sweepsy) chez des patients infectés chroniques avec
plusieurs génotypes du VHC.
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Résumé :

Le séquencage haut débit des populations a évolution rapide du virus de 1’hépatite C (VHC) permet
des études a grande échelle de 1’hétérogénéité virale intra-hote et de la résistance aux schémas de
traitement anti-viral communément observée dans les cas cliniques d’infection chronique. Alors que
I’échappement au traitement anti-viral direct peut €tre expliqué par des mutations de résistance dans
des régions génomiques ciblées, 1’absence de réponse a la bithérapie (interféron pegylé et ribavirine)
reste moins comprise. Dans cette étude, nous avons réalisé un séquengage par amplicon pour étudier la
variation génomique des régions Core et NS5B du VHC sur une période de 13 ans pour deux patients
suivis pour hépatite C chronique a I’Hopital Universitaire Grenoble Alpes. A partir d’échantillons
obtenus a différents points temporels, nous avons observé chez ces patients des infections mixtes
composées de plusieurs génotypes du VHC. L’hétérogénéité génétique et I’analyse de la composition
des échantillons a fourni des informations sur les changements dans la population virale au cours du
traitement, avec NS5B qui a connu une forte augmentation de diversité apres I’initiation du traitement
comparativement a sa diversité pré-traitement. Des données supportant une structure génétique de
population du VHC ont été observées chez tous les patients, faisant apparaitre des lignées divergentes
dans les arbres phylogénétiques. Ces observations orientent vers une sélection diversifiante se
produisant apres traitement, agissant a variation génomique constante et maintenant une grande
hétérogénéité génétique durant I'infection. Associés avec l’efficacité du traitement, ces résultats
fournissent la premicre preuve a I’occasion d’un traitement anti-viral d’induction de «réduction
de variation sélective douce» («soft selective sweeps») chez des patients infectés chroniques avec
plusieurs génotypes du VHC.

Mots-clés :  Virus de I’Hépatite C, Infection multiple, séquencage haut débit, Etude longitudinale, Diver-

sité/Hétérogénéité génétique, Selective sweeps
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