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Liste des principales abréviations

aa : acide aminé
Ac : Anticorps
ADN : Acide désoxyribonucléique

ADNccc : ADN super-enroulé, (covalently closed circular)

ADNrc : ADN relaché circulaire

ADV : Adéfovir dipivoxil

Ag : Antigéene

Ag HBs : Antigene HBs

ALAT : Alanine Amino transférase

ARN : Acide ribonucléique

ARNmM : ARN messager

ARNmM PC : ARNm précore

ARNpg : ARN pré-génomique

ARNSsg : ARN sub-génomique

ASHYV : Arctic Squirrel

Au : Australia antigen

BCP : Promoteur Basal du Core

CHC : Carcinome Hépatocellulaire

CMH : Complexe Majeur d’Histocompatibilité
CMIA : Chimiluminescent Immuno Assay
DC : Dendritic Cell

DHBYV : Duck Hepatitis B Virus

DMSO : Diméthylsulfoxyde

DR : Direct Repeat

EASL : European Association for the Study of the Liver
ETV : Entécavir

GSHYV : Ground Squirrel Hepatitis Virus
HBc : Hepatitis B core

HBe : Hepatitis B e

HBs : Hepatitis B surface

HBSP : Hepatitis B Splice Protein

HSPG : Héparanes Sulfates Protéoglycanes
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IFN : Interféron

ISG : Interferon Stimulated Genes

InVS : Institut national de Veille Sanitaire
LdT : Telbivudine

LMV : Lamivudine

LTc : Lymphocytes T cytotoxiques

LTh : Lymphocytes T helper

MHR : Major Hydrophilic region

NK : Natural Killer

NTCP : Sodium Taurocholate Cotransporting Polypeptid
NUC : Nucleoside/Nucleotide Analog

OMS : Organisation Mondiale de la Santé
ORF: Open Reading Frame

pb : paire de base

PBH : Ponction Biopsie Hépatique

PCR : Polymerase Chain Reaction

PEG : Polyéthylene Glycol

Peg IFN : Interféron pégylé

PHH : Primary Human Hepatocyte

PTH : Primary Tupaia Hepatocyte

gPCR : quantitative Polymerase Chain Reaction
RBS : Receptor Binding Site

RE : Réticulum Endoplasmique

SCID : Severe Combined Immunodeficiency
SVF : Serum de veau foetal

SVP : Subviral Particle

TDF : Ténofovir disoproxil fumarate

TLM : Translocation Motif

TP : Terminal Protein

UDIV : Usagers de Drogues par voie Intraveineuse
VHB : Virus de I'Hépatite B

VHC : Virus de I'Hépatite C

VHD : Virus de I'Hépatite Delta

VIH : Virus de I'lmmunodéficience Humaine



WHYV : Woodchuck Hepatitis Virus
WMHBYV : Wooly Monkey Hepatitis B Virus
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1. Le Virus de I'Hépatite B

1.1. Historique et découverte du virus
Le « premier traité de médecine » datant de 3000asast Jésus Christ décrivait déja les
symptémes associés a une jaunisse (Trepo, 2Dé4)éveloppement de pratiques telles que la
vaccination et la transfusion (de la fin du®iBsiecle au milieu du £9¢ siécle) a permis
'émergence des concepts d’hépatite sérique puis d’hépatite B. En effet en 1885, Lihrman et
Jehn observérent des épidémies de « jaunisse » au sein de populations ayant recemment été
immunisées contre la variole a I'aide d’'un vaccin consistant en une préparation de lymphe
humaine. A partir de ces observations, Luhrman suspecta le vaccin comme source de la
maladie, observant pour la premiere fois des « hépatites sériques », aujourd’hui connues sous
le nom d’hépatites B et (Orepo, 2014)En 1908, Mc Donald émit I'hypothése de la nature
infectieuse virale des « hépatites sériques » ; un virus étant considéré a I'époque comme un
agent subcellulaire infectieux pouvant étre filtré. Des cas similaires furent rapportés jusque
dans les années 40, renforcant I'idée d’une transmission des « hépatites sériques » provoquée
par des aiguilles contaminées par du sang, I'administration de vaccins dérivés de tissus
humains et enfin 'administration de produits sanguins.
Durant la seconde guerre mondiale, la propagation des hépatites virales chez de nombreux
sujets transfusés motiva la réalisation d’études aux Etats-Unis et en Angleterre, basées sur la
transmission d’hépatites infectieuses a des sujets volonigi@gens, 1946 ; Thomas, 2013 ;
MacCallum, 1947) Ainsi, en 1947, MacCallum proposa une distinctmaire entre les
infections aigués transmises par des aliments souillés par le virus (transmission oro-fécale), ou
« hépatites A », et les hépatites sériques, ou « hépatites B », dont le temps d’incubation est de
plusieurs mois et qui conduisent parfois a la chronicité (MacCallum, .1947)
En 1965, Blumbergteal. étudierent le polymorphisme génétique des lipoprotéines sériques en
détectant la précipitation d’anticorps (Acs) contre certains antigénes. En recherchant de fagon
systématique des anticorps dirigés contre différentes formes de protéines sériques chez des
patients polytransfusés, ils identifierent un anticorps réagissant contre le sérum d’un patient
australien. Ce nouvel antigéne présent dans le sérum d'un patient aborigéne ciblé par
I'anticorps présent dans le sérum du patient transfusé fut appelé « Australia antigen » (Au)
(Blumberg, 2002 ; Blumbergt al., 1965) Plusieurs études permirent par la suite de ridier
présence de cet antigéne avec le développement d’hépatites. Il fut ainsi identifié comme un
constituant du virus responsable des hépatites sériques B alors appelé virus de I'hépatite B
(VHB) (Blumberget al., 1967 ; Gileset al., 1969 ; Gocke et Kavey, 1969 ; Londenal.,
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1969 ; Prince, 1968)’analyse systématique des dons de sang a larmehde I'antigéne

(Au) aussi appelé antigene HBs (Ag HBs), entrainant I'exclusion des lots contaminés, permit
de réduire de fagon significative I'incidence des hépatites « post-transfugilnnsberg,

1977 ; Senior eal., 1974)

A partir d’échantillons sériques issus de patients porteurs de I'Ag HBs, les premieres images
de virus en microscopie électronique furent obteriBegeret al., 1968 ; Danet al., 1970)

Daneet al. observérent trois types de particules virales : des petites sphéeres et des batonnets
de 20 nm de diametre environ, ainsi que des particules plus grosses de 45 nm, connues depuis
sous le nom de particules de Dane, correspondant au virus complet et infectieux. Dans les
années 70, des travaux ont permis d'établir la structure des virions et d’aboutir a
l'identification de la structure du génome vi(Rlobinsonet al., 1974 ; Summeset al., 1975)

(tableau 1) La premiere séquence compléte du génome du VHB: gpuébliée en 1979
(Galibert ¢ al., 1979)

Grace a ces découvertes le premier vaccin testé chez I’'homme et efficace contre le VHB fut
mis au point en 1976, puis développé a grande échelle par I'institut Pasteur et commercialisé
sous le nom « Hevac B » en 19®daupaset al., 1976 ; Maupast al., 1978) La premiere
génération de vaccins a été obtenue a partir de plasmas riches en Ag HBs. Grace au
développement des techniques de clonage, les vaccins obtenus par recombinaison génétique
firent ensuite leur apparition. Le premier vaccin basé sur [l'utilisation de protéines
recombinantes de I'enveloppe virale, « Engerix B », fut développé en 1985 et mis sur le
marché en 1989.

A partir de 1976, les traitements a base d’interféron furent utilisés chez les patients infectés
chroniquement permettant ainsi de réduire la réplication du Vb#smyteret al., 1976 ;
Greenberget al., 1976 ; Purcelet al.,, 1976) Suite a la découverte de l'activité reverse
transcriptase, ou transcriptase inverse, de la polymérase virale par Swhateen 1982, les
inhibiteurs de polymérase virale firent leur apparitiSammers et Mason, 1982Tes deux
catégories d’antiviraux, interféron et analogues nucléos(t)idiques, sont toujours utilisés a ce

jour dans la prise en charge thérapeutique des malades atteints d’'une hépatite B chronique.
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1971 Almeida & al., 1971 Description dd’antigene de capsid (HBc)
1972 | Magnius et Espmark, 1972a Découverte déantigene e (HB¢) : soluble présent
. dans le sérum des patients infectés par le VHB ;
Magnius et Espmark, 1972b la présence d’anticorps anti-HBe est corrélée ajun
bon pronostic concernant I'évolution de la maladie
Le Bouvier et al., 1972 Identification des déterminants immunogéniques
a dety
Bancroft et al, 1972 Identification des déterminants immunogéniques
wetr
Premier systeme de classification du virus : 4 sous-types majeurs
adw, ayw, adr et ayr
1973 Kaplan ¢ al., 1973 Découverte d’'unactivité ADN polymérase dans
les capsides des particules de Dane
1974 Robinson eal., 1974 Découverte de la moléculeADN circulaire
double brin, substrat de I'ADN polymérase
1975 Summers eal., 1975 Environ 20% de la
molécule d’ADN existe sous une forme simple brin
1976 Maupas eal., 1976 Mise au point chez ’'homme du premiexccin
Maupas et al., 1978 efficace contre le VHB
Desmyter et al., 1976 Un traitement a bas#interféron permet de
Greenberg et al., 1976 réduire la réplication du VHB chez les porteurs
Purcell et al., 1976 chroniques
1982 Summers et Mason, 1982| Découverte de I'activitéeverse transcriptast de
la polymérase virale
1979 Galibert ¢ al., 1979 Premiereséquence comple du génome du VHB
1988 Gripon ¢ al., 1988 Premier modele difection in vitro par le VHB
Gripon et al., 1995
2002 Gripon ¢ al., 2002 Lignée HepaRC : premiere lignée hépatocytaire
infectable par le VHB
2005 Gripon ¢ al., 2005 Mise au point d’'un peptide inhibiteur de I'entrée
virale in vitro
2012 Yan d al., 2012 Découverte duécepteur hNTCF comme 'un des
récepteurs spécifiques du VHB

Tableau 1 :Quelgues découvertes majeures concernant le virus de I’hépatite B.

1.2. Taxonomie
Les virus appartenant a la famille déspadnaviridag(Hepatotropic DNA viruk tel que le
VHB, possedent un certain nombre de caractéristigues communes concernant :
- leur structure : les particules virales sont sphériques, de petite taille et enveloppées ;
les particules subvirales, correspondant a des enveloppes vides, sont produites en
grande guantité ;
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- leur génome: il est constitué d'une molécule d’ADN «relaxée » circulaire
partiellement bicaténaire dont la taille et I'organisation génétique sont peu variables ;

- le mode de réplication de leur génome : il implique une étape de transcription inverse
a partir de leur ARN viral ;

- leur tropisme essentiellement hépatocytaire : les hepadnavirus sont considérés comme
des virus hépatotropes bien que de I’ADN viral soit aussi retrouvé dans plusieurs
tissus(Korbaet al., 1990 ; Korbaet al., 1989 ; Korbeaet al., 1986 ; Lew et Michalak,

2001) ;

- leur étroite spécificité d’hoéte : le VHB n’infecte que ’lhomme et les primates.

Cette famille comprend deux genres distincts selon I'espece héte du virus: les
avihepadnavirus infectant les oiseaux et les orthohepadnavirus infectant les mammiferes. Le
représentant type de la famille des orthohepadnavirus est le VHB, infectant naturellement
’lhomme mais aussi expérimentalement d’autres primates (chimpanzé, gibbon, orang-outan,
gorille) ainsi que Ielupaia belangeriCependant des souches virales infectant naturellement
les primates ont été mises en évidence (HBV cpz, HBV gbn, HBV oru). Les virus isolés chez
les primates sont regroupés a proximité des différents génotypes du virus humain sur les
arbres phylogénétiqueSchaeffer, 2007)figure 1) Les génomes des virus infectant le
chimpanzé et le gorille présentant moins de 5 % de différences sont regroupés sous le méme
génotype, HBV cpz. Le premier hepadnavirus non humain, le WA¥ofichuck Hepatitis

Virus) fut découvert chez les marmottes américaines (Sumrnaks £978 ; Schaeffer, 20Q7)
Ultérieurement, toute une série de virus homolodteseau 2)furent mis en évidence tels

gue : le GSHV Ground Squirrel Hepatitis Virgs le WMHBV (Wooly Monkey Hepatitis B
Virus), ’ASHV (Arctic Squirrel Hepatitis Virus
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Figure 1 : Arbre phylogénétique des orthohepadnavirus (Schaefer,.2007)
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Les virus aviaires sont les plus divergents par rapport aux aigpeinaviridae présentant

une faible homologie de séquence avec les orthohepadnavirus, notamment 40 % d’homologie
avec le VHB (Schaefer, 2007)Leurs génomes légérement plus courts, possedent un
organisation particuliere, puisqu’ils ne codent que deux protéines d’enveloppe (L et S) et ne
comportent pas de gene X individualisé. De nombreuses connaissances sur la biologie du
VHB ont été obtenues en utilisant le modéle animal du canard infecté par son virus spécifique
(DHBV, Duck Hepatitis B Virus(Glebe, 2007 ; Seeger et Mason, 2000 ; Glebe etriJrba
2007)
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Genre Virus Hote naturel Hoéte expérimental
HBV Homme Tupaia belangeri
Hepatitis B Virus Dane et al., 1970 Walter et al., 1996
Chimpanzé
HBV cpz Vaudin & al., 1988 /
Chimpanzee Hepatitis B Virus Gorille
Grethe €al., 2000
HBV gbn Gibbon /
Gibbon Hepatitis B Virus Norderet al., 1996
HBV oru Orang-outan /
Orthohepadnaviru$ Orangutan Hepatitis B Virus Warren ¢al., 1999
WMHBV Singe laineux /
Wooly Monkey Hepatitis B Virus  Lanford & al., 1998
WHV Marmotte américaine /
Woodchuck Hepatitis Virus Summers €al., 1978
GSHV Ecureuil fouisseur /
Ground Squirrel Hepatitis Virus|  Marion & al., 1980
ASHV ECUI’GU”I terrestre
Arctic Squirrel Hepatitis Virus arctique /
Testut ¢al., 1996
DHBV Canard de Pékin /
Duck Hepatitis B Virus Mason ¢ al., 1980
GTHBV Sarcelle australienne /
Grey Teal Hepatitis B Virus Li et al., 1998
HHBV Héron cendré /
Heron Hepatitis B Virus Sprengel eal., 1988.
MDHBV Canard a criniere /
Maned Duck Hepatitis B Virus Li et al., 1998
Avihepadnavirus RGHV Oie de Ross /
Ross Goose Hepatitis Virus | Naumann eal., 1993
SGHBV Oie des neiges /
Snow Goose Hepatitis B Virus| ~ Chang éal., 1999
STHBY Cigogne blanche Grug
Stork Hepatitis B Virus demoiselle /
Pult @ al., 1998
CHBV Grue royale /

Crane Hepatitis B Virus

Prassolov &al., 2003

Tableau 2 :Les principaux virus de la famille des HepadnaviridagpréesSchaefer, 2007.

1.3. Les caractéristiques structurales du virus

Trois types de particules virales de morphologietimite sont observés en

microscopie électronique dans le sérum de patients infectés par le VHB : les particules de
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Dane ou particules virales complétes et les particules dites subvirales (SVPs) correspondant a
des sphéres et des batonnets (Dsirad, 1970)
1.3.1. La particule de Dane
1.3.1.1. Structure générale
Le virion infectieux, appelé particule de Dane, du nom de son décoyixaueet al., 1970)
est une petite particule sphérique de 45 nm de diametre. Elle circule dans le sang a une
concentration pouvant atteindre*{@articules par ml chez certains patients. Le génome de
ces particules est constitué d'une molécule d’ADN circulaire partiellement bicaténaire
d’environ 3200 nucléotides sur laquelle est fixée de maniere covalente une polymérase virale,
ainsi que des protéines d’origine cellulaire dont une sérine/thréonine kinase phosphorylant la
protéine HBAAlbin et Robinson, 1980 ; Bruss, 200Za polymérase virale comprend quatre
domaines de N terminal en C terminal :
- une protéine N-terminale (TP) ou primase, contenant le site d’attachement a la partie
5’ du brin d’ADN en cours de synthése
- une région intermédiaire ou spacer
- un domaine requis pour l'activité transcriptase inverse dont le site catalytique
comprend une séquence en acides aminés (aa) tres conservée YMDD
- et un domaine RNase H qui dégrade la matrice ARN ladadsynthése du brin
négatif d’ADN viral (Seegertal., 2000 ; Wekt al, 2010)
Le génome est entouré d'une capside protéique icosaédrique, appelée « core », d’environ
30 nm de diamétre. Elle est formée par l'auto-assemblage d’environ 200 antigenes HBc
(Ag HBc) ou protéines C (21 kDa) selon une symétrie icosaédrique T3 (be€dert al.,
2000 ; Bruss, 2007)L’antigene HBc est une protéine de 183 a 185 adoention du
génotype viral, relativement conservée parmi les différents génotypes {awss, 2007)
Elle comprend deux régions :
- une région N-terminale (149-151 aa) qui posseéde un motif leucine zipper permettant la
dimérisation de I'’'Ag HBc et son assemblage en une structure capsidique
- une région C-terminale basique de 34 résidus qui contient quatre domaines riches en
arginine n’intervenant pas dans la formation de la nucléocapside : le premier est
nécessaire a I'encapsidation de 'ARN pré-génomique (matrice pour la synthese de
I’ADN viral) associé a la polymérase virale alors que les trois autres sont susceptibles
d’interagir avec I’ADN viral (Bruss, 2007)
La nucléocapside virale est enveloppée par une bicouche lipidiqgue d’origine cellulaire dans

laquelle sont enchassées des glycoprotéines de surface virales. L'exacte composition en
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lipides de I'enveloppe est inconnue, mais la présence de cholestérol semble indispensable au
processus d’infection, lors des étapes suivant la fixation des virus a la surface des cellules
(Bremeret al., 2009) L’enveloppe lipoprotéique est acquise lors du geannement a partir

du réticulum endoplasmique cellulaire. Les glycoprotéines de taille variable sont les suivantes

. la protéine L (« Large »), la protéine M (« Middle ») et la protéine S (« Small »). Ces
protéines L, M et S sont présentes dans I'enveloppe du virus selon un ratiHedrfhann

et al., 1984) Les protéines M et L sont présentes en quantijésaentes sur la particule de

Dane et représentent environ 30 % des protéines d’enveloppe, la protéine S étant majoritaire
(Seegeret al., 2000 ; Bruss, 2007)Ces trois protéines partagent une région commune
correspondant a I'antigéne HBs. Elles sont étroitement associées les unes avec les autres via la

mise en place de ponts disulfures intra- et inter-chaines (Mangalld E995)

y

‘>

Core protein (HBcAg) -
¥>< HBV-DNA
) Polymerase
L protein
M protein
S protein (HBsAg)

Q)
>

Figure 2 : Représentation schématique de la particule de Dane (Pollicihp2014)

1.3.1.2. Organisation genomique
Le génome du VHB est constitué d’'une petite molécule d’ADN d’environ 3200 nucléotides
(Robinsonret al., 1974 ; Summerst al., 1975) L’ADN viral est partiellement bicaténaire, sur
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les % de sa circonférence, adoptant ainsi une conformation circulaire relachée (ADNrc). Le
brin long ou brin codant, de polarité négative et de taille constante, comporte quatre cadres de
lecture ou «open reading frame » (ORF) disposés selon la méme orientation
transcriptionnelle. Le brin court non codant, de polarité positive, possede une extrémité 5’
fixe comportant une courte séquence d’ARN et une extrémité 3’ vari@aléert et al.,

1979) L'ADN est maintenu sous forme circulaire grace @pariement des extrémités 5’ des
deux brins au niveau d’'une région longue d’environ 200 nucléotides dite « région cohésive »
(Sattler et Robinson, 1979Cette région est encadrée par deux séquences iIgpetoeect

Repeat » (DR) de 11 nucléotides, DR1 (a I'extrémité 5’ du brin long) et DR2 (a I'extrémité du
brin court) jouant un réle majeur dans l'initiation de la synthése de chacun des deux brins
d’ADN. La polymérase virale est liée de facon covalente a I'extrémité 5’ du brin (-), par un
lien phospho-tyrosingBoschet al., 1988 ; Gerlich et Robinson, 198@Jors que I'extrémité

5’ du brin (+) comporte un oligo-ribonucléotide servant d’amorce lors de la réplication virale
(Seegekrt al., 1986 ; Will ¢ al., 1987)

Le génome du VHB est le plus petit parmi les génomes des virus humains a ADN. Malgré sa
petite taille, son organisation génétique compacte lui permet de coder sept protéines
différentes. Le génome est entierement codant et tous les signaux de régulation (quatre
promoteurs, deux enhancers, activateurs et sites d’initiation de la transcription, le signal de
poly-adénylation) sont intégrés dans les régions codantes {\Alei 2010) Tous les genes du

VHB ont un ou plusieurs promoteurs régulant leur activité et ces promoteurs sont eux méme
régulés par un ou les deux éléments enhancers viraux Enl et En2 situés en amont du
promoteur core (Seegetra., 2000)

Quatre cadres de lecture chevauchant sont ainsi définis sur le brin négatif.

L’ORF préC/C comporte deux codons initiateurs fonctionnels et code :

- la protéine précore (ou p25), précurseur de I'antigéene HBe (ou pl7) sécrété dans le
sérum. L’antigene HBe, protéine non structurale, semble impliqué dans les
phénomenes de persistance virale et d’évasion a I'immunité de I'héte.

- la protéine core (183-195 aa), €lément structural de base de la capside, portant
'antigene HBc.

L’'ORF P s’étend sur 80 % du génome et chevauche au moins partiellement les autres cadres
de lecture. Il code une protéine multifonctionnelle, la polymérase virale, possédant plusieurs
activités impliquées dans la réplication vir@léei & al., 2010)

L’'ORF X code une petite protéine (145-154 aa) régulatrice non structurale : la protéine X.

Elle est conservée chez tous les hepadnavirus de mamniBerxzgeet al., 2000 ; Wekt al.,

33



2010) Cette protéine, essentielle pour la réplication lejraest un transactivateur
transcriptionnel capable d’activer un grand nombre de promoteurs viraux et cell(Wagies

et al., 2010) Son interaction avec des facteurs de transcrigitinlaires permet d’augmenter
I'expression des géenes du VHB lors de la réplication. Elle semble intervenir également dans la
régulation du cycle cellulaire, les voies de dégradation des protéines, les voies de signalisation
cellulaires pro-apoptotiques et la stabilité génétique. Un rdle dans lI'oncogenese lui est donc
aussi attribué (Seegetra., 2000 ; Wei et al., 2010)

L’'ORF préS/S code les protéines d’enveloppe virales S, M et L. Cette région comprend trois
géenes préSl, préS2 et S et trois codons initiateurs dans une méme phase ouverte de lecture
(Bruss, 2007) Deux transcrits ARNms, PréS1 et PréS2/S, sontrgengt la transcription

initiée au niveau d’'un promoteur en amont de I'ORF pour TARNm préS1 et au niveau d’'un
promoteur interne en amont du second site d’initiation de la traduction pour ’TARNm préS2/S
(Bruss, 2007)La traductionde TARNm le plus long aboutit a la synthése de Hatdine L

(389 a 400 aagt celledu transcrit le plus court a la protéine M (281 aa)a la protéine S

(226 aa).

La protéine S est codée par le géne S, la protéine M par les genes préS2 et S et la protéine L
par les genes préSl, préS2 et S. Ces protéines sont impliquées dans les mécanismes

d’attachement/entrée cellulaire et dans la réponse immunitaire.

e 1826 A g
8 3+ craarchEeTcTOCACTIRT TI:MCG' AT . . ACCCTGC
5*' GATTACECAGACGTG A‘rm - « TOCGACG SCGAMGT '.|

S s @— GAAAAAGTTG
——%

fernminal protein 1828 *

Figure 3 : Organisation génomique du VHB, adapté de Wei et al., 2010.

La protéine HBSP (hepatitis B splice protein) est une protéine de 93 aa codée par un ARN

épissé a partir du codon d’initiation de la polymérase. Elle inclut les 46 premiers aa de la
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polymérase, 47 aa d’'une nouvelle séquence due a un changement de cadre de lecture générée
par I'épissage. Cette protéine aurait un réle dans la persistance de l'infection{\Wieaket
al., 2010)

1.3.2. Les particules subvirales
Les infections a hepadnavirus sont caractérisées par la production en large exces de particules
subvirales non infectieuses (SVP). Les particules vides, dépourvues de génome et de
nucléocapside, ne contiennent que les protéines de surface du VHB. L’auto-assemblage de ces
particules résulte de I'accumulation des protéines d’enveloppe virale produites en exces. Elles
peuvent atteindre une concentration d& Particules par ml et étre jusqu’a 1000 fois plus
nombreuses que les particules virales infectieuses chez un individu i(Bects, 2007 ;
Patientet al, 2007) Ces SVP peuvent étre de forme sphérique de 22endiathetre (billes
ou sphéres) ou filamenteuse (batonnets). Le type de particules formées dépend du ratio
protéine S / protéine L. Les protéines S, M et L sont présentes dans des proportions variables
dans les trois types de particules virales (particule de Dane, sphére ou batonnet), mais la
protéine S est toujours majoritaiié@ei & al., 2010)
Ces SVP s’auto-assemblent dans un compartimentRiost pré-Golg{Patientet al., 2007)
Les formes sphériques sont majoritaires. Les formes filamenteuses, moins représentées,
peuvent atteindre une longueur de plusieurs centaines de nangidaisss 2007 ; Patierst
al., 2007) Elles sont plus riches en protéines L (10 a 30 %)lgsi sphéres ce qui leur confere
leur aspect allong@Glebe et Urban, 2007 ; Patiesital., 2007) Leur réle exact dans le cycle
de réplication du virus n’est pas connu. Elles pourraient faciliter la dissémination du virus et
sa persistance dans l'organisme en réduisant le pool d’anticorps neutralisants, en jouant un
réle de leurre pour I'immunité humorale. En effet, méme si elles n'ont pas de potentiel

infectieux, ces particules suscitent une réponse antigénique importante (Glaka#GL0)
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Figure 4: Morphologie des particules virales et subvirales visibles au microscope

électronique dans le sérum d’un patient infé¢t@i & al., 2010)

1.4.Le cycle réplicatif du VHB
Le VHB est un virus hépatotrope. Bien que de I'’ADiXavVVHB ait été retrouvé dans les
cellules épithéliales des canaux biliaires, les cellules du systéeme lymphoide, les cellules
mononuclées du sang périphérique (monocytes, lymphocytes B et T), au niveau du pancréas
et du rein, la réplication a lieu exclusivement dans I'hépato¢$tegeret al., 2000)
Cependant, ces « réservoirs extrahépatiques » de virus, persistant a long terme, pourraient étre
la source de réactivation virale (Ciestlal., 2008 ; Loustaud-Ratti et al., 2013)
La principale originalité du cycle de réplication de ce virus a ADN est le recours a une étape
de transcription inverse a partir d'un ARN pré-génomique (ARNpg) pour la réplication de son
génome. Pendant longtemps aucun systeme cellulaire permettant la culture du virus n’était
disponible. Les études menées sur des virus animaux proches du VHB, comme ceux du

canard (DHBV) et de la marmotte (WHV) ont permis d’acquérir les premiéres connaissances
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sur le cycle viral, enrichies par la suite des données acquises grace notamment a l'utilisation
de la lignée cellulaire HepaRG (Guidottiat., 2006 ; Xie et a 2010)

1.4.1. Entrée du virus dans les cellules permissives
A ce jour, les données disponibles ne permettent pas de définir avec précision le déroulement
des étapes précoces de l'infection virale VHB conduisant a la libération du génome viral dans
le noyau hépatocytaire. La restriction d’espéce des hepadnavirus ainsi que leur
hépatotropisme suggérent la reconnaissance par les particules infectieuses d'un ou de
plusieurs récepteurs cellulaires spécifiques lors du processus d’entré@digadeal., 2010)
De nombreuses protéines cellulaires ont été propastame candidates potentielles (parmi
lesquelles I'annexine V, le récepteur des immunoglobulines A, I'apolipoproteine H) mais
aucune ne semblait réellement essentielle pour l'infe¢tadneau 3 Glebe et Urban, 2007 ;
Xie et al., 2010) En 2012, Yaret al., identifierent le « Sodium Taurochlorate Cotransporting
Polypeptide » ou NTCP comme l'un des récepteurs spécifiques du VHB a la surface des
hépatocytes. Cette protéine transmembranaire présente sur la partie basolatérale des
hépatocytes est en conditions physiologiques impliquée dans le transport des sels biliaires.
(Yan g al., 2012)
L’entrée virale débute avec I'attachement de la particule virale aux protéoglycanes héparanes
sulfates exposées en surface de la membrane cell@i@ivee 9, point 1) Le degré de
sulfatation semble étre un facteur plus important que le squelette du polysaccharide sur
'attachement a la surface des hépatocytes des vifianstneret al., 2008 ; Schulzet al.,
2007) Cette liaison de faible affinité, de type interactélectrostatique, est non spécifique et
réversible (Glebe et Urban, 2007)Le site de liaison fut d’abord localisé au nivedw
domaine pré-S1 des protéineg3chulzeet al., 2007) Sureau et Salisse ont mis en évidence
une liaison aux héparanes sulfates protéoglycanes (HSPGs) par l'intermédiaire d’'un site de
liaison (HS binding site) localisé en surface de la protéine S au niveau du déterminant « a » de
la Major Hydrophilic Region (MHR). Cette région, la MHR (aa 99-169), est la cible
privilégiée de la réponse humorale notamment son déterminant « a » (124-147) qui regroupe
la plupart des épitopes reconnus par les anticorps neutralisants. Les HSPGs étant des
molécules chargées négativement, les acides aminés de la boucle antigénique chargés
positivement sont impliqués dans ces interactions, notamment les résidus R122 et K141. Ces
acides aminés doivent donc se trouver en surface ce qui nécessite un respect de la
conformation de la boucle MHRSureau et Salisse, 2013 Glypican 5 (GPC5) faisant
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partie de la famille des HSPG a tout récemment été identifi€ comme I'un de ces facteurs
d’attachement (Verriegt al., 2015)

A l'étape d’attachement réversible, succéde une fixation de haute spécificité, probablement
irréversible, au récepteur NTCP présent a la surface des hépat@igytes9, point 2) Cette

fixation s’effectue par l'intermédiaire d’'un domaine nommé Receptor Binding Site (RBS)
situé dans la région PréS1 (aa 9-08kRo et al., 2013 ; Yanet al., 2012) Le NTCP est un
membre de la famille 10 des récepteurs solubles (SLC10), systeme de transport principal des
acides biliaires du sang vers le foie. C’est une glycoprotéine de 349 aa comprenant sept a neuf
domaines transmembranaires.

Yan et al., ont identifié ce récepteur en utilisant un peptide synthétique modifié a partir du
lipopeptide natif 2-48 aa (Myr-47/WT), comme sonde sur une lignée cellulaire d’hépatocytes
primaires deTupaia belanger{I’'un des modeles d’études du VHB). Puis, ils ont démontré le
réle du NTCP en transfectant un plasmide codant le récepteur des lignées cellulaires (293T,
HepG2, Huh7) n’exprimant pas habituellement la protéine. lls ont également démontré le role
probable des acides aminés 157 a 165 du NTCP dans la fixation. En réalisant des tests de
silencing de I'expression du NTCP sur des lignées cellulaires hépatocytaires (PHH, PTH,
HepaRG), ils ont obtenu une réduction de I'infection. Cependant, le fait que I'infection ne soit
pas totalement supprimée dans les lignées cellulaires sans NTCP suggére l'intervention
d’autres facteurs d’hdte dans l'entrée du virus expliquant le tropisme hépatique et la
spécificité d’espece du VHB (Yan al., 2012 ; Xiao et al., 2013)

Les phases suivantes d’internalisation et de libération de la capside protéique sont encore mal
connues. Deux mécanismes sont envisagés. Le premier étasiblade I'enveloppe du virus

a la membrane cellulairapres un changement conformationnel permettantbkraiion

directe de la nucléocapside dans le cytopla@dtbanet al., 2010)(figure 9, point 3B)Le

second correspond a I'endocytose de la particule virale par I'hépatbgyte 9, point 3A)

Dans le deuxieme caapres interaction avec la membrane, le virus péétians la cellule

par un mécanisme d’endocytose pH indépenflamtk et al., 1996) Un clivage des protéines
d’enveloppe aurait lieu a lintérieur de I'endosome permettant de démasquer des motifs
peptidigues nommes TLM (translocation motif) situé en région C-terminale de la région
préS2. L’exposition des TLM permet ensuite la fusion de I'enveloppe virale avec la
membrane de I'endosome et donc le transfert de la nucléocapside vers le cyt¢ptasaie

et al., 2006) Cette endocytose pourrait dépendre de protéinestglie la clathrine et/ou la

cavéoline.
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w

IL-6 PreS1 21-47 Sérum Non
SCAA1 PreS1 21-47 Membranaire Non
Lipoprotein PreS1 21-47 Sérum Adressée aux hépatocy
lipase(LPL) au cours du métabolisme
lipidique

IgA receptor PreS1 21-32 Membranaire Non
Asialoglycoprotein PreS1 Membranaire Oui
receptor(ASGPR)
Transferrin receptor PreS2 Membranaire Non
Apolipoprotein H PreS1 Phospholipidgs Adressée aux hépatocyte
(ApoH) sériques, au cours du métabolisme

associés aux lipidique

Chylomicrons

et HDLs
Polymerized  serum PreS2 Sérum Non
albumin (pHSA)
Annexin V S Membranaire Non
Fibronectin PreS2 Matrice Non
extracellulaire

p31 PreS1 21-47 Intracellulaire n.d.
50-kDa PreS1 and PreS2  Sérum n.d.
serum glycoprotein
p80 82-90 PreS1 12-20, Membranaire Non

Tableau 3 : Principales protéines proposées comme récepteur spécifique du VHB a la surface

des hépatocytes (d’apr€debe et Urban, 2007)

n.d.: non défini
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Figure 5 : Modéle proposé pour le déroulement des étapes précoces de I'entrée virage (Xiao
al., 2013)

1.4.2. Transport des nucléocapsides vers le noyau
Les nucléocapsides libérées dans le cytoplasme vont emprunter le réseau de microtubules et
rejoindre le centre organisateur des microtubules (MOCT) a proximité du noyau et des pores
nucléaires(figure 9, points 4 et 5)L’accumulation de capsides au niveau de I'envedopp
nucléaire facilite les interactions entre les protéines du Nuclear Pore Complex (NPC) et la
séquence Nuclear Localization Signal (NLS) présentes en C-terminale de la protéine C. Les
nucléocapsides vont ensuite se « désassembler » en dimeres de protéine C au sein du pore
nucléaire et libérer I'’ADN viral, sous forme d’ADN relaché circulaire (ADNrc), dans le noyau

cellulaire par des mécanismes encore inconnus (Utteln 2010) (figure 9, point 6)

1.4.3. Conversion du brin d’ADNrc en ADNccc
Dans le noyau, la polymérase virale fixée de maniére covalente a ’ADNrc va compléter la
séquence du brin court, dit de polarité positive({igure 9, point 7) Des enzymes cellulaires
vont ensuite permettre la ligation des extrémités du brin (+), le détachement de la polymérase
virale du brin long (-) et la dégradation de I'amorce d’ARN utilisée pour la synthese du brin
(+) (Urbanet al., 2010).
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La molécule double brin est super-enroulée et compactée a l'aide de protéines histones et
grace a lintervention de topoisomérases cellulaires, en une molécule d’ADN, appelée
ADNccc pour « covalently closed circular DNA (#gure 9, point 8) Cette conformation
assimilable a un « mini-chromosome » non intégré est trés stapégsestante dans le noyau
cellulaire. La persistance de ’ADNccc dans le noyau des hépatocytes pendant toute la durée
de vie de la cellule joue un rble dans le portage chronique du virus. Il existerait dans les
noyaux des hépatocytes infectés un stock de 10 a 50 copies d’ADNccc panddyauet

al., 2010).

1.4.4. Transcription du génome viral
L’ADNccc va servir de matrice pour la transcription des genes viraux par I’ARN polymérase
Il cellulaire et ainsi produire tous les ARN viraux nécessaires a la synthése protéique et a la
réplication virale(figure 9, point 9) Cette étape est régulée par des facteurs de rifztist
de I'héte comme le C/EBP (CCAAT/Enhancer Binding Protein) ou les HNF (Hepatocyte
Nuclear Factors), des protéines virales (core, protéine X) connues pour moduler I'expression
des génes en interagissant avec les quatre promoteurs des ORFs et les deux enhancers, ainsi
gue des phénomeénes épigénétiques tels que le statut d’acétylation des histones H3 et H4 liés a
’ADNccc et I'inhibition du recrutement d’histone déacetyl&Bellicino et al., 2006 ; Urban
et al., 2010).
Les ARN viraux sont ensuite transportés vers le cytopld8mee 9, point 10)Ils sont de
deux types.
Les trois ARNm sub-génomiques (ARNsg) sont traduits en protéines virales dans le
cytoplasme. Un ARNm de 2,1 kb est le transcrit principal du géne S codant I'antigéne de
surface (protéine S et M), un ARNm de 2,4 kb code la grande protéine d’enveloppe L et un
ARNmM de 0,8 kb code la protéine X (Weiat., 2010) (figure 9, point 11)
L’ARN pré-génomique (ARNpg) une fois dans le cytoplasme, est lié a la polymérase virale au
niveau du signal d’encapsidation epsilon situé a son extrémfgaienschlager et Schaller,
1992). Cet ARNpg s'auto-assemble aux protéines C et a lgmgoase pour former la
nucléocapside. En plus dmn réle dARNm pour la synthése de la protéines catr de la

polymérase virale, 'ARNpg est aussi la matrice nucléotidique (figure 9, point 12)

1.4.5. Réplication du génome viral
L’ARNpg sert de matrice pour la rétro-transcription en brin d’ADN nédatitire 9, point
13). Cet ARNm de 3,5 kb est Iégérement plus grand GABNrc des virions matures, il
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contient une région redondante terminale de 120 nucléotides comprenant une deuxiéme copie
de la séquence DR1, le signal d’encapsidation € en épingle a cheveux et une queue de polyA.
L’étape de transcription inverse est initiee par la formation d’'une liaison phosphodiester entre
un acide aminé Tyrosine du domaine TP de la polymérase virale et une courte amorce d’ADN
située au sommet de la boucle centrale de la structleec RNA packaging signal (Beck et

Nassal, 2007 ; Sohet al., 2008). Le complexe polymérase/amorce est transféré aaurdee

la région DR1 en 3’ de ’ARNpg qui a une séquence identique a celle de la ¢dgieck et

Nassal, 2007 ; Sohn et a2008).

A p /;Encapsidation
p' | RT | —> Replication initiation

5o S ASDRZS \_BRIAS \ S pA

Region [l

RL or factors
X,Y,Z

p.
>

Figure 6 : Initiation de la rétro-transcription de 'ARN pré-génomiqg(igeck et Nassal,
2007).
A : Organisation structurale de I'ARN pré-génomique ; B: Formation du complexe

polymérase/amorce, initiant la transcription inverse.

Au cours de la synthése du brin (-), TARNpg est dégradé simultanément par I'activité RNAse

H de la polymérase a I'exception de la séquence DR1 qui va étre transloquée et s’apparier a la
région homologue DR2 en 5’du brin (-). Elle va alors servir d’amorce pour I'élongation du
brin (+) par la polymérase virale en parallele de la circularisation du brin (-) due a

I'appariement des séquences répétées DR1 en 3’ et 5’ (Beck et Nassal, 2007).
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Au cours de la rétro-transcription, les protéines core s’auto-assemblent et forment avec la

polymérase virale et 'ARN pré-génomique des capsides immatures.
Les capsides deviennent des capsides matures contenant de I'’ADNrc partiellement

bicaténaire. Cette maturation implique également des changements structuraux au niveau de

la paroi de la capside (Bruss, 2007).
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Figure 7 : Représentation schématique
génomiquegBeck et Nassal, 2007).

1.4.6. Sécrétion des virions

de la formation d’ADNrc a partir de 'ARN pré-
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Les nucléocapsides matures peuvent évoluer de deux facons difféfiegntes9, points 14A

et 14B). Elles peuvent interagir avec les protéines d’esp@t insérées dans la membrane du
réticulum endoplasmique ou ces derniéres sont synthétisées. L’enveloppement de la capside
virale requiert la présence de la protéine L comme protéine méricss, 2007)figure 8)

Les futures protéines d’enveloppe vont ensuite s’accumuler sur la membrane du compartiment
pré-golgien et permettre le bourgeonnement des particules virales complétes et des particules
subvirales dans la lumiére de ce compartiment. L’assemblage se déroule dans des zones
membranaires enrichies en protéine L par le biais d’'une interaction spécifique entre une
protéine de la capside mature et un domaine court de pré-S1 des protéines L cytosoliques (en
conformation dite i-préS). Le virus s’entoure alors d’une enveloppe enrichie en protéines L
dont la moitié va ensuite changer de conformation (conformation dite e-préS) pour devenir
infectieux. Cette voie va conduire a I'exocytose de virions infectieux par la voie constitutive
dans des corps multi-vésiculaires (MV@)rban ¢ al., 2010) (figure 9, point 16)

Lorsque les nucléocapsides sont en exces par rapport aux protéines d’enveloppe, elles peuvent
aussi étre recyclées vers le noyau de la cellule afin d’amplifier le nombre de copies d’ADNccc

dans le noyau.

Primary product After refolding
i-preS e-preS

Lumen

Figure 8 : Topologie transmembranaire des protéines d’enveloppe du VHB et représentation

schématique des interactions nucléocapside mature/ protéine d’env@opge 2007).
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Légende de la figure 9 :

Point 1 : attachement réversible des patrticules virales aux Héparanes sulfates.

Point 2 : Etape de fixation spécifique

Points 3A et 3B: Pénétration de la particule virale par endocytose (3A) ou
fusionmembranaire (3B) ?

Point 4 : libération de la nucléocapside

Point 5 : transport vers le noyau

Point 6 : libération du génome

Point 7 : réparation de 'ADNrc

Point 8 : formation de ’ADNccc

Point 9 : transcription de ’'ADNccc en ARNm subgénomiques et pré-génomique

Point 10 : exportation cytoplasmique des ARNm

Point 11 : traduction des ARNm

Point 12 : assemblage des nucléocapsides

Point 13 : Reverse transcription de 'ARN pré-génomique

Points 14A et 14B : recyclage des nucléocapsides vers le noyau (14A) ou enveloppement des
nucléocapsides matures (14B)

Point 15 : amplification de ’'ADNccc

Point 16 : Sécrétion des particules virales
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2. La variabilité génétique du virus

Comme nous l'avons vu précédemment (1.2. Taxonomie), au sein de la famille des
Hepadnaviridagles virus humains sont tres proches des virus retrouvés chez certains grands
singes et présentent pres de 80 % de similitude avec les virus des rongeurs. lIs sont beaucoup
plus éloignés des virus aviaires avec lesquels ils ne partagent qu’environ 40 % d’homologie
de séquenceSchaefer, 2007)existence des hepadnavirus chez un ancétre conarite

estimée a plusieurs millions d’années. Cette longévité a favorisé I'émergence de la diversité
au sein de cette famille et plus particulierement parmi les virus humains (VHB). La variabilité
génétique particulierement élevée pour des virus & ADN peut s’explique de plusieurs fagons,
en commencant par le mode de réplication et 'organisation génomique particuliére de ces

virus.

2.1.Notion de quasi-espece virale
La stratégie réplicative du VHB implique une étamerétro-transcription faisant intervenir
une ADN polymérase ARN dépendante virale dépourvue d’activité correctrice. Il se produit
alors un grand nombre d’erreurs aléatoires se traduisant par un fort taux de mutations.
Par ailleurs, le VHB présente une importante efficacité réplicative avec plus’deribds
produits par jour chez un individu infecté de maniere chronijoevak et al., 1996) Le taux
d'erreurs est estimé entre 1,516t 5.10° substitution de base par site et par cycle dans le cas
d’'une hépatite B chronique actiy®e Maddalenaet al., 2007 ; Desmoneet al., 2008 ;
Locarnini et Yuen, 2010)Ce taux est moindre par rapport a celui retrolneZ certains virus
a ARN (2 & 3.18 pour le VHC et 2,7 & 6,7.F0substitution / site / an pour le VIH) mais*10
fois plus élevé que chez les autres virus a ADN (Kramas. ,€2005)
La combinaison de ces deux facteurs implique qu’en théorie toutes les mutations ponctuelles
possibles sur ce génome de 3200 nucléotides sont générées chaq(@lgbar 2007)
Cependant la majorité des variants sont défectifs et ne peuvent se répliquer. Par ailleurs, grace
a la redondance du code génétique certaines mutations sont sans influence sur la traduction
protéique.
Cela aboutit a la coexistence, a un instant donné, chez un méme individu infecté de plusieurs
variants viraux capables d’évoluer selon la pression de limmunité et/ou des actions
thérapeutiques ou encore des caractéristiques environnementales cellulaires (expression de
récepteurs de membrane par exemple). L'ensemble de ces variants représente la quasi-espece

virale (Kramvis ¢ al., 2005)
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La variabilité génomique du VHB est toutefois limitée par les contraintes séveres imposées
par I'organisation trés compacte du génome, en cadres de lecture chevauchants. Une mutation
ponctuelle survenant dans un cadre de lecture peut en effet avoir des répercussions au sein des
autres cadres de lecture chevauchdlesy et Zoulim, 2007) L’adaptation du virus a un
environnement changeant est donc tres rapide, mais la variabilité est plus ou moins importante
selon les segments du génome considérés, définissant des « points chauds » de mutation, tels
gue : le promoteur du géne C, la région pré-C, le géne de la polymérase, la région codant le
déterminant « a » de la protéine S, le gene X (Desmioald 2008 ; Glebe, 2007)

Cette dynamique est limitée par la capacité des hépatocytes a héberger de nouveaux virus. En
effet, en I'absence de pression de sélection, le nombre d’hépatocytes pouvant étre infectés et
leurs capacités de stockage de ’ADNccc est a I'origine d’un phénoméne de compétition entre
souches émergentes et préexistarit&me si une mutation est « viable », elle doit aussi se
maintenir au niveau de ’ADNccc et infecter un nouvel hépatocyte ou remplacer d’anciennes
molécules d’ADNccc pour émerger. Or, I’'ADNccc est présent en quantité trés faible dans les
hépatocytes infectés (10 a 50 copies par cel{@&be, 2007)

La variabilité génétique peut se traduire de deux facons différentes selon l'intervention ou non
de pressions de sélection. La variabilité génotypique correspond a la plasticité génomique
existant naturellement dans les populations infectées. Elle est le résultat de I'évolution
progressive du génome en I'absence de pression de sélection permettant aux virus les mieux
adaptés dits « robustes » de survivre. Elle se traduit par I'existence de sérotypes, génotypes,
sous-types, variants de polymorphisme.

La variabilité phénotypique résulte de l'adaptation rapide du virus a diverses pressions de
sélection (réponse immunitaire de I'héte, vaccination, traitements antivit@ay)et Zoulim,

2007). Elle favorise I'émergence de mutants, indépendamndenieur robustesse, mais

sélectionnés par une pression de sélection (Carman,.1997)

2.2.Variabilité génotypique
La premiere classification des différents isolats\¢B en sérotypes était basée sur les
différences de réactivité de 'Ag HBs avec des panels standards d’antisera. Le déterminant
« a» (aa 124-147), composé des principaux épitopes conformationnels, est commun a tous les
sérotypes. La classification repose donc sur les déterminants d/y et r/w définis par la nature
des acides aminés présents :

- en positions 122, présence d’'une lysine (K) pour le déterminant d ou d’'une arginine

(R) pour le déterminant y
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- en position 160, présence d’'une lysine (K) pour le déterminant w et d’'une arginine (R)
pour le déterminant r

Par exemple, si un isolat viral présente une lysine (K) en position 122 et une lysine en
position 160, il sera défini comme un sérotype adw.
La nature des acides aminés présents en position 127, 177 et 178 permet d’affiner la
séparation entre les différents sous-types. Dix sérotypes et sous-types différents de VHB sont
définis (tableau 4)les quatre principaux sérotypes étant ayw, aw, etdadr(Kay et Zoulim,
2007).

aywl 122R + 160K + 127P + (134F et/ou 159A)
ayw2 122R + 160K + 127P

ayw3 122R + 160K +127T

ayw4 122R + 160K + 127L

ayr 122R + 160R

adw?2 122K +160K + 127P

adw3 122K + 160K + 127T

adw4- 122K + 160K + 127L + 178Q

adrqg+ 122K + 160R + 177V + 178P

adrg- 122K + 160R + 177A

Tableau 4 : La classification en sérotypes du VHB (Kay et Zoulim, 2007)

Le séquencage complet du génome a partir de 1979 par Gatilaéra permis la création de
banques de données de séquences de génomes complets de différentes souches VHB a partir
de la fin des années §Galibertet al., 1979 ; Kay et Zoulim, 2007Une classification plus

précise tenant compte de l'intégralité de la séquence nucléotidique et non plus uniquement de
la variabilité de I'Ag HBs a progressivement remplacé la classification en sérotypes. Il existe

une corrélation entre sérotypes et génotypes qui n'est cependant pas parfaite (tableau 5)
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Al (Aa) adw2*, aywl Afrique, Asie 3291
A
A2 (Ae) adw2*, aywl Europe du Nord, Amérique du Nord
B1 (Bj) adw?2 Japon
B2 (Ba) adw2*, adw3 Asie
B : i 3215
B3 adw2z*, aywl Indonésie, Chine
B4 ayw1*, adw2 Vietnam, Cambodge
adrq+*, ayr, )
C1 Asie du Sud Est
adw2, aywl
C ' 3215
C2 adrg+*, ayr Asie du Sud Est
C3 adrg-, adrg+ lles du pacifique
b1 aywz*, adwl, | Europe, Moyen Orient, Egypte, Inde
aywl Asie
D2 ayw3*, aywl Europe, Japon
D ayw3*, ayw2, 3182
D3 W W Europe, Asie, Afriqgue du Sud, USA
ayw4
Australie, Japon, Papouasie Nouvelle
D4 ayw2*, ayw3 .
Guinée
Afrigue Subsaharienne, Royaume
E / Ayw4* ayw?2 ] 3212
Uni, France
Fla adw4*, ayw4 Amérique Centrale
Fib adw4 Argentine, Japon, Venezuela, USA
F Fll adw4 Brésil, Venezuela, Nicaragua 3215
FlI adw4 Venezuela, Panama, Colombie
FIV adw4 Argentine, Bolivie, France
G / adw?2 USA, Allemagne, Japon, France 3248
H / adw4 USA, Japon, Nicaragua 3215

Tableau 5 : Caractéristiques des génotypes et sous-types du VHB (Dkgyéest Zoulim,

2007).

* Sérotype majoritaire
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Un génotype est défini par une divergence de séquence d’au moins 8 % (voire 7,5 % selon des
analyses phylogénétiques plus récentes) pour le génome complet et d’au moins 4,1 % pour le
géne SKurbanovet al., 2010). Huit génotypes sont actuellement recensés a ttavamnde
nommeés de A a HDe Maddalenat al., 2007 ; Kurbano\et al., 2010).Le génotype F le

semble étre le plus divergent des autres génotypes cqimudviaddalenaet al., 2007 ;
Arauz-Ruizet al., 2002)Deux autres génotypes ont recemment été proposésninat pas a

ce jour encore été officialisés :

- un génotype | circulant au Vietnam, au Laos, au Nord-Ouest de la Chine, en Inde, dont
I'existence est contestée, certains auteurs préférant parler d’'une souche recombinante
avec un « squelette de génotype sanet al., 2008 ; Yuet al., 2010 ; Kurbanoet
al., 2010).

- un génotype J retrouvé chez un patient japonais atteint d'un carcinome
hépatocellulaire (CHC) et ayant voyagé a Bor(iBaematstet al., 2009 ; Kurbanov
et al., 2010).

Il existe également une grande hétérogénéité intra-génotypique, les génotypes étant alors
divisés en sous-typésbleau 5(De Maddalenat al., 2007 ; Kay et Zoulim, 2007). Tous les
génotypes sauf les génotypes E, G et H sont subdivisés en sous-types. Au sein d'un méme
génotype, les sous-types viraux different au minimum de 4 % (entre 4 et 7,5 %) au niveau de
la séquence nucléotidique de leur génome complet. Chaque sous-type comprend lui-méme de
nombreux variants de polymorphisme, répartis en clades quand I'hétérogénéité de séquence
ne dépasse pas 4 @urbanovet al., 2010).La distance intra-génotypique est la plus forte au

sein du génotype D, notamment au niveau de la région codant le déterminant « a », du cadre
préS/S, du géne @e Maddalenat al., 2007).Les génotypes different par leur taille (3182
nucléotides pour le génotype D a 3248 nucléotides pour le génotype G) en raison d’insertions
ou délétions (tableau 5De plus, les différents génotypes et sous-typedbkent présenter des
propriétés virologiques (incidence sur la réponse au traitement antiviral et I'évolution
clinique) et épidémiologiques différentes. Au fil du temps, le VHB s’est disséminé dans la
population humaine. Du fait du portage chronique du virus, la distribution des génotypes
reflete les flux migratoires des populations. Les différentes souches virales ont évolué
indépendamment les unes des autres expliquant la répartition des génotypes et des sous-types
dans différentes zones géographiques (3.1. Epidémiol¢Die) Maddalenaet al., 2007 ;
Arauz-Ruiz et al., 2002 ; Kurbanowet al, 2010). Le génotype D est le génotype le plus
répandu a travers le monde, sa grande dispersion géographique étant une des raisons de sa

phylogénie complex@©e Maddalenateal., 2007).
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Par ailleurs, des recombinaisons intra et inter-génotypiques ont été décrites, contribuant aussi
a la variabilité du virus. Ainsi des recombinants B/C ont été décrits au Japon, C/D au Tibet et
D/E au Niger(Denyet al., 2010)

2.3. Variabilité phénotypique
Les variants phénotypiques, ou mutants, émergerdeau de la quasi-espéce virale sous
I'effet de la pression de sélection environnementale exercée par la réponse immunitaire de
I’hote et/ou les mesures thérapeutiques préventives ou curatives. Les variants phénotypiques
sont moins robustes que les variants génotypiques car ces derniers deviennent majoritaires en
'absence de toute pression sélective. Les mutants dont les capacités réplicatives sont les
mieux adaptées a la pression exercée, sont sélecti@irgaytaines mutations conférent une
meilleure adaptation a I'hnéte et a la pression de sélection, du fait du chevauchement des
cadres de lecture elles peuvent aussi affecter potentiellement 'assemblage, la stabilité ou le
pouvoir infectieux du virion. En général, les mutants de résistance aux antiviraux

disparaissent rapidement au retrait de la moléédg et Zoulim, 2007)

2.3.1. Les mutants préC/C

L'ORF préC/C possede deux codons d’initiations, en positions 1814 et 1901, sous le
contréle d’'un promoteur commun, le promoteur basal du core (BCP). La transcription a partir
du premier codon d’initiation donne naissance a un petit ARNm PC (précore) traduit en une
protéine précurseur (p25) précore-core. La maturation protéolytique de cette protéine au
niveau du réticulum endoplasmique aboutit a une protéine nommée antigéne HBe (Ag HBe)
sécrétée dans le compartiment sanguin. La transcription a partir du second codon permet la
synthese de '’ARNpg qui sert en particulier a la synthése de la protéine de capside (protéine
C) ou Ag HBc (1.4. Le cycle réplicatif du VHB).

% Les mutants préC
L’Ag HBe est impliqué dans les phénomenes de persistance virale en induisant les fonctions
des cellules T helper de type Il. Au début de linfection, 'Ag HBe induirait un état
d'immunotolérance en agissant comme un leurre pour les lymphocytes T et en protégeant les
hépatocytes infectés qui expriment I’Ag HBc a leur surface. Dans un second temps, lors d’'une
phase de clairance immunitaire, il devient une cible majeure pour la réponse immunitaire.
Souvent une forte réponse anti HBe est suivie d’'une forte élévation des transaminases puis

d'une baisse de la réplication virale. En dehors de toute mutation précore/core, la
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séroconversion en anticorps anti-HBe correspond en général la fin de la réplication virale
(Tonget al., 2013 ; Kay et Zoulim, 2007Pe plus en plus de patients porteurs chroniques du
VHB, avec anticorps anti-HBe (Ac anti-HBe) positifs et Ag HBe négatifs, présentent une
réplication virale. Ce phénomene s’explique par la sélection de mutants précore lors de la
réponse immunitaire de I'héte. Ces souches virales sont incapables de synthétiser 'Ag HBe
(Tong et al., 2013) Le risque d’hépatite chronique chez I'enfant néndéres porteuses
chronigues Ag HBe négatif est généralement moins élevé que dans le cas des meres porteuses
chroniques Ag HBe positif. L'absence d’Ag HBe n’'induit pas la tolérance immunitaire
favorable a la chronicitédKay et Zoulim, 2007) Deux catégories de mutants affectent
I'expression de I’Ag HBe : les mutants précores et ceux touchant le promoteKBZEt

Zoulim, 2007)

Chez les mutants précores, I'expression de '’Ag HBe est totalement abolie. La mutation la
plus fréquente, G1896A, transforme le codon 28 de la région préC en codon stop (non-sens)
interrompant ainsi la transcription de 'ARNm PC. Pour des raisons structurales, cette
substitution est rarement retrouvée pour les génotypes A, F(etbidau 6) En effet, le
nucléotide 1896 est localisé au niveau du signal d’encapsidatier’ARNpg ou il interagit

avec le nucléotide 1858 pour former une structure secondaire nécessaire a I'encapsidation de
'ARNpg (figure 10) Chez les souches virales de génotypes B, D, ENE thréonine (T)
occupe la position 1858 et elle peut parfaitement interagir avec le nucléotide 1896 muté. Ceci
n'est pas le cas chez les souches de génotypes A, F, H. L’encapsidation et la réplication
seraient alors déstabilisé@say et Zoulim 2007) Il existe d’autres mutations de la région
précore (substitutions, non-sens, décalage du cadre de lecture) qui modifient la traduction de
'ARNmM PC.

Chez les mutants du promoteur basal du core (BCP), la double substitution A1762T/G1764A
est le plus souvent retrouvée chez les patients Ac anti-HBe positifs/Ag HBe négatifs. Elle
entraine une diminution de la synthese de 'TARNm PC et donc de I'Ag HBe. Le BCP
possédant des sites de fixation pour des facteurs nucléaires de transcription, la double
mutation induirait la disparition de ces sites et secondairement une baisse de la réplication
virale (ARNpQg) et de I'expression de 'Ag HBe (ARNm PC). La double mutation peut aussi
engendrer I'apparition d’'un site pour un autre facteur de transcription (HNF1) dont I'activité
est aussi associée a une diminution des ARNm PC. Paradoxalement, cette baisse de la
réplication ne semble pas étre observée in vitro en culture cellulaire (Kay et Zoulim, 2007)
L’apparition d’autres mutations (aux positions 1753, 1766 et 1768), associées a la double

mutation précédente, peuvent entrainer une baisse encore plus importante de la sécrétion
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d’Ag HBe et une réplication virali vitro normale voire tres augmentée. Ces mutants BCP

ont d’ailleurs souvent été retrouvés chez des patients présentant des atteintes séveres du foie
ou des tableaux d’hépatites fulminantes en raison de réponses immunitaires exékesbées

et Zoulim, 2007)
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Figure 10 : Représentation schématique de la mutation G1896A du promoteur BCPgfTong
al., 2013).

La fréquence des mutants préC est variable en fonction du génotype. Le génotype G possede a
I'état sauvage les mutations BCP et précore ; la synthese de 'Ag HBe étant naturellement
absente. Lors d’infections aigués par le génotype G les patients sont bien Ag HBe négatifs et
Ac anti-HBe négatifs. Certains patients infectés chroniquement par le génotype G sont
pourtant Ag HBe positif. Cette configuration peut s’expliquer par deux phénomenes :
- une séro-réactivité « Ag HBe-like » des 12 acides aminés supplémentaires de I'Ag
HBcC
- une possible co-infection avec un autre génotype (souvent de génotype A)
supplémentant les souches de génotype G en Ag HBe et permettant ainsi la persistance
de ce génotype (Kay et Zoulim, 2007)
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A / 56 % 38 % 1%
Bl 31% 3% 56 % 9%
B2 47 % 11 % 25 % 18 %
B B3 67 % 0% 33 % 0%
B4 42 % 17 % 33 % 8 %
Moyenne 43 % 9% 33 % 15 %
C1 28 % 42 % 6 % 24 %
c C2 31% 64 % 3% 3%
C3 100 % 0% 0% 0%
Moyenne 30 % 48 % 5% 18 %
D / 41 % 15 % 27 % 17 %
E / 78 % 11 % 0% 11 %
F / 83 % 5% 2% 10 %
G / 0% 0% 0% 100 %
H / 70 % 30 % 0% 0%
Primates / 89 % 0 % 11 % 0%

Tableau 6 : Fréquence des mutants BCP et précore en fonction du génotype viral (d'aprés
Kay et Zoulim, 2007)

v' Remarque

reste a préciser aujourd’hui.

score de fibrose élevé (F3/F4) a été observée.

€galement été envisag€&attovich ¢ al., 2008)

destruction massive des hépatocytes porteurs de I'Ag HBc.

Le role des mutants préC sur I'évolution de la maladie et la sévérité des Iésions hépatiques

Des mutants préC sont souvent retrouvés dans des tableaux d’hépatites fulminantes. La
diminution de I'Ag HBe pourrait rompre la tolérance immunitaire provoquant| une

Au cours d’infections chroniques, une association entre la présence de mutants préC et un

Le role potentiel des mutations préC dans la survenue d’'un carcinome hépatocellulaire a
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% Les mutants de la protéine core

De nombreuses mutations (insertions, substitutions, délétions) de la protéine core (Ag HBc)
s’accumulent au cours d’une infection chronique par le VHB notamment dans des régions
ciblées par les lymphocytes T et B. Elles se traduisent par un échappement au systeme
immunitaire de I'hnéte. Ces mutants sont généralement défectifs et ne sont pas transmis, sauf
pour ceux de géenotypes A et G qui ont acquis naturellement une insertion de 2 et 12 codons

dans le gene C (Kay et Zoulim, 2007)

2.3.2. Les mutants de la polymérase
Plus d’un tiers du génome code la polymérase virale. Les mutants de la polymérase émergent
sous pression thérapeutique avec [l'utilisation des analogues nucléos(t)idiques ciblant
'enzyme virale. Le plus souvent les mutations sont décrites au niveau du site catalytique de la
transcriptase inverse surtout au niveau d'un motif peptidique, le motif YMDD. Nous
reviendrons sur ces mutants dans la partie 3.5.1 les molécules ant{\icai@sini et Yuen,
2010).

2.3.3. Les mutants préS1 et préS2
La plupart des mutations affectant la région préS sont des délétions. La région préS chevauche
une région du cadre de lecture codant la polymérase appelée « spacer ». Cette région spacer
peut supporter une grande variabilité (dont des insertions ou des délétions) sans que cela
n’influence l'activité enzymatique de la polymérase (Kay et Zoulim, 2007)
La région préS1 est soumise a des contraintes structurales et fonctionnelles notamment au
niveau de la zone codant les aa 2-75 N-terminaux (impliqués dans l'attachement a
I’hépatocyte, la morphogenése et la sécrétion du virion) et du promoteur du géne S en 3'. Les
mutants préS1 constituent donc des populations virales minoritaires car bien que pouvant se
répliquer, ils nécessitent la présence d’'un virus « helper » leur fournissant les protéines
sauvages qu’eux méme ne peuvent produire (Kay et Zoulim,.2007)
Iy a moins de contraintes structurales et fonctionnelles exercées sur la région préS2.
L’apparition de mutants préS2 est donc plus fréquente. Cependant la région préS2 ne semble
pas indispensable a la réplication virale, a la morphogénese des particules virales et au
pouvoir infectieux. Il peut s’agir de délétions, substitutions ou mutations non-sens. Lorsque
celles-ci affectent le codon d’initiation de préS2, elles vont empécher la synthése de la
protéine ou altérer des épitopes des lymphocytes B et T. Les délétions ou substitutions
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touchant les épitopes des lymphocytes T cytotoxiques (LTc) ou des lymphocytes T helper
(LTh) se situant sur préS1 et préS2 pourraient favoriser I'échappement immunitaire. Ces
mutants sont sélectionnés par le systéme immunitaire de I'h6te lors d’infections chroniques et
sont souvent retrouvés chez des patients traités par inteff@agret Zoulim, 2007)

Il existe peu de données sur la transmissibilité des mutants préS. lls ne jouent probablement
gu’'un faible réle dans I'évolution naturelle du virus si I'on excepte le génotype D. Ce
génotype a pu émerger malgré une délétion de 33 nucléotides au début du domaine preS1
laissant les sites de reconnaissance hépatocytaires intacts et la protéine L produiti€ayable

et Zoulim, 2007)

2.3.4. Les mutants de la protéine S
L’antigéne HBs est la cible principale de la neutralisation virale par les anticorps anti-HBs
induits naturellement ou par vaccination. Cette protéine contient quatre domaines
transmembranaires et une région exposée en surface des particules et la cible privilégiée de la
réponse humorale, la « Major Hydrophilic Region » ou MHR (99-16@yman, 1997)La
pression immunitaire exercée au niveau de cette région entraine l'apparition de mutants
généralement au niveau de la MHR. La majorité des mutations rapportées sont de simples
substitutions d’acides aminés au niveau du déterminant « a » (124-149) qui contient la plupart
des épitopes pour les anticorps neutralisébes Maddalenaet al., 2007) Des mutations
gpécifiques autour et dans le déterminant « a » de la MHR peuvent entrainer une modification
de I'antigénicité (Araujet al., 2009)
Ces mutants dits « d’échappement vaccinal » peuvent aussi étre retrouvés chez des personnes
non vaccinées. En effet, des mutations ont été décrites au cours de l'histoire naturelle de
l'infection chez certains patients, en dehors de tout contexte vadiieber, 2005)
Cependant, la majorité des positions avait déja été décrite pour les mutants d’échappement a
la pression vaccinale. De plus certains de ces variants peuvent initialement étre minoritaires
chez les patients avant d’émerger sous pression immunitaire induite par la vaccination ou
'administration d’immunoglobulines anti-HBs (chez les transplantés hépatigkiaeg) et
Zoulim, 2007)
Le premier mutant décrit, le plus étudié et le plus fréquent, comporte la substitution G145R.
(Tonget al.,2013) Ce mutant est stable, capable de se répliquer et de se trangkivetber,
2005). Du fait du chevauchement du gene S avec celui de la polymérase, la mutation G145R
correspond a W153Q dans le cadre codant la polymérase. La mutation W153Q induit un

produit du gene polymérase altéré, capable de réplication mais avec un taux abaissé. D’autres
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mutants associés a un échappement immunitaire ont été décrits: I/T126A/N, A128V,
Q129H/R, G130N, T2131l, M133L/T, K141E/R, P142S, S143L, D144A/H/E, G145A
(Carman, 1997 ; Kay et Zoulim, 200Da plupart de ces variants ont une affinité rédptur
les anticorps monoclonaux dirigés contre le déterminant « a »; il peut donc exister une
diminution, voire une absence de réactivité avec certains tests commerciaux de détection de
'Ag HBs. Aujourd’hui, les tests sont tres fiables et utilisent des cocktails d’anticorps
polyclonaux et/ou monoclonaux capables de reconnaitre aussi les Ag HBs (Kayést
Zoulim, 2007)
D’autres mutations localisées en dehors du déterminant « a » ont également été rapportées
notamment au début de la MHR ou les aa ont une importance conformationnelle :

- de rares cas de délétions (en 110, 111 et entre 119 et 122) ou d'insertions (entre les aa

118 et 123) dans la premiere boucle de 'Ag HlBarman, 1997 ; Weber, 2005)
- des mutations ponctuelles : P120S/T mais aussi Y100C, Q101H, S117N, T118R ou
F183C qui est localisée en dehors de la MHR. (Carman, 1997 ; Weber, 2005)

Ces mutations engendrent une réduction, voire une absence de reconnaissance par des
anticorps monoclonaux (anticorps vaccinaux et /ou trousses diagnostic selon les épitopes
ciblés). Ainsi, méme en dehors du déterminant « a », des mutations peuvent affecter la
structure de I'antigene.
Certains de ces mutants se répliquent parfaitement et sont stables dans le temps (notamment
sous pression immunitaire). lls peuvent donc étre transmis et la plupart des transmissions
rapportées sont verticales (mere/enfant et hote/greffe) mais certaines sont horigéayadts
Zoulim, 2007) Une étude a montré la transmission de varian$eterminant « a » chez des
enfants nés de méres porteuses de I'’'Ag HBs malgré une immunisation a la naissance. Les
substitutions T125M, 1126T, P127T, T131N, F134Y ont notamment été retro(wWeleset
al., 2008)
Les mutants de 'Ag HBs sont essentiels a I'échappement immunitaire mais ne sont pas
suffisants car ils ne peuvent émerger que chez des patients dont la réponse anti-HBs est
limitée et restreinte a certains épitopes différents de celui qui est muté (Kay et Zoulim, 2007)
Par ailleurs, au cours de la réponse immunitaire, les lymphocytes T helpeh) @iD4n role
central puisqu’ils sont capables de sécréter des cytokines et des facteurs de croissance afin
d’initier la réponse humorale (Lymphocytes B et anticorps) et la réponse cellulaire (LTc-
CD8"). Différentes régions de la protéine S contiennent des épitopes des LTh et des LTc et de
plus en plus de mutations d’échappement immunitaire sont décrites y compris sur ces épitopes
(tableau 7YRamezanital., 2013)
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Th Epitope CTL Epitope B cell Epitope

Amino acid position 24 30 44 45 56 80 207 109 113 115 134 143
Wild type RESQEEGH TSNP VR S L S T Y S
167 E A P
168 Q
169
170 K T
g 17
g 1M K
T 174
g 17 E
177 Q
178 K S
179 Q T
180 Q D

Tableau 7 : Mutations retrouvées sur des épitopes de reconnaissance des lymphocytes B (B
cell Epitope), T helper (Th Epitope) et cytotoxiques (CTL Epit¢Ramezani eal., 2013)

Du fait du chevauchement des ORFs P et préS/S, les mutations survenant au niveau de la
polymérase sous pression thérapeutique, peuvent avoir un impact sur I'antigéne HBs. En effet,
certaines mutations de résistance aux analogues nucléos(t)idiques peuvent modifier la
structure de 'Ag HBs en aval du déterminant « a ». Ces mutants sont également reconnus

avec moins d’affinité par les Ac anti HBs présents dans les tests diagnogiiquesi,
2002).

v Remarque :
Les mutants des protéines d’enveloppe virale préS/S émergent donc sous la pression
immuno-thérapeutique générée par la vaccination, l'utilisation d'immunoglobulines anti-
HBS, les traitements antiviraux et la réponse immunitaire de I'h6te surtout lorsque celle-ci
est imparfaite.

59



3. L'infection par le virus de I'hépatite B

3.1.Epidémiologie
Le VHB, malgré la disponibilité d’'un vaccin efficaegt bien toléré depuis 1986, reste un
probleme de santé publiqgue majeur. Plus de 2 milliards d’individus dans le monde présentent
des marqueurs sérologiques évoquant une infection ancienne ou en cours par le virus de
I'hépatite B, soit environ 30 % de la population mondiale. On estime que 240 millions de
personnes (données de I'OMS, mises a jour en juillet 2015), soit 5 % de la population
mondiale, présentent une infection chronique et risquent de développer des pathologies
hépatiques liées au virus (essentiellement cirrhose et carcinome hépatocellulaire). La majorité
des porteurs chroniques du virus se trouvent en Asie (78 %) et en Afrique (N&Bb)aet
al., 2012)
La prévalence de ce virus a travers le monde est inégale, définissant ainsi des régions de forte
endémie (prévalence de I’Ag HBs dans la populati@%), de moyenne endémie (2-8 %) et
de faible endémie (< 2 %). La prévalence de l'infection varie donc de plus de 10 % de la
population, en Afrigue subsaharienne et en Asie du Sud-Est, a moins de 1 % en Europe
occidentale et en Amérique du Nord. Globalement, environ 45 % de la population mondiale
vit dans des zones de haute endémicité (figur€daywson, 2005 ; Nebbiet al., 2012)
Le mode de transmission, I'age au moment de la contamination et les manifestations cliniques
différent beaucoup selon la prévalence de linfection dans une région ddveidsact al.,
2012) VL’incidence et la prévalence de [linfection VHB ndglent inversement

proportionnelles au niveau socio-économique dans une région donnée.
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Figure 11 : Révalence de l'infection par le VH@®awson, 2005)

La France se situe dans une zone de trés basse endémie. Une enquéte nationale menée en
2004 par I'Institut national de Veille Sanitaire (InVS) sur la population générale a permis
d’estimer la prévalence de I'antigéne HBs a 0,65 % de la population francaise métropolitaine
ageée de plus de 18 ans. Ce taux de prévalence de I'’Ag HBs correspondrait a environ 300 000
cas d’hépatite B chronique. Parmi ces personnes, 45 % seulement connaissaient leur statut
sérologique Ag HBs positif. La prévalence des anticorps anti-HBc était évaluée a 7,3 %
indiquant que plus de 3 millions de personnes ont été en contact avec le VHB. L'incidence en
France est de 30 000 a 60 000 nouveaux cas par an chez les plus déN2éeffamst al.,

2010)

L’activité de dépistage de 'Ag HBs en constante augmentation en France depuis 2000, mais
le taux de positivité de 'Ag HBs diminue. Il semble donc que ce dépistage reste peu ciblé sur
les populations les plus a risque. Or, il est recommandé réaliser ce dépistage chez les
partenaires sexuels ou les personnes cohabitant avec un sujet atteint d’'une infection aigue ou
chronique, ou bien avant de procéder a la vaccination chez les personnes a risque. Il est par
ailleurs obligatoire chez les femmes enceintes au sixieme mois de grd§seskeet al.,

2014)
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Figure 12 : Estimation du taux de prévalence du portage de I'’'Ag HBs en France d’aprés un
recueil de données issues des laboratoires privés participant a I'étude Labohep entre 2010 et
2012 (Enquéte InVS Labohep, 2010).

Les facteurs de risque de transmission les plusorgrés en France sont I'usage de drogue

par voie intraveineuse, la précarité, un séjour d’au moins 3 mois en institution, un pays de
naissance ou la prévalence de I'antigene HBs est supérieure a 2 % et le fait d’étre un homme
de plus de 29 ans (Meffre¢ &., 2010)

Une enquéte nationale réalisée entre 2004 et 2011 sur la mortalité liée a I'hépatite B a estimé
a 1507 le nombre de décés dus au virus, ce qui correspond a un taux de mortalité de 2,6 pour
100 000. Ce taux de déces est 2,5 fois plus important chez 'lhomme que chez la femme avec
un age moyen de 65 ans (Septfonale 2013)

Comme évoqué plus haut, le VHB présente une grande variabilité de séquence et huit
génotypes sont actuellement reconnus, nommés de A a H (2.2. Variabilité génotypique). Ces

huit génotypes ont une répartition géographique différente dans le rtignde 13)
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Figure 13 : Répartition mondiale des différents génotypes du VHB (d’aprés Kurbainaly
2010).

Le génotype A circule essentiellement en Europe Occidentale et en Amérique du Nord pour le
sous-type A2 et en Afrique pour le sous-type Al. Les génotypes B et C sont particulierement
présents en Asie (Chine, Japon, Asie du Sud-Est) et en Polynésie. Le génotype D présente une
répartition mondiale (Moyen-Orient, Inde, Indonésie, Australie, Afrique du Sud, Somalie et
Alaska), mais prédomine dans le bassin méditerranéen. La distribution du génotype E est plus
restreinte a I’Afrique de I'Ouest bien que sa prévalence augmente en France et en Grande-
Bretagne, du fait de I'immigration. Le génotype F est plus caractéristique des populations
autochtones d’Amérique du Sud. Polynésie et Amérique du Sud, mais est aussi présent en
Alaska. Le génotype G a été retrouvé chez des patients isolés en Europe, Amérique du Nord
et Japon. La répartition du génotype H est restreinte aux populations amérindiennes
d’Amérique Centrale ainsi qu’a la Polynégfgauz-Ruizet al., 2002 ; Kramvist al., 2005 ;

Kay et Zoulim, 2007 ; Kurbanov et al., 2010)

Cette distribution géographigue tend a évoluer et n’est plus aussi restrictive, du fait de la
mondialisation de I'’économie, le développement des moyens de transport et surtout de
'augmentation des flux migratoires des pays pauvres vers les pays riches. Des souches de

génotypes B et C ont été ainsi retrouvées aux USA chez des patients d’origine asiatique et des
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souches de génotype H chez des patients latino-américains. Des souches de génotypes A et E
co-existent dans le bassin méditerranéen avec les souches majoritairement de génotype D
importées par des populations d’origine africaine (Kramivas.e2005)

Les principaux génotypes circulant en France sont les génotypes D, A et E, le génotype D
étant tres largement majoritaire. Une étude menée par I'InVS entre 2008 et 2011 aupres des
patients infectés nouvellement pris en charge dans les services d’Hépato-gastroentérologie en
France relevait la répartition suivante : génotype D (42 %), génotype A (27 %) et génotype E
(17 %) (Piocheet al., 2014) Les résultats d’une enquéte menée chez les dadeusang

francais entre 2005 et 2010, montraient une distribution similaire : génotype D (42,4 %),
génotype A (27,7 %), génotype E (16,8 %), génotype C (6,5 %), génotype B (6,3 %),
génotype F (0,7 %) (Lapercleeal., 2012)

Les différents génotypes et sous-types présentent des propriétés épidémiologiques, mais aussi
virologiques distinctes notamment en ce qui concerne I'évolution clinique de la maladie et
également la réponse au traitement. Dans les pays asiatiques, les patients infectés par un VHB
de génotype C développent plus fréquemment et plus précocement des pathologies chroniques
du foie (notamment carcinome hépatocellulaire) que les patients infectés par les VHB de
génotypes B. Le génotype A conduit a plus d’infections chroniques que le génotype D dans
des pays ou coexistent les deux génotypes. Le génotype F, dans le bassin amazonien est
souvent associé a des tableaux d’hépatite aigue sévere. Si des essais cliniques portant sur
l'utilisation d’interféron pégylé ont montré de meilleurs taux de réponses chez les patients
infectés par du VHB de génotype A ou B, aucune corrélation n’a été a ce jour définie entre le
génotype du VHB et la réponse a la thérapie antivirale par analogues nucléos(t)idiques
(Brunetto et al., 2009 ; Dény et Zoulim, 2010 ; Grimet al., 2011) Cependant d’autres
facteurs d’hbte (génétiques) et / ou environnementaux sont également a prendre en compte
dans I'évolution de I'infection chronique et la réponse au traitement antiegl et Zoulim,

2007 ; Dény et Zoulim, 2010)

3.2.Modes de transmission
Le virus de I'hépatite B est présent dans différdlisies corporels de patients infectés : le
sang (jusqu’a 1Dvirions/ml), le sperme et les sécrétions vaginale§ 100 virions/ml), la
salive (18 & 1d virions/ml) et le lait maternel. Le VHB est trés résistant dans le milieu
extérieur (il reste infectieux pendant plus de sept jours dans le milieu extérieur). Il est dix fois

plus contaminant que le virus de I'hépatite C (VHC) et 100 fois plus que le virus de
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limmunodéficience humaine (VIH). La présence du VHB dans ces différents liquides
biologiques reflete les différents modes de transmission de l'infection :
- contamination par voie parentérale survenant : chez les usagers de drogues par voie
intraveineuse (UDIV) ou pernasale, lors de dons du sang dans certains pays, ou lors
d’accidents d’exposition au sang (AES, piercing, tatouage ...)
- contamination par voie sexuelle survenant: lors de rapports non protégés avec une
personne porteuse de '’Ag HBs
- contamination horizontale survenant: lors d'un contact étroit (Iésions cutanées,
muqueuses) avec des porteurs chroniques au sein d’'une collectivité ou d’'un foyer
- contamination verticale ou materno-infantile, survenant: chez des meéres porteuses
chronique du virus, majoritairement en période périnatale (accouchement, maternage) et
plus raremenin utero.Ce risque est d’autant plus élevé que la charge virale de la mere est
plus haute.
Aucun mode de transmission ne serait identifié dans environ 30 a 35 % des cas.
Ces différents modes de transmission ont une importance variable a travers le monde. En
effet, dans les zones de forte endémie, la contamination survient a un age précoce et la
transmission s’effectue par voie verticale (périnatale) ou horizontale. En Asie, ou la plupart
des femmes enceintes porteuses chroniques du virus ont une charge virale élevée, le risque de
transmission verticale est tres important. En Afrique, les charges virales élevées sont plutét
retrouvées chez les jeunes enfants nouvellement infectés lors de transmissions horizontales
(Allain, 2006 ; Nebbiaet al., 2012) La survenue d'une contamination t6t dans I'enfance
facilitant un portage chronique, permet la pérennisation du réservoir du virus. Dans les zones
de faible endémie, la contamination survient surtout a I'age adulte par voie sexuelle et surtout
par voie parentérale chez les UDIV (Allain, 2006 ; Nebbia.e2012)

3.3. Histoire naturelle de I'infection
La sevérité de l'atteinte hépatique observée lonsa’infection par le VHB varie fortement
selon les individus et notamment en fonction de I'age au moment de la contamination. Lors
d’'une contamination a I'age adulte, dans plus de 90 % des cas, les personnes infectées
développent une hépatite aigue tres rapidement résolutive grace au contrble du systeme
immunitaire. Chez certains individus ne parvenant pas a éliminer le virus, l'infection devient
chronique avec un risque accru de développer des atteintes hépatiques séveres telles que la
cirrhose ou le carcinome hépatocellulaire. Le taux de passage a la chronicité est bien plus
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important, nous le développerons par la suite, lors d’'une contamination a la naissance ou tres
tét dans I'enfance. Par ailleurs, dans moins de 1 % des cas, une réponse immunitaire trop

intense conduit & un tableau d’hépatite fulminante (figure 14)

75 % asymptomatique

= o g 25 % symptomatique
Contage > Hépatite aigué 1 Gofiliainants
90 % 10 %
* 90% lors d'une infection périnatale
A 4 A 4
oo ; Ag HBs - : ; :
Infection résolutive At ariti-HB& + 6t HB& + Infection chronigue Ag HBs + > 6 mois
70 % 30 %
\ 4 \ 4
Heépatite chronique Portage inactif
20 %
A 4
Cirrhose
l 22a5% paran

Carcinome hépatocellulaire

Figure 14 : Histoire naturelle de l'infection par le VHB (D’aprés Pol, 2006)

3.3.1. L’infection aigué
L’intensité des symptdmes d’une infection aigue varie beaucoup selon les individus. Dans
75 % des cas, linfection aigué est asymptomatique, passe inapercue et n'est pas
diagnostiquée. L'infection peut étre symptomatique dans 25 % des cas chez les adultes, 10 %
chez les enfants de moins de 5 ans et encore plus rarement chez les enfants de moins d’'un an
(Nebbiaet al., 2012) La frequence des signes cliniques augmente a&ge Bu moment de la
contamination. Aprés la contamination, la période d’incubation est généralement longue (1 a
6 mois)(Dény et Zoulim, 2010 ; Nebbit al., 2012) Chez les patients symptomatiques, une

phase pré-ictérique (3 a 7 jours) survient, ensuite, au cours de laquelle des symptémes non
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spécifigues sont observés: des nausées, une asthénie, une anorexie, plus ou moins
accompagnées de fievre, arthralgies et plus rarement de manifestations cutanées de type
urticaire (Dény et Zoulim, 2010)Puis, durant au moins deux a trois semaines, déers
présentent un ictere d'intensité variable accompagné ou non d'un prurit. Le taux des
transaminases et notamment l'alanine-amino-transaminase (ALAT) est également trés élevé
(20 a 30 fois supérieure a la normale) en raison d'une forte cytolyse hépatique. Dans le cas
d’une résolution de I'infection, une disparition de 'Ag HBs et une apparition des Ac anti-HBs
protecteurs sont observées dans le sérum des patients. Au cours de la phase de convalescence,
'asthénie diminue progressivement et le taux des transaminases se nofDaligeet

Zoulim, 2010)

Le tableau clinique d’hépatite fulminante est une complication rarement observée, dans moins
de 1 % des hépatites aigués. Elle correspond a une nécrose hépatocytaire massive qui est

fatale dans environ 80 % des cas en I'absence d’une transplantation hépatique.

3.3.2. L’infection chronique
L’infection chronique est définie par la présence de I'antigene HBs depuis au moins 6 mois
dans le sérum d’un individu. Elle fait suite & une infection aigué, qui échappe au contréle par
le systeme immunitaire de I'h6te. Le principal facteur favorisant le passage a la chronicité de
l'infection est 'dge au moment de la contamination. Le risque est supérieur a 90 % lors d’'une
infection périnatale, du fait de 'immaturité du systéme immunitaire. Il est de 20 a 30 % au
cours de la petite enfance (entre I'age de 1 et 5 ans), de 6 % entre 'age de 5 et 15 ans et
décroit jusqu'a 1 % chez I'adulte immunocompét@rdttovichet al., 2008 ; Nebbiat al.,
2012). Des facteurs immunogénétiques pouvant égalemeamisiwvle passage a la chronicité
ont été évoqués, mais ils restent actuellement discutés (absence d’'HLA DR2 et présence
d’'HLA DR7 par exemple) (Pol, 2006).
La présentation clinique d’une infection chronique par le VHB est tres variable d’'un patient a
lautre. Le plus souvent les patients sont asymptomatiques ou peu symptomatiques et par
conséquent la découverte du portage chronique du virus se fait de facon tardive et fortuite.
L’évolution naturelle de l'atteinte hépatique est la destruction plus ou moins rapide du
parenchyme hépatique avec les risques associés de progression vers la cirrhose et le

carcinome hépatocellulaire.
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L’histoire naturelle de linfection chronique peut se décrire en cing phases successives
caractérisées par I'équilibre dynamique existant entre la réplication du virus et la réponse
immunitaire de I'héte (figure 15) (Dény et Zoulim, 2010 ; Fattovicale 2008).

Acute Immuno- [Immuno- Inactive- Reactivation Occult
hepatitis tolerance active asymptomatic infection
©
[it] e
-E AntiHBs Ab
=
s .
B HBeAg Anti-HBe Ab
S .
3 Anti-HBc igM Anti-HBc Ab
ALT
Histology Acute Minimal Moderateto Cirrhosis Moderate to  Cirrhosis
hepatitis CH severe CH severe CH

Figure 15 : Les différentes phases de I'histoire naturelle de l'infection chronique par le VHB
(Dény et Zoulim, 2010)

++ Phase de tolérance immune

Au cours de cette phase, la réponse immunitaire est faible voire inexistante, ce qui permet une
multiplication intense du virus. Les marqueurs biologiques témoignant de la réplication virale,
gue sont 'Ag HBe et 'ADN VHB, présentent des taux sériques élevés. En I'absence d’'une
réponse immunitaire vigoureuse, les taux de transaminases (marqueurs enzymatiques de
cytolyse hépatiques) sont normaux ou légéerement augmgiupese 15) L'infectiosité du

malade est alors importante (Pol, 2Q06)

A la ponction biopsie hépatique (PBH) réalisée pour évaluer le degré de Iésions nécrotico-

inflammatoire hépatique, les lésions sont absentes ou tres modérées.
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v' Remarque :
Quand cela est possible, des techniques non invasives d’évaluation de la sévérité

histologique (FibroteSt ou Fibroscafl) sont préférées a la réalisation de la PBH

(douloureuse pour le patient et de reproductibilité médiocre).

Dans le contexte d’'une infection périnatale, cett@asp est généralement induite par le
passage de I'Ag HBe présent dans le sang maternel a travers le p{@dentat al., 2011)

Elle peut durer 10 a 30 ans en cas d’infection périnatale ou étre tres courte ou absente si
l'infection est acquise plus tard dans I'enfance ou a l'age a@DHey et Zoulim, 2010 ;
Nebbia et al., 2012 ; Fattovich et al., 2008 ; Chan et al., 2011)

<+ Phase de clairance immune

Au cours de cette phase la réponse immunitaire adaptative se met en place ce qui conduit a la
lyse des hépatocytes infect@zttovichet al., 2008) Ce processus peut durer de plusieurs
mois a plusieurs annéébény et Zoulim, 2010)Une diminution progressive et fluctuante du

taux des marqueurs de la réplication virale, 'Ag HBe et I'ADN viral, est donc observée
(Dény et Zoulim, 2010 ; Nebbkgt al., 2012 ; Fattoviclet al., 2008) La charge virale reste en
général supérieure a 20 000 Ul/ml chez les patients montrant un Ag HBe (p@ditifvichet

al., 2008) Le taux sérique des ALAT augmente (Fattovichle 2008)

Lors de la PBH, la formation et la progression des lésions nécrotico-inflammatoires peuvent
étre observées. Ces Iésions peuvent étre de modérées a @dgbbeaet al., 2012 ; Dény et

Zoulim, 2010 ; Fattoviclet al, 2008) Au cours de cette phase une séroconversion dans le
systeme HBe (apparition des Ac anti-HBe et disparition de 'Ag HBe) est possible, de I'ordre
de 10 & 30 % /afNebbia ¢ al., 2012 ; Dény et Zoulim, 2010)

Lorsque la réponse immunitaire n’est pas assez vigoureuse, il se crée un état d’équilibre. Si la
clairance immune est prolongée et inefficace une charge virale élevée persistante est observée,
ainsi que des taux d’ALAT élevés et un risque d’évolution vers la cirrhose qui augmente
(Chan ¢al., 2011)

Dans le cas des hépatites chroniques avec Ag HBe négatif, liées a la présence d’un mutant
preC (2.3.1. les mutants préC/C), la réplication virale est persistante malgré la séroconversion
HBe. La prévalence mondiale de ce type d’hépatite chronique a augmenté probablement avec
'age des porteurs chroniques de I'Ag HBs (2.3.1 les mutants preC/C). Ainsi, elles

représenteraient 70 a 90 % des infections chroniques au diagnostic en Italie et en France. En
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général les patients sont plus agés que ceux porteurs chroniques avec Ag HBe positif au
diagnostic de I'infection et présentent plus souvent une cirrhose. Les charges virales mesurées
chez ces patients sont en général plus faibles. Cependant, ils présentent souvent de grandes
variations de charges virales et des taux sériques d’ALAT. Ces patients montrent une
progression plus sévere de l'atteinte hépat{@eény et Zoulim, 2010 ; Fattovich al., 2008 ;

Chan et al 2011)

AgHBs positif > 6 mois
AgHBe positif AgHBe négatif
Taux d'ALAT normal ALAT 4 Taux d'ALAT normal ALAT 4
ADN-VHB > 2000 Ul/ml ADN-VHB > 2000 Ul/ml ADN-VHB <2000 Ul/ml ADN-VHB > 2000 Ul/ml
[mmunotolérance Clairance immunitaire Portage inactif Heépatite B active

Figure 16 : Evolution des marqueurs biologiques au cours des phases de l'histoire naturelle

de I'infection chronique par le VHB.
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v' Remarque :
Les tauxd’Ag HBs sériques mesurés chez les patients en phase de tolérance immune
seraient supérieurs a ceux mesurés chez les patients en phase de clairance immune. Un
taux trés élevé de I'ordre de 100 000 Ul/ml serait une preuve de tolérance immune. Par
conséquent, la quantification de I'’Ag HBs pourrait fournir une donnée supplémentaire
pour différencier les phases de tolérance immune et de clairance immune lorsque la charge
virale est encore élevée et que les taux d’ALAT sont normaux ou peu @lhasst al.,
2011).

% Phase de portage inactif de I'Ag HBs

Au cours de cette phase, le systéme immunitaire contrble l'infection, de fagcon spontanée ou
sous l'effet conjoint d’un traitement antiviral. La réplication au sein des hépatocytes est donc
minime (charge virale inférieure a 2000 Ul/ml). Les antigénes viraux sont également tres
faiblement exprimés, réduisant ainsi la lyse des cellules infectées par les lymphocytes
cytotoxiques. Le taux sérique des ALAT se normalisebbiaet al. 2012 ; Fattovictet al.,

2008)

La PBH montre pas ou peu d’inflammation, mais une fibrose cicatricielle peut étre observée
(Fattovich et al., 2008) Cette phase fait suite a la séroconversion darsyseeme HBe
(Nebbia ¢al., 2012 ; Fattovich et al., 2008)

Malgré I'absence de réplication virale mesurée, I’ADNccc persiste dans les cellules infectées
et peut étre source d’'une réactivation virale a la faveur d’'une immunosuppr@ssidimaet

al., 2012 ; Fattovich et al., 2008)

A lissue de cette phase, la disparition ou clairance de I'Ag HBs sérique peut survenir,
accompagnée ou non de l'apparition des Ac anti-HBs. La clairance de I'Ag HBs et
'apparition des Ac anti-HBs neutralisants signent la résolution de l'infection. Cette clairance
spontanée est observée chez les adultes dans 5 a 10 % des cas (de 0,5 % a 1,7 % / an)
(Fattovichet al., 2008 ; Gishet al., 2010) Dans les cas d’infection périnatale les clairances
spontanées sont rares (0,6 % / an) et dans les infections survenant dans la petite enfance les
taux sont de l'ordre de 1 % /an (Fattovit¢lak, 2008)

Plusieurs facteurs ont été associés a la clairance spontanée de 'Ag HBs parmi lesquels : un
age avancé au diagnostic, une rémission soutenue (taux d’ALAT normal et charge virale
inférieure a 2000 Ul/ml) au cours du suivi ou encore une amélioration de I'histologie
hépatique malgré la persistance de '’ADNccc intrahépatigattovichet al., 2008 ; Charet
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al., 2011 ; Matsumotet al, 2012) En revanche le sexe et le génotype viral ne sermhpbes
étre des facteurs influencant la clairance spontanée de 'AgM&sumotoet al., 2012) II
peut persister des traces d’ADN viral dans le sérum, détectées par des techniques de biologie

moléculaire « ultrasensibles » (Fattovetlal., 2008)

v' Remarque :
Plusieursétudes longitudinales ont montré que les taux d’Ag HBs chez les patients

porteurs d’'une hépatite B chronique active étaient supérieurs a ceux mesurés chez les
porteurs inactifs (Chaet al., 2011).

% Les réactivations virales

Une réactivation virale a partir de copies d’ADNccc persistant dans les noyaux des
hépatocytes est toujours possible dans un contexte d'immunosuppression constitutionnelle ou
acquise (chimiothérapies, greffes (Fattovitchet al., 2008) Elle peut se produire chez des
sujets porteurs chroniques en phase de rémission (Ag HBs positifs, Ac anti HBe positifs,
ADN viral faible ou indétectable) et correspond a la disparition des Ac anti HBe et a la
réapparition de 'Ag HBe et de 'ADN VHB dans le sérum. Elles peuvent aussi avoir lieu chez
des sujets présentant un profil sérologique d’hépatite B ancienne résolue (Ag HBs négatif, Ac
anti HBc positifs, Ac anti HBs positifs). Dans ce cas, I'’Ag HBe et 'ADN viral seront a
nouveau détectés dans le serum.

Ces réactivations peuvent étre dues au virus sauvage avec retour a I'état Ag HBe positif (1 a 4
% des cas) et surtout a des variants n’exprimant pas I'’'Ag HBe (mutants p@telvb)aet

al., 2012).

3.3.3. Les complications de l'infection chronique
Les complications de l'infection chronique du VHB sont liées a la progression de l'atteinte
hépatique (nécrose, fibrose et inflammation) vers la cirrhose puis vers le carcinome
hépatocellulaire (CHC). Le risque global de développer une cirrhose au cours d’une hépatite
chronique a été évalué entre 15 et 40 %. Les complications de la cirrhose sont I’hypertension
portale, I'insuffisance hépatocellulaire et le CHC. Chez les patients présentant une cirrhose, le
risque d’évolution vers le CHC a été évalué entre 2 et 5 % péNebiaet al., 2012 ;
Fattovichet al, 2008). Les facteurs de mauvais pronostic identifiés semfatteurs viraux

(le génotype viral, la présence de mutant préC, la présence de co-infections VIH, VHC,
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VHD), des facteurs liés a I'h6te (un age avancé au diagnostic, le sexe masculin, une atteinte
hépatique sévéere) ou comportementaux (alcoolisme, tabagi$tattdvich et al., 2008 ;
Macmahon et aJ 2001 ; Bréchot et al2010).

Le CHC constitue le cinquieme cancer le plus fréquent au monde et la troisieme cause de
mort par cancer derriere les cancers du poumon et de I'estomac, notamment a cause de sa
forte résistance aux traitements. Il provoque environ 1 million de décés chaque année a travers
le monde(Pol, 2006)Le VHB est considéré comme la cause majeure dereecé/5 % des

cas).

L’incidence de la cirrhose et celle du CHC (15 a 50 % pour le CHC), cumulées sur 5 ans,
varient selon le statut clinique du patient (présence de I'Ag HBs, de 'Ag HBe, présence de
certaines mutations (2.3.1. les mutants préC/C) et charge virale supérieure a 20 000 Ul/ml) et
la zone géographique concernée. En Europe et en Asie du Sud-Est, 'incidence de la cirrhose
est supérieure chez les patients montrant un Ag HBe négatif par rapport aux patients avec Ag
HBe positif 2 a 5 % /an). L'incidence du CHC est plus élevée an Asie du Sud-Est par rapport
aux pays occidentaux (Nebbibat., 2012 ; Fattovich et gl2008 ; Dény et Zoulim, 2010).
L’induction du CHC est probablement un processus multifactoriel impliquant des mécanismes
cellulaires (une régénération cellulaire massive suite a la lyse des hépatocytes) et des facteurs
viraux, liés a l'intégration du génome viral dans le génome cellulaire en particulier. Des
séquences virales défectives et réarrangées peuvent s’intégrer au hasard dans le génome
cellulaire. Selon le site d’intégration, le processus de cancérisation pourrait étre provoqué par
I'activation d’oncogenes cellulaires, l'inactivation des genes suppresseurs de tumeurs, des
aberrations chromosomiques ou encore la production de protéines cellulaires altérées.
Quasiment tous les cas de CHC associés au virus présentent une insertion de I’ADN viral dans

un chromosome cellulaire (Brécteital., 2010)(figure 17)

v Remarque :
Du fait du chevauchement des cadres de lecture, des mutations survenant sous|pression
thérapeutique par analogues nucléos(t)idiques, dans le gene codant la polymérase peuvent
induire la synthése de protéine S tronquée (apparition d’'un codon stop). Par exemple, la
mutation rtA181T correspond a la mutation sW172*. La protéine S tronquée aurait un

pouvoir oncogénique (Warner et Locarnini, 2008)
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% Le rble de la protéine HBx
Dans la plupart des génomes viraux intégrés, le géne de la protéine X est conservé et transcrit.
La protéine X, petite protéine de 154 aa, a été décrite comme un activateur transcriptionnel.
Sa localisation subcellulaire est variable et elle peut se trouver soit majoritairement au niveau
du cytoplasme, soit au niveau du noyau ou elle exerce des fonctions différentes. Dans le
cytoplasme, elle permettrait la régulation d'un graombre de géenes en activant des facteurs
de transcription. Tandis que dans le noyau, elle pourrait interférer directement avec certains
facteurs de transcription ou jouer un réle de facteur de transcr{ptiéohotet al., 2010). De
plus, la protéine X perturberait les mécanismes de réparation de I’ADN, augmentant ainsi le
risque d’apparition de mutations impliquées dans la carcinogenese. Par ailleurs, elle affecte
I'expression d’'un grand nombre de génes cellulaires impliqués dans des mécanismes tels que

la prolifération cellulaire et I'apoptose (Bréchotaé, 2010).

% Le role des protéines « PréS2 activatrices »
Dans la plupart des génomes viraux intégrés, le cadre de lecture des protéines PréS2
activatrices est conservé et transcrit. Elles sont codées par des génes des protéines
d’enveloppe tronqués en 3’et correspondent a la protéine de surface M délétée d’'une partie C-
terminale de plus ou moins grande taille. Elles peuvent présenter deux topologies différentes :
insérées dans la membrane du réticulum endoplasmique (RE) ou cytoplasmiques. A ce jour,
aucune différence de fonction entre les formes membranaires et cytoplasmiques n’'a été mise
en évidence. Elles sont capables d'interagir avec la protéine kinase C, phosphorylant le
domaine PréS2 et d’activer des voies de transduction impliquant des kinases participant au
contrble de la prolifération cellulaire. Elles ont un rdle direct dans la carcinogenese via
'activation de voies de transductions impliquées dans la prolifération des hépatocytes
(Bréchot ¢ al., 2010).

« Le r6le de la réponse immunitaire
Le systeme immunitaire jouerait également un réle majeur dans le développement des CHC
associés au VHB. En effet, I'inflammation chronique du tissu hépatique provoquée par le
systeme immunitaire augmenterait le risque de cancer en induisant une forte mortalité

cellulaire et donc une forte prolifération des hépatocytes (Bréthbi 2010).
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Figure 17 : Mécanismes impliqués dans I'hépatocarcinogénese virgelB2006)

3.4. Physiopathologie et réponse immunitaire
Le VHB n’est pas directement cytopathique pour Iépabtocytes infectés et les Iésions
hépatiques observées sont dues a la réaction du systéme immunitaire de I'héte vis-a-vis des
hépatocytes infectés exprimant les antigénes viraux. La gravité des lésions dépend donc de
l'intensité de la réponse immunitaire, notamment adaptéfiiesariet al., 2010 ; Guidottet
al., 2006)

3.4.1. La réponse immune innée
La production d'interféron (IFN) de type | et Ill constitue généralement la premiére ligne de
défense cellulaire face a une infection virale. Au cours des premiéres phases de l'infection, le
virus ne semble pas induire de réponse immunitaire innée. Cette « invisibilité » du virus a la
réponse innée se traduit par une absence de production @pFIFN de type I) et donc
I’'absence de transcription intrahépatique des génes inductibles par l'interféron (ISG). Les
mécanismes antiviraux intracellulaires ne se mettent pas en place permettant la propagation

du virus dans le foie. Ceci s’explique par la stratégie de réplication du virus faisant intervenir :
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- la séquestration du génome réplicatif dans la capside virale dans le cytoplasme (cela
empéche la détection des acides nucléiques viraux connus pour étre généralement de
forts inducteurs de la voie IFN)

- une étape transcriptionnelle dans le noyau,

- la production dARNmM viraux gappés et polyadénylés ressemblant a la structure de
transcrits cellulaires normauyhisariet al., 2010 ; Guidottet al., 2006 ; Bertoletti et
Ferrari, 2012)

Cependant, d’autres données expérimentales suggéerent que la réplication du VHB pourrait
étre contrélée par une production endogene difBhh vivo. En effet, en I'absence de toute
stimulation, la réplication du VHB était environ trois fois supérieure dans des souris
transgéniques VHB déficientes pour le récepteur aux IFN de type |, pour la Protein Kinase
RNA-activated (PKR) ou pour I'interferon regulatory factor 1 (IRF1) par rapport a des souris
contrles. PKR et IRF1 sont des protéines antivirales dont la synthese est induite par I'lFN
(Bertoletti et Ferrari, 2012)

De plus, des donnéasvitro montrent que la transfection d’un plasmide contenant le génome
du VHB dans des cellules HepG2 augmente I'activation de Nuclear Factor KappadB)NF-
(Bertoletti et Ferrari, 2012 Certains auteurs suggerent que le VHB, plutétdjagehapper a
limmunité innée, inhiberait celle-ci grace a I'action de différentes protéines virales comme la
polymérase ou la protéine X. Elles agiraient en empéchant 'induction d’IFN de type | et/ou
en bloguant I'action antivirale de I'lFN sécrété par les cellules environnantes du parenchyme

hépatique (Bertoletti et Ferrari, 2012)

3.4.2. Laréponse immune adaptative
Les données acquises avec divers modeles d’étude du VHB suggérent que la clairance virale
résulte de l'action coordonnée de plusieurs composantes de la réponse immune adaptative ou
spécifique :
- la lyse des cellules infectées par les lymphocytes T cytotoxiques (LT)CIDB)és
contre les antigenes du virus et le renouvellement cellulaire,
- l'action antivirale des cytokines telles que I'lkiN4e Tumoror Necrosis Factar
(TNF-a) ou l'interleukine 12 (IL12)
- la neutralisation des virions circulant par les anticorps anti-VHB
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« Laréponse cellulaire

Lors d’une infection aigué, les antigenes viraux sont la cible des réponses de type T helper
(CD4+) et T-cytotoxiques (CD8+).

La réponse cellulaire T CD4est régulée par la taille de linoculum viral. Elle est
généralement intense, multi-spécifiqgue (un pic est observé associé souvent a la clairance de
I’Ag HBs sérique) et surtout précoce lors d’'une hépatite aigue résolutive. Au contraire, elle
semble relativement faible chez les patients porteurs d’'une infection chronique. Elle joue un
role important dans la clairance virale en induisant la réponse T &D@& réponse humorale

B. Les lymphocytes T CD4dirigés spécifiquement contre '’Ag HBc secrétent des cytokines

de type TH1 : IFNy, TNF-u, IL12 qui inhibent directement ou non la réplicatidu VHB et
participent a I’élimination du virus de fagcon non cytolytique. lls induisent la prolifération des
LT CD8" qui reconnaissent spécifiquement les déterminants antigéniques préS2 et HBc
couplés au CMHI (réponse Thl). Dans le cas d’une infection résolutive, la réponse’ T CD8
sera intense et polyclonale, entrainant des phénomenes d’apoptose et la synthése d’IFN y

La réponse T CD4est aussi responsable de linduction et du maintien de la réponse B
spécifique avec production des Acs neutralisants contre les protéines de I'enveloppe virale

Les lymphocytes T CDScytotoxiques ont un rdle central la clairance virale en détruisant les
hépatocytes infectés. lls sont donc responsables des lésions hépatiques. La lyse cellulaire
directe n’est pas suffisante pour expliquer la clairance et les LT €&8 aussi a I'origine de
mécanismes non cytopathiques comme la sécrétion d’'lbiNde TNFo capables d’inhiber la
réplication virale et I'expression des génes viraux (figure 18).

Chez les patients présentant une hépatite aigué résolutive, la réponse cellulairé @sCD8
intense et polyclonale, tandis que chez les patients porteurs chroniques, elle semble faible et
plus étroite. Par ailleurs, il semblerait que la fonctionnalité des cellules T §}pg8ifiques

soit plus importante que le nombre de cellules T mobilisées pour contréler la réplication virale
(Chisari ¢ al., 2010 ; Guidotti et al., 2006 ; Bertoletti et Ferrari, 2012)
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Figure 18 : Mécanismes non cytopathiques des LT Carticipant a la clairance virale
(Chisari ¢ al., 2010)

% Laréponse humorale
La production d’anticorps dirigés contre des épitopes du VHB varie au cours de I'histoire
naturelle de l'infection, mais seuls les Acs dirigés contre les protéines d’enveloppe du virus
sont neutralisants.
lIs jouent un réle crucial dans I'élimination virale et la prévention de I'infection, en bloquant
I'attachement et la fixation du virus a la surface des hépatocytes. lls sont détectés dans le
sérum des patients ayant résolu I'infection et sont au contraire indétectables chez les porteurs
chroniques du virus (Chisari al., 2010 ;Guidotti & al., 2006 ; Bertoletti et Ferrari, 2012)
Cependant I'apparition des Acs neutralisants survient relativement tard aprés l'infection et
semble peu contribuer a la phase précoce de la clairance virale au cours de linfection aigué
résolutive(Chisari ¢ al., 2010 ; Guidotti et al., 2006 ; Bertoletti et Ferrari, 2012)
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Les anticorps anti-HBc totaux présents dans le sérum de tous les patients ayant été exposés au
VHB, ne semblent pas jouer un réle clef dans la clairance virale. lls sont détectables a tous les
stades de la maladie. L’apparition d’anticorps anti-HBe témoigne en général de I'arrét de la
réplication du VHB, a I'exception des mutants préd@hisariet al., 2010 ; Guidottet al.,

2006 ; Bertoletti et Ferrari, 2012)

3.5. Prise en charge et traitement de l'infection chronique
3.5.1. Les molécules antivirales
Deux catégories de traitement sont actuellement disponibles pour le traitement de I'infection
chronique par le virus de I'hépatite B. Ces classes thérapeutiques correspondent a deux
stratégies différentes :
- la stimulation du systeme immunitaire pour accélérer I'élimination des cellules
infectées
- linhibition de la réplication du VHB pour prévenir I'infection de cellules encore
saines et aider le systeme immunitaire a combattre plus efficacement les cellules
infectéeqgBrunetto ¢ al., 2008)

Actuellement, seules les monothérapies ont été bien évaluées et sont recommandées.

Advances in HBV treatment

1990
PMEA anti-HBY 2001 .leig?gw

activity discovered Telbivudine anti-HBV
activity discovered A L

| 1991

1957 3TC anti-HBV and 1998
Interferon ~ anti-HIV actvity  Entecavir anti-HBV
discovered  discovered  activity discovered

[

1991
Interferon alfa-2b
approved for HBY

2002 2006
Adefovir dipivoxil Telbivudine
(PMEA prodrug) approved for HBY
approved for HBY

1998 2005
Lamivudine (3TC) Entecavir and From 2010
approved as first peginterferon alfa-2a  Lamivudine patent
nucleoside approved for HBV expires in Europe
analogue for HBV

Figure 19 : Chronologie d’apparition des principales molécules utilisées dans le traitement de
I'hépatite B chroniquéTrepo, 2014)
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< Les immunomodulateurs: IFN(@a ou 2b) ou Peg IF&-2a (Pegasyd

L’'IFN o fut le premier traitement autorisé pour le traitatrie I'hépatite B chroniqu@repo,
2014).Les interférons sont des cytokines, exercant des activités antivirale, antiproliférative et
immunomodulatrice. Trois principales catégories d’IFN ont été identifiées (type | a lll). Les
interférons de type | comprennent entre autres lesulARN B, IFN o, IFN ¢k, IFN «.
Les IFNn sont principalement d'origine leucocytaire (mon@syt macrophages et
lymphocytes B). lls sont produits en réponse a une infection virale, leur transcription est
activée par '’ARN bicaténaire produit au cours d’un cycle de multiplication viral.
Chez I’'homme, il existe plusieurs sous-espéeces dilEf\seules les sous-espéaeza eta-2b
sont utilisées en thérapeutique et produits par génie génétique : Interféeo(Roferon &),
interférona-2b (Intron A°) et PEG Interférom-2a (Pegasyy. Dans cette derniére spécialité,
linterféron est couplé au polyéthylene glycol (PEG) pour obtenir une meilleure
biodisponibilité avec des concentrations plasmatiques stables et prolongées. Cela permet
notamment une injection par semaine au lieu de trois.
Les IFN de type | se fixent a des récepteurs hétérodimériques présents a la surface cellulaire
et exprimés de facon ubiquitaif&rimm et al., 2011) Le mécanisme d’action de I'lFi est
donc complexe et celui-ci possede des propriétés antivirales, antiprolifératives et
immunomodulatrice$Grimm et al., 2011). Il active une cascade de réactions, I'activation de
nombreux genes (ISG) et la production de différentes molécules antivirales (OAS, PKR, MXx,
ADAR-1). Ces protéines antivirales (PAV) ciblent les ARNm et vont respectivement les
hydrolyser, bloquer la traduction, bloquer la transcription ou les modifier.
S’il exerce un effet direct sur la cellule héte par I'induction des ISGs, produisant un état
antiviral dans les cellules, il augmente également les défenses immunitaires de I'héte, innées
et adaptatives, via les processus suivants :

- la modulation fonctionnelle des cellules Natural Killer (NK)

- I'induction de molécules co-stimulantes des cellules dendritiques (DC)

- linduction de la réponse T CD4t I'augmentation de la production de cytokines Thi

- laugmentation de I'expression des molécules de CMHI et la présentation des

antigénes viraux aux lymphocytes T cytotoxiques (Grinhad.e2011)
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% Les analogues nucléos(t)idiques (NUCSs) :

Entre 1998 et 2008, cing molécules ayant une action antivirale directe dirigée contre la
réplication du VHB ont fait leur apparition :
- les analogues nucléosidiques : lamivudine (Z&jfix entécavir (Baraclud®,
telbivudine (Sebivd)
- les analogues nucléotidiques : adéfovir dipivoxil (HepSesaténofovir (Viread)
En fonction de leur structure chimique, ces molécules peuvent étre classées en trois groupes :
- les nucléosides phosphonates, comprenant I'adefovir dipivoxil (ADV: alkyl
phosphonate) et le ténofovir disoproxil fumarate (TDF: alkyl phosphonate trés proche
de 'ADV) qui sont des analogues de I'adénosine
- les Pyrimidine L-nucleosides, comprenant la lamivudine (LMV) qui est un analogue
de la cytidine et la telbivudine (LdT) qui est un analogue de la thymidine
- un D-cyclopentane, I'entécavir (ETV) qui est un analogue de la guanimem et
al., 2011 ; Delaney, 2013)

ﬂucleotide Analog ProdrugA / Pyrimidine L-nucleosides \

Tenofovir Disoproxil Lamivudine Telbivudine
NH; 2
_< 0 N- -~ N /f“t
~ e 1) 1)
=R N o™ 04’\[4
O- 0 H ¥ —OH
\ra .cvcv k’o“f 5 ?
|
° \_ 4

Adefovir Dipivoxil -
NH, o Guanosine Analogs N
Neo o~
) < P H;
)u \/D\:xf’ r Entecavir N 'lrlw
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\ / . - J

Figure 20 : Structure chimique des analogues nucléos(t)idiques (Delaney, 2013)
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Ces molécules agissent en inhibant la réplication virale en s’incorporant a la place des
nucléosides naturels, ce qui a pour effet de bloquer I'élongation du brin en cours de synthese.
Si leur mécanisme d’action global est identique, le site d’action de chaque molécule differe
sensiblement(figure 21) Ce sont des prodrogues qui nécessitent une daublériple

phosphorylation par des kinases cellulaires pour étre actifs (Griraln 2011).

Drug Structure Base {—) Strand i+ Strand
priming synthesis synthesis
Lamivudine Cytidine analogue X X
Adefovir Adenosine analoguoe X X
Entecavir Guanosine analogue X X X
Telbivudine Thy midine analogue X
Tenofovir Adenosine analogue X K

Figure 21 : Mécanismes d’action des analogues nucléos(t)idiques (Griraim 2011)

Les analogues nucléo(s)idiques agissent sur I'éthpdranscription inverse et ont peu
d'impact sur I'étape de transcription a partir de I'ADNccc (forme de persistance
intrahépatique du virus) et sur la synthése des protéines virales. La concentration sérique en
antigenes HBs et HBe peut dailleurs étre trés forte méme si la charge virale est indétectable.
Le traitement est donc généralement long afin d’éviter un rebond viral en cas d’arrét précoce.

Les critéres d’arrét de ces traitements ne font d’'ailleurs pas I'unanimité des experts.

+ Avantages et inconvénients de ces deux classes thérapeutiques

Le traitement par IFN. présente un certain nombre d’avantages par rappdraitement par
NUCs :

- une durée de traitement définie

I'obtention d’'une réponse prolongée (3.5.3. Evaluation de la réponse thérapeutique)
apres l'arrét du traitement

- l'absence de mutations de résistance

- des taux a priori plus élevés de séroconversion dans les systemes HBe (a court terme)
et HBs (a long terme)Dény et Zoulim, 2010 ; Grimmet al., 2011 ; Marceliret al.,

2008)

Les principaux inconveénients du traitement par IFN sont :
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- un effet antiviral (baisse de la réplication virale documentée par une diminution de la
charge virale VHB dans le sérum du patient) modéré
- la nécessité d’injection sous-cutanée
- des effets indésirables importants (symptomes gquippaytopénie, dépression,
anxiéte, irritabilité et anomalies auto-immungSjimm et al., 2011 ; Marcelliret al.,
2008).
Les NUCs présentent I'avantage d’étre administrés/pi orale et sont bien tolérés. Ils ont
egalement un effet antiviral important (supérieur pour I'ETV et le TDF par rapport aux autres
molécules(Marcellin et al., 2008) Leur durée de traitement n’est malheureusement pas
définie (risque de rebond virologique a l'arrét de la molécule). lls montrent également des
taux plus faibles de séroconversion dans les systemes HBe et HBs par rapport au traitement
par IFNu. Enfin, ces molécules exercant une activité ami@idirecte présentent un risque

d’apparition de mutations de résistance (Marcelial e 2008)
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< Les mutations de résistance décrites aux NUCs

Les durées généralement longues de traitement par analogues nucléos(t)idiques ainsi que leur
utilisation en monothérapie favorisent I'émergence de mutants de résistance au sein des quasi-
especes du VHB. Le risque de survenue de mutations de résistance n’est pas equivalent pour
tous les NUCs ; il est faible pour 'ETV et le TDF, modéré pour 'ADV et élevé pour la LMV

et la LdT (figure 22) De plus, des résistances croisées ont été dé¢tasy et Zoulim,
2010 ; Locarnini et Yuen, 2010 ; Grimm et,&011)
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Figure 22 : Pourcentages d’isolats du VHB résistants apres plusieurs années de traitement
(Dény et Zoulim, 2010)

(Yr: year; LMV : lamivudine, LMVr: LMV-resistant strain, ETV : entécavir, ADV :
Adéfovir, TDF : Ténofovir, LdT : Telbivudine)

Les mutations de résistance sont surtout localisées dans le géne codant la transcriptase
inverse. Du fait du chevauchement des ORFS P et préS/S, elles peuvent avoir un impact sur

les propriétés structurales et fonctionnelles des protéines d’envé@me et Zoulim, 2010 ;

Locarnini et Yuen, 2010)
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Sous LMV, la prévalence de la résistance atteint 14 % aprés un an de traitement en
monothérapie puis 80 % apres 4 @oscarnini et Yuen, 2010).a substitution rtM204V/I est
généralement retrouvée dans le motif YMDD du domaine C de la transcriptase (figerse

24). Elle entraine une diminution de l'efficacité thgéeatique de la molécule en raison de
'encombrement stérique du site catalytique de I'enzyme Viizdéaney, 2013 Locarnini et

Yuen, 2010 ; Kay et Zoulim 2007)a substitutiorrtA181T/V peut également étre retrouvée.

Ces substitutions affectent I'activité enzymatique et les capacités de réplication du virus. Des
mutations compensatoires ont été décrites comme pouvant rétablir un certain niveau de
réplication (rtvV173L et rtL180M}Kay et Zoulim, 2007).

Au cours d’un traitement par ADV, 'apparition de mutation de résistance est moins rapide
(environ3 % des patients aprés 2 ans, 6 % aprés 3 ans et 30 % apréeqlaas)ini et

Yuen, 2010)Les positions des mutations ste’ suivantes : rtN236T (domaine catalytique D

de la polymérase) et rtA181V/T (domaine catalytique B de la polymé(fage)k 23)

Sous LdT, un taux de résistance élevé est retrouvé (29 % a 2 ans chez les patients avec Ag
HBe positif et 11 % chez les patients avec Ag HBe négatif). Il existe une résistance croisée
avec la LMV via la substitution rtM2041. D’autres substitutions comme rtL180M peuvent
accompagner cette mutation signature dans 2 a 5 % d@socasnini et Yuen, 2010)

L’ETV présente une barriere génétique élevée avec de rares cas de résistance ; moins de 1 %
aprés 4 ans. Cependant, cette barriere est beaucoup plus basse chez des patients présentant
déja une résistance a la LMV (5,8 % aprés un an et 39 % apres quatfecaashini et

Yuen, 2010 ; Kimet al., 2013) Dans ce cas on observe I'apparition rapide de ouwaigmns

de mutations rtI169T et rtM250V, ou rtT184G et rtS2021 qui s’ajoutent a rtL180M et
rtM204V (Kay et Zoulim, 2007 Delaney, 2013)
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Figure 23 : Localisations des mutations de résistance du VHB aux ND€sy et Zoulim,
2010).

3.5.2. But(s) et indications du traitement antiviral
L’objectif du traitement est 'amélioration de la qualité de vie et de la survie du patient en
prévenant la progression de I'atteinte hépatique vers les stades les plus avancés de la maladie
(cirrhose décompensée et CHC) conduisant généralement au décés du patient.
La réponse idéale a cet objectif correspond a I'élimination compléte du virus, se traduisant par
I'éradication de '’'ADNccc.
Des études ont montré que le taux d’Ag HBs serait le reflet de la quantité d’ADNccc
intrahépatique et donc de la quantité d’hépatocytes infectés. Chez les individus ayant obtenu
une clairance de I'Ag HBs et une séroconversion dans le systeme HBs, l'infection est
considérée comme résolue. Ceci fait de ’'Ag HBs un bon outil de pronostic pour I'évolution
clinique et l'efficacité thérapeutiqu®lartinot-Peignouxet al., 2013 ; Moucari et Marcellin,
2011 ; Brunetto et a412010)
Malheureusement, les molécules actuellement disponibles ne permettent pas d’obtenir

I'élimination compléte de 'ADNccc du noyau des hépatocytes infectés. De plus la clairance
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de I'Ag HBs suivie de la séroconversion dans le systtme HBs est rarement obtenue (3.5.3
Evaluation de I'efficacité thérapeutique) (Grimiraé, 2011)

Cependant, la résolution clinique de linfection VHB ne requiert pas nécessairement
I'éradication compléte du virus du foie. Le contréle de la réplication virale par le systeme
immunitaire de I'héte joue un rdle crucial. Par conséquent, une suppression soutenue de la
réplication virale (contréle virologique) améliore la clinique.

L’éradication de I'’ADNccc étant un but tres difficile a atteindre, I'objectif primaire du
traitement devient I'obtention du contréle virologiqi&sh et al., 2010) En pratique, il faut
obtenir :

- une diminution de 'ADN du VHB en dessous de 3 log Ul/ml

- une diminution des taux sériques des transaminases (ASAT, ALAT)

- et la stabilisation voire la régression des lésions histologiques.

Les objectifs secondairessont I'obtention de I'apparition des anticorps anti-HBe (chez les
patients Ag HBe positif) et la clairance de I'Ag HBs plus ou moins accompagnée de
'apparition des anticorps anti-HBs. La survenue de ces évenements beaucoup plus rares
permettra d’envisager I'arrét du traitement chez certains patients.

La réponse idéale est la clairance soutenue de I’Ag HBs aprées arrét du traitement avec ou sans
séroconversion anti-HBs associée a la rémission complete et soutenue des lésions
histologiques du foie.

La réponse satisfaisante correspond a linduction d’'une réponse virologique (charge virale
non détectable) et d’'une réponse biochimique (ALAT normalisées) soutenues aprés arrét du
traitement, associées a une séroconversion anti-HBe chez les patients initialement Ag HBe
positif.

La réponse minimale est la rémission virologique (charge virale indétectable) maintenue sous
thérapie antivirale de longue durée chez les patients avec un Ag HBe négatif et chez les
patients avec un Ag HBe positif qui ne réalisent pas la séroconversion.

Il existe deux stratégies thérapeutiques différentes :

- un traitement de durée limitée par Peg-IFN (48 semaines) qui peut permettre une
réponse prolongée pour les patients ayant le plus de chances de faire une
séroconversion anti-HBe et pour certains patients a Ag HBe négatif.

- un traitement au long cours par analogues NUCs, en privilégiant les molécules ayant
la barriere génétique la plus élevée (ETV, TDF) (European Association for the Study
of the Liver (EASL), 2012).
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%+ Suivi de l'efficacité thérapeutique
Au cours du traitement, la charge virale VHB est contrélée a 12 semaines et 24 semaines de
traitement. Les taux d’Ag HBe, d’Ag HBs dont les décroissances sont prédictives de la
séroconversion anti-HBe ainsi que, la perte de I'Ag HBs sont également mesurés. Pour les
patients sous NUCs, apres obtention de la viro-suppression, la charge virale et les marqueurs
sérologiques précédemment cités sont contrblés toutes les 24 sef@hatescharya et Thio,
2010).

+ Quels patients doivent étre traités ?

La décision de traiter dépend de la probabilité d’obtenir une efficacité maximale avec un
risque minimal d’émergence de résistance. L'efficacité thérapeutique differe entre les groupes
de patients. Généralement, les malades ayant une hépatite chronique active avec des
transaminases élevées et une charge virale modérée répondent mieux au traitement et ont
moins de risque de développer une résistance. L'EASL (European Association for the Study
of the Liver) distingue trois groupes sérologiques de patients :

- les patients Ag HBe positif et Ag HBe négatif ayant obtenu une perte soutenue de I'Ag
HBs avec ou sans séroconversion Higpdnse idéalg

- les patients Ag HBe positif, ayant obtenu une séroconversion anti-HBe durable
(réponse satisfaisante

- les patients Ag HBe positif n'‘obtenant pas la séroconversion anti-HBe, mais
présentant une charge virale maintenue indétectadger{se minimalg

Le traitement est généralement indiqué chez :

- les patients en phase d'immunotolérance (Ag HBe positif, transaminases normales et
stables, charge virale élevée) uniquement si évidence de maladie hépatique et
eventuellement pour les patients agés de plus de 30 ans avec antécédents familiaux de
cirrhose ou de CHC.

- les patients porteurs d’'une hépatite B chronique active Ag HBe positif ou Ag HBe
négatif avec charge virale supérieure a 2000 Ul/ml, des transaminases €élevées et au
moins un score de fibrose et/ou d’activité inflammatoire modérée a la PB%2 (
et/ou >F2 Metavir).

- les patients porteurs d’'une hépatite B chronique active Ag HBe positif ou Ag HBe
négatif avec des transaminases au moins deux fois supérieures a la normale et une

charge virale supérieure a 20 000 Ul/ml méme sans biopsie hépatique.

88



- les patients avec une cirrhose compensée et une charge virale détectable quel que soit
le niveau de transaminases.
- les patients avec une cirrhose décompensée et une charge virale détectable : traitement
urgent par NUCs et transplantation hépatique dans certains cas
Les patients porteurs inactifs ayant une charge virale inférieure a 20 000 Ul/ml ne requierent
pas de traitement mais doivent bénéficier d’'une surveillance rapprochée au cours des trois

premiéres années (transaminases, charge virale) de prise en charge.

3.5.3. Evaluation de la réponse thérapeutique
Des facteurs prédictifs de bonne réponse précédant l'initiation du traitement sont la charge
virale (faible), le niveau de transaminases (€élevé), le score d'activité a la biopsie hépatique
(élevé) et le génotype pour le traitement par interféron. Ses facteurs de réponse aux thérapies
antivirales actuelles sont utiles pour guider linitiation d’'un traitement et le choix de le

maintenir ou non.

% Traitement par IFN-Peg :

Chez les patients porteurs chroniques Ag HRme séroconversion HBe est obtenue chez un
tiers des maladg#tarcellin & al., 2008 ; Brunetto et al., 2009Fhez les porteurs chroniques

Ag HBe -, une réponse prolongée (transaminases normales et charge virale indétectable) est
observée chez 25 a 30 % des malades. Enfin la clairance de I'Ag HBs est obtenue chez 40 %
des malades en virosuppression aprés 3 ans de trait€poamieveldet al., 2012 ; Marcellin

et al.,2008) Le taux de clairance de I'Ag HBs est supérieuelaiaes clairances spontanées
(0,5a 1,7 % par arlsish ¢ al., 2010).

Les facteurs prédictifs de I'efficacité thérapeutique sont : des taux sériques pré-thérapeutiques
de transaminases trois fois supérieurs a la normale et une charge virale inférieure a 7 log, un
score Métavir supérieur a A2. Dans ces conditions, la probabilité de réponse prolongée est
supérieure a 50 ¥Marcellinet al, 2008 ; Dény et Zoulim, 2010)

De meilleurs taux de réponse sont observés pour les génotypes A et B par rapport aux
génotype C et D (Brunettad al., 2009 ; Dény et Zoulim, 2010 ; Grimm et al., 2011)

Si la charge virale est inférieure a 20 000 Ul/ml a la semaine 12 de traitement, les patients Ag
HBe positif présentent 50 % de chance de séroconversion HBe et les patients Ag HBe négatif

présentent 50 % de chance d’obtenir une réponse proldbgés et Zoulim, 2010)La
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réponse a I'lFN peut étre appréciée apres 24 semaines de traitement et un échec de I'lFN ne

diminue pas les chances de réponse aux NUCs (Marcedlin 2008)

+ Traitement par analogues nucléos(t)idiques :
Les analogues nucléos(t)idiques semblent avoir peu d’'influence sur le taux de clairance de
'Ag HBs. Cependant tant que le traitement est maintenu, la suppression de la réplication
virale par les NUCs entraine une diminution significative des taux sériques d’Ag HBs, de
I’ADNccc intrahépatique et de I’ADN intracellulaire total (Gigtal., 2010) Ainsi des durées
prolongées de traitement par les NUCs les plus efficaces (ETV et TDF) vont permettre une
suppression efficace de la réplication virale et une augmentation du taux de clairance de I'Ag
HBs (Gish ¢al., 2010 ; Gordon et al., 2013)
La lamivudine (Zeffif), présente une puissante activité antivirale (charge virale indétectable
en 1 a 3 mois), mais une séroconversion HBe a 12 mois de traitement chez les patients Ag
HBe positif n’est observée que dans 20 % des cas, nécessitant la poursuite du traitement
(Marcellinet al., 2008) Le taux de clairance de 'Ag HBs est de 2 % amdatraitement. Il
est de 11,7 % aprés 5 ans de traitement chez des patients porteurs chroniques Ag HBe négatif
(Fasanoet al., 2012) Malheureusement la longue durée du traitementsiguus mois)
favorise 'émergence de mutations de résistance.
L’adéfovir-dipivoxil (Hepser8) présente un meilleur profil de résistance que la lamivudine.
Mais son activité antivirale n’est pas optimale. La clairance de I'Ag HBs n’est observée que
dans 2 % des cas apres 5 ans (Gigth. £2010)
Le ténofovir et I'entécavir sont les « nouveaux » NUCs. Leur efficacité antivirale est
supérieure aux NUCs dits de premiere génération. lls présentent les taux de réponse
virologique les plus élevés chez les patients Ag HBe positif ou négatif (charge virale VHB
indétectable aprés un an de traitement chez 70 % des patients Ag HBe positif et 90 % des
patients Ag HBe négatif) (Marcellirt al., 2008 ; Gish et al., 2010)
Les patients sous ETV et TDF montrent une amélioration virologique, histologique et
biochimique, trés supérieure a celle des patients sous LMV, chez des patients porteurs
chroniques naifs de traitement par NUCs (Zoutendigd.e2012 ; Marcellin et al 2013)
Chez les patients sous ETV la clairance de I'Ag HBs est obtenue aprés 120 semaines dans 5
% des cas et dans 6 % des cas pour les patients sous TDF aprés 96 gSishmesl.,
2010 ; Heathcotet al, 2011 ; Marcellin(bkt al., 2008) Les facteurs prédictifs de I'efficacité

thérapeutique semblent étre pour 'ETV : les patients caucasiens, le génotype A ou D.
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++ Conclusion

L’IFN pégylé permet d’obtenir le taux de clairance de I'Ag HBs a un an le plus éleve. Le taux
de clairance de I'Ag HBs augmente apres l'arrét du traitement chez les patients ayant une
réponse virologique soutenue mais aussi au cours du temps chez les patients traités par
analogues de maniére continue.
Les patients Ag HBe négatif ont des taux de clairance de I'’Ag HBs inférieurs a cepux des
patients Ag HBe positifll est trés rare d’observer cette clairance au cours des 4-5 premiéeres

années chez les patients Ag HBe négatif traités par analogues (ldbabka013)

HBEel g positive HEsl g negative
PEG vs LVD™~ VD v ETV™{ LVD ve LAT™ ADV v TOF PEG vs LVD™~ VD we ETVY LVD v LAT™ ADV vs TDF
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Figure 24 : Efficacité thérapeutique des molécules utilisées dans le traitement de I'hépatite B
chronique (Gistlet al., 2012)

3.5.4. Les molécules en développement

% Les nouveaux analogues nucléos(t)idiques

Plusieurs NUCs sont a ce jour a différents stades de développement dl®igqum et al.,
2011) La clevudine (nucleoside pyrimidine) est un anaégucléosidique de la thymidine.

Cette molécule, approuvée dans certains pays d’Asie présente un effet antiviral prolongé a
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l'arrét du traitement. Les essais cliniques réalisés sur cette molécule ont été stoppés en 2009
(survenue de myopathies chez certains patients) (Grinain €011)

D’autres molécules sont a I'étude, comme des prodrogues sélectivement métabolisées et
activées dans le foie (LB 8038) ou encore un nucléoside phosphate pyrimidine acyclique
(PMEO-DAPym), prototype d’'une nouvelle classe de nucléosides phosphonates pyrimidine
acyclique. Des tests vitro ont montré que des souches multi-résistantes étaient sensibles a
ce composant (Grimnt al., 2011)

%+ Les traitements immunomodulateurs

L’'IFN X est un IFN de type Ill comprenant trois sous typkes.2, A3 (IL 29, IL 28A, IL 28).

Ces cytokines ont été découvertes en 2003 par bio-informatique et présentent des
ressemblances avec les IFNs de type |. Leur production est induite par les infections virales et
elles-mémes induisent I'expression d’'ISGs par les mémes voies de signalisation que les IFNs
de type I. En revanche, elles se fixent sur un récepteur cellulaire différent ({128RR2)

de celui des IFN de type |, qui a une distribution variable selon les tissus humains (surtout
présent au niveau des cellules épithéliales). L’'IRNdntre une activité antivirale, en inhibant

la réplication virale, en culture cellulaire et sur modele murin. Il interviendrait surtout dans
limmunité locale. Or, les hépatocytes humains expriment le récepteur I 28Ront
sensibles a I'lFN XGrimm ¢ al., 2011 ; Urban et al., 2014)

La thymosineal est une molécule immunomodulatrice, de 28 aaaqcélere la maturation

des thymocytes, stimule la différenciation et la conversion des lymphocytes en cellules T
actives. Elle agirait sur l'infection VHB en restaurant la fonction des cellules T. Cette
molécule est bien tolérée chez I’homme et est associée a un effet retard sur la réplication VHB
(Grimm 4 al., 2011)

L’acide polyadénylic-polyuridylic stimule les réponses immunitaires humorales et cellulaires,
en provoquant la libération d’'IFN, d’IL-1, d’IL-2 et d’IL-6. Cette molécule est bien tolérée
chez des patients porteurs chroniques et semble associée a une viro-supfieeissioret

al., 2011)

% Les inhibiteurs d’entrée

Des essais ont été réalisés avec de la suramine, pour inhiber I'entrée virale VHB et VHD. Elle
inhiberait la fixation aux protéoglycanes héparanes sulfates lors des premieres étapes de

I'entrée virale in vitro (Urban ¢ al., 2014)
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Le Myrcludex B est un inhibiteur d’entrée dérivé des protéines de surface du VHB, découvert
apres l'utilisationin vitro de nombreux lipopeptides dérivés de préS1. Il correspond a la
séquence peptidique 9-NPLGFFP-15 issue de préS1, obtenue aprés alignement de différents
géenotypes. Il blogue I'entrée viraie vitro et sur des modeles anima(souris uPA/SCID,

pour explication voire la partie 4. les modeles d’étude du VHB). De plus, il présentait une
faible toxicité lors d’études pharmacocinétiques réalisées chez des chimpanzés et chez des
volontaires sains, du fait de son hépatotropisme (Méigr,e2013 ; Urban et 312014)

<+ Nouveaux axes de recherche

D’autres axes de recherche pour définir de nouvelles molécules antivirales ont été développés

récemment parmi lesquels
- [I'élimination et la prévention de la formation d’ADNccc (Grimirag, 2011)

- le développement d’inhibiteur de la polymérisation de la capside (activité antinirale

vitro et sur modeles animaux) (Urbaregé, 2014),

- le développement de siRNA (small interfeing RNA) ou iRNA (interference RNA)
agissant sur des ARNSs viraux qui sont testés sur des cultures cellulaires et des modéles
animaux (Grimm tal., 2011 ; Urban et gl2014).

- la modulation de I'expression de 'APOBEC3 cytidinéathinase. Cette enzyme
déamine les résidues déeoxycytidine en déoxyuridine sur le brin court en cours de
synthése au cours de la rétro-transcription et diminue ainsi la réplication virale
(Grimm & al., 2011)

- des agonistes de Toll-Like Receptor notamment du TLR7 (GS-962Danet al.,
2014).
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Figure 25 : Les agents thérapeutiques interférant avec le cycle viral (Grinain 2011)

3.5.5. Prévention de l'infection par le VHB
Les premiers vaccins recombinants issus du génie génétique ont été mis au point a la fin des
années 80. La vaccination constitue un moyen efficace de prévenir l'infection par le VHB et
ses complications.
L'organisation mondiale de la santé (OMS) a lancé, en 1991, une campagne mondiale
d’éradication de I'hépatite B (programme élargi de vaccination de 1991) (WHO, 1991; WHO,
1993). Depuis leur mise en place, les programmes de vaccination dans le monde n’ont pas été
interrompus compte tenu de la remarquable efficacité du vaccin sur la prévalence de la
maladie, notamment dans les régions de forte endémie. Ce programme, mis en place en
France en 1994, a été suspendu en 1998 en raison de craintes, non confirmées, d’affections
démyélinisantes centrales. Ce programme n’a pas repris aujourd’hui bien qu’aucune étude ne
montre clairement I'association entre vaccination contre I’hépatite B et sclérose en plaque.
Les vaccins utilisés actuellement sont trés immunogénes. Le titre minimal des anticorps
considéré comme protecteur est fixé a 10 mUl/ml. Ce titre est généralement trés largement

obtenu chez plus de 95 % des sujets vacdibésarnini et Yuen, 2010). Les facteurs de
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moindre réponse a la vaccination sont I'age (au-dela de 40 ans), le sexe (masculin), I'obésité,
le tabagisme et certains groupes HLA (données INPES, 2012).

Les vaccins commercialisés actuellement contiennent des antigénes correspondant aux
glycoprotéines d’enveloppe virales et surtout au déterminant « a » de 'AgLE&snini et

Yuen, 2010}

- Genhevac B Pastéu(suspension purifiée et inactivée de protéines S et M - épitopes
des domaines S et préS),

- Engerix B® et HBVaxPr§ : Ag HBs purifié (protéine S).
Aujourd’hui, la vaccination est obligatoire a la naissance chez le nouveau-né de meres
porteuses chronique du virus afin de prévenir la transmission périnatale, ainsi que pour les
professionnels de santé des établissements privés ou publics. Elle est recommandée en priorité
chez les nourrissons ainsi que chez les personnes a risque (personnes en institutions, détenus,
toxicomanes, voyageurs en zone de forte endémie, polytransfusés, greffés, dialysés, entourage
d’un porteur chronique) (INPES, 2012).
L’'immunisation passive par injection dimmunoglobulines spécifiques anti-HBs en
association avec la vaccination est nécessaire suite a la contamination accidentelle d’'un
individu non immunisé et chez le nouveau-né dont la meére est porteuse du virus
(INPES, 2012).
Le suivi au long cours de ces programmes de vaccination, notamment dans les pays de forte
endémie comme la Chine, la Thailande et Taiwan, a montré leur efficacité mais a aussi permis
de mettre en évidence un certain nombre d’échecs imputés a la sélection de mutants
d’échappement a la vaccination. Ainsi, a Singapour, 16/41 (39 %) nouveaux nés ont été
contaminés par le VHB malgré I'administration d’immunoglobulines et la réalisation de la
sérovaccination. En Thailande, 22,4 % des enfants porteurs du virus et ayant été vaccinés sont
porteurs de mutations de I'Ag HBg§Hudu et al., 2014) Par ailleurs, l'utilisation
dimmunoglobulines a la naissance favoriserait la sélection de ces mytactnini et
Yuen, 2010) Ces mutants ainsi que leur position au sein dg HBs ont été décrits dans la

partie 2.3.4 les mutants de la protéine S.
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4. Les modeles d’étude du VHB

Comme nous l'avons vu précédemment, bon nombre des connaissances sur la biologie du
VHB, la physiopathologie de linfection qu’il produit ont été acquises grace a des modeles
d’études animaux.

Plus récemment, le développement de modeles d'éindesro a permis d’améliorer les
thérapies anti-VHB avela mise au point des analogues de nucleos(t)ides dans un premier

temps, puis I'étude des mutations de résistance géenérées par ces traitements au long cours.

4.1. Etude du fitness viral in vivo : les modeéles animaux
Comme nous I'avons vu préceédemmentHepadnaviridaesont caractérisés par un tropisme
hépatique et une grande spécificité d’hdte. Par conséquent, ceci restreint leur infegtion
a leur héte naturel ou a des especes proches.
Les premiéres connaissances sur le VHB ont été obtenues en utilisant les modéles animaux de
la marmotte ou du canard associés a leurs virus spécifiques : DHBV et WHV.
La plupart des découvertes sur le cycle viral, I'histoire naturelle de 'infection et notamment
les phénomenes de la persistance et de la clairance virales ont été faites grace a l'utilisation de
modéles animaux supportant l'infection par le VHB : le chimpanzé, le gorille, le gibbon et le
Tupaia belangeri

4.1.1. Les modéles animaux infectés par d’autres Hepadnaviridae
Certains orthohepadnavirus (WHV) et méme certains avihepadnavirus (DHBV) partagent des
propriétés structurales et fonctionnelles avec le VHB et ont I'avantage d’étre facilement
disponibles. Ces deux avantages en ont fait des modeles tres utiles pour étudier le virus et les
interactions virus/héte, surtout en I'absence de modeles fonctionnels et de lignées cellulaires

facilement infectables (Xiaa al., 2013)

% Le Duck Hepatitis B Virus (DHBV)

Il a été découvert en 1980 et a rapidement été utilisé pour étudier le cyElepdemaviridae

et notamment la transcription virale et la réplication vif@&be, 2007 ; Seeger et Mason,
2000 ; Glebe et Urban, 20Q7Ce virus présente une organisation génomiquer@ttgtale
similaire a celle du VHB. La réplication de son génome fait intervenir une étape intermédiaire
de rétro-transcription. Il présente une étroite spécificité d’hbte et un hépatotrq@isrbe,

2007).
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Cependant, certaines différences sont a prendre en compte lorsque I'on compare le VHB et le
DHBV. La transmission de I'infection est surtout verticale chez les canards (horizontale peu
courante). Si l'infection conduit presque toujours a une hépatite chronique, il y a peu ou pas
d’atteinte hépatique et pas de CHC. L’enveloppe du DHBV ne contient pas de protéine M
(seulement S et L) et les protéines L et S du DHBV ne sont pas glycosylées. En revanche, la
protéine L du DHBV est phosphorylée, ce qui n’est pas le cas chez |Id®ldBe, 2007)La

taille des particules infectieuses est identique a celles des SVPs (le ratio L/S étant identique
dans les deux conformations) chez le DHBMebe et Urban, 2007).e processus d’entrée

des deux virus semble différent ainsi que les récepteurs spécifiques impliqués
(carboxypeptidase D pour le DHBV non confirmé pour le VHRIao et al., 2013) Le

DHBV possede seulement un ORF X like cryptiqgue, apparemment sans réle fondationnel
vivo. Malgré ces limites le DHBV reste un modele animal important pour la compréhension

de la biologie des infections hepadnavirales, du fait de sa disponibilité (Glebe, 2007)

% Le Woodchuck Hepatitis ViruBVHV)
L’infection par le DHBV ne permettant pas d’obtenir une forte pathogénese induite par le
systeme immunitaire, le WHV a donc été préférentiellement utilisé pour étudier I'histoire
naturelle de l'infection (Seeger et Mason, 2000 ; Glebe, 2007 ; Utlzdn 2014)
Les modes de transmission horizontale et verticahé ietrouvés dans les infections & WHV.
La majorité des infections sont résolutives et seulement 5 % des infections progressent vers la
chronicité. Par ailleurs, lors d’infections expérimentales réalisées sur des marmottes juste
apres la naissance, la proportion de passage a la chronicité mesurée atteignait 75 %, ce qui est
trés similaire au taux retrouvé chez 'hnomme lors des infections périnatales. L’infection
chronique est associée a une replication virale active de longue durée et a une progression de
I'atteinte hépatique vers le CHC (Glebe, 2007).
Cependant, contrairement a l'infection chronique par le VHB, il n'y a pas de séroconversion
dans le systéme HBe naturelle et pas de baisse de la réplicatiori&iedde, 2007.)
Ce modele a donc permis de mieux comprendre les meécanismes moléculaires de
I’hépatocarcinogénese induite par linfection virale (aigué et chronique). En effet, la forte
réplication virale et le tres fort taux d’Ag de surface et la présence continue d’Ag HBe chez
les animaux infectés chroniques jouent un réle majeur dans la progression vers le CHC
(Glebe, 2007)Mais méme apres la résolution d’une infection @ighez I'animal, un fort

risque de CHC demeure (supérieur a 20(@gbe, 2007)De plus, des réactivations par le
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WHV sont possibles, méme aprés une résolution sérologique de longue date, en cas
d'immunodépression provoquée par de la cyclosporine A chez I'animal (Glebe, 2007)

Ce modéle fut tres utile pour étudier les mécanismes d’'une possible persistance du VHB

méme apres une résolution sérologique d’'une hépatite aigué. Il a également été utilisé pour les
essais précliniques dans le développement d’agents antiviraux (Glebe, 2007)

Ces deux modeles animaux, DHBV et WHYV, ont été utilisés dans le développement de

nouveaux agents antiviraux (Seeger et Mason, 2000)

4.1.2. Modeles animaux infectés par le VHB

% Les grands primates
Les grands primates sont les animaux les plus proches de 'homme du point de vue
phylogénétique. lls sont par conséquent les modéles animaux les plus pertinents pour étudier
la biologie du VHB (Glebe, 2007).
Des observations d’infections naturelles ou expéntales de primates ont été réalisées
durant les 30 derniéres années et de nombreuses études datant de la fin des années 60 et du
début des années 70 avaient pour but de rechercher des signes d’'une infection par le VHB
chez des primates de différentes especes.
Des le début des années 60, avant méme l'identification du VHB par Blumberg, des infections
de chimpanzés par un virus hépatique avaient été réalidées 1961) C’est le premier
animal dont la sensibilité au VHB a été prouvée apres injection de sera de patients contaminés
par le VHB (Glebe, 2007)L utilisation de ce modele a permis I'étude du ymiu infectieux
de I'histoire naturelle du VHB, notamment les processus immuns impliqués dans la clairance
virale (Murray et al., 2005 ; Urbaret al, 2014) Il s’agit du seul modele “immunocompétent”
pour l'infection VHB ou la co-infection VHB et VHO(Urban et al., 2014) En effet, la
réponse immunitaire chez cet animal est similaire a celle chez 'homme. Comme dans le
contexte d'une infection chez I'homme a I'dge adulte, l'infection est généralement
asymptomatique et aigué et devient rarement chronique. Le chimpanzé a été utilisé lors de
I'élaboration de vaccins et d’anticorps thérapeutiques ainsi que dans I'évaluation de leur
efficacité et innocuitéKamili et al. 2009 ; Durantel, 2010)
Cependant, l'infection chronique ne conduit pas au développement d’'une maladie hépatique
(cirrhose et CHC) chez I'animal. Par ailleurs, leur grande taille, le colt onéreux des élevages,
leur accessibilité ainsi que les fortes contraintes éthiques restreignent considérablement
I'utilisation de ce modéle, dont I'utilisation en France est intef@teantel, 2010 ; Urbast
al., 2014)
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Un certains nombres d’autres singes comme le gibbon, I'orang-outan, le singe laineux ou

encore le babouin peuvent constituer des modéles d’études du VHB.

« Le Tupaia belangeri
Beaucoup d’efforts ont été entrepris pour établir un petit modéle animal d’inféctiono
par le VHB, avant I'utilisation d0rupaia belangerifigure 26) Il s’agit de petits mammiferes
originaires d’Asie du Sud Est reliés phylogénétiguement aux prinf@leve, 2007). Il est
sensible a l'infection par le VHB et le VHD. Lors de tests d’inoculation de sérums humains
porteurs du VHB, une infection VHB se développait chez les animaux, mise en évidence par
la réplication virale et I'expression des génes viraux (Glebe, 2007 t &g 2010).
Cependant chez le Tupaia l'infection est uniquement transitoire, il n’y a pas de portage
chronigue du virus, sauf si les animaux sont exposés a de I'aflatoxine B1 ou si I'inoculation
de I'animal est réalisée tot apres la naissance (Glebe, 2007 ; éiddar2014)
En général, l'infection est faiblement efficace, @ai limite I'utilisation de ce modéle
Cependant, comme nous le verrons par la suite flgatbcytes primaires deipaia belangeri
sont trés utilisés (Glebe, 2007 ; Xiead, 2010).

Figure 26 : Photo de Tupaia belangeri
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+ Les souris humanisées

Contrairement aux modeles précédemment cités, la souris est un animal trés utilisé dans les
laboratoires. Il serait un modéle d’étudevivo plus facile d’acces. Mais les souris ne sont pas
sensibles a linfection par le VHB. Cependant, la spécificité d’h6te et tissulaire des
hepadnavirus dépend de l'étape d'entrée virale. Afin de contourner cette difficulté, trois
modeles de souris chimeéeres humanisées ont été développés, tous basés sur la transplantation
de cellules permissives au VHB (hépatocytes primaires humains ou de Tupaia betargeri

des souris hotes.

Les plus anciennes, les souris trimera, correspondent a des souris normales (Balb/c) dont la
moelle osseuse a été détruite par irradiation puis reconstituée a l'aide de cellules de moelle
osseuse de souris Severe combined immunodeficiency ou SCID (ayant perdu la faculté de
produire des cellules T, B et NK fonctionnelles). L'infection des hépatocytes primaires
humains est réalisée ex-vivo avant leur transplantation. Ce systéme présente une efficacité
d’environ 80 % mais la virémie est faible {1€bpies d’ADN/mI de sérum) et ne dure que

trois semaines environ (Xie al., 2010)

Des transplantations d’hépatocytes avec un matrigel ont été mises au point sur des souris
SCID pour réaliser des infections vivo par inoculation des souris transplantées. Ceci a
permis de d’obtenir des lignées de souris produisant du VHB pendant une longue période
(environ cing mois).

Les souris UPA (Rag2, SCID, Fah, ou HRisont obtenues par le croisement de souris
immunodéficientes et de souris exprimant I'urokinase Plasminogene Activator toxique pour le
foie. Les cellules murines du foie exprimant le transgene uPa sont détruites et les hépatocytes
hétérologues peuvent ainsi repeupler le foie. Ces hépatocytes primaires proviennent de foies
humains ou délupaia belanger(Xie et al., 2010 ; Urbaret al, 2014) L’expression des
facteurs spécifiques du foie humain est conservée au cours du temps et I'élaboration de
canalicules entre les hépatocytes humains et murins est possible. L'infection de ces souris par
le VHB entraine I'apparition, avec une cinétique longue, d’'une virémie élevée, d’Ag HBe et
d’Ag HBs sériques avec des titres comparables a ceux de patients infectés et ceci durant
plusieurs moigXie et al., 2010 ; Taylor, 2013 ; Urbaet al, 2014) Ce modéle de souris
chimeéres est le plus utilisé, il permet d’étudier les variants du VHB, l'efficacité d’antiviraux
(notamment des inhibiteurs d’entrée comme le Myrcludex) mais surtout la propagation de
l'infection (Urbanet al., 2014 ; Durantel, 2010Cependant, une forte mortalité des souris est

observée dans ce modéle et il est difficile de se procurer des hépatocytes primaires humains.
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4.2. Etude du fitness viral in vitro
L’étude du fitness viral est complexe et est conditée par le choix du modele utilisé. Des
systemes de culture cellulaire, des modeles animaux capables de répliquer et de propager le
virus sont nécessaires pour obtenir une mesure correcte du fitness d’une souche virale. Pour le
VHB de tels modeéles n’existent pas. Il a donc fallu développer des tests de réplication,
d’assemblage et d'infection (Durantel, 2010)
Un modele d’étuden vitro idéal devrait mimer une infectian vivo pour étudier tous les
aspects du cycle de réplication du VHB. La mise au point d’'un tel modele s’est révélée
difficile en raison notamment de I'étroite spécificité d’hbéte des hepadnavirus et de leur
tropisme hépatocytaire.

4.2.1. Les lignées cellulaires
La réplication du VHB est possible dans de nombreuses lignées cellulaires mais I'infection
par des particules virales vitro n'est possible qu’avec la transfection de matériel génétique
sur les hépatocytes primaires humains] deaia belangeret sur les cellules HepaRG (lignée
pro-geénitrice hépatique bipotente) difféerencié@kebe et Urban, 2007T,aylor, 2013 ; Urban
et al., 2014)

+ Les lignées primaires hépatocytaires
Les hépatocytes primaires humains (PHH: Primary Human Hepatocyte) ont constitué pendant
vingt ans le seul modeélm vitro d’'infection du VHB. Malgré des difficultés d’entretien,
c’était le seul moyen d’étudier le pouvoir infectieux. Elles sont obtenues a partir de piéces
hépatiques apres résection chirurgicdbé® et al., 2010) L'infection produitein vitro est
plutét inefficace et ne dure que quelques jours. Celle-ci peut étre améliorée en cas d’ajout de
Diméthylsulfoxide (DMSO) dans le milieu de culture et de polyéthylene glycol (PEG) au
cours de l'infection(Xie et al., 2010 ;Urbanet al., 2014) Le PEG a la propriété d’augmenter
la fixation du VHB et VHD aux cellules, médiée par les GAGdan ¢ al., 2014)
Cependant, leur approvisionnement est limité et les prélevements sont de qualité hétérogene
ce qui entraine une variation dans la sensibilité a I'infection. Il est donc difficile d’obtenir une
bonne reproductibilitgXie et al., 2010 ; Urbanet al., 2014) Mais du fait de la stricte
spéecificité d’espéce de l'infection VHB, ce modele le plus proche des hépatocytes humains

« normaux » demeure un systeme essefXielet al., 2010)
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Les hépatocytes primaires issusTdgaia belangersont sensibles a l'infection par le VHB
(mise en évidence d’'une réplication virale, expression des génes et sécrétion d’Ag HBe puis
d’Ag HBs dans le milieu de culture). lls sont obtenus plus facilement que les PHH et avec une
gualité plus homogene. L'infection est réalisable sans ajout de DMSO ou de PEG, et I'ajout
de DMSO dans le milieu de culture et de PEG au cours de l'infection, n'ont pas d'effet
significatif sur I'infection (Glebe, 2007 ; Xiet al., 2010 ; Urban et al., 2014)

+ Les lignées d’hépatome
La plupart de ces lignées sont dérivees de CHC ou d’hépatomes et sont tres utilisées pour
étudier les différents aspects du cycle viral (tial., 2010)
Les lignéedHepG2 et Huh7 peuvent facilement répliquer 'ADN viral suite a la transfection
de plasmides codant tout ou une partie du génome (Wralet al., 2010) Cependant elles
n'expriment pas a leur surface le récepteur NTCP et ne sont donc naturellement pas sensibles
a l'infection par le VHB ou le virus de I'hépatite Delta (VHD). Le VHD est un virus défectif
qgui nécessite I'enveloppe du VHB pour pouvoir infecter une cellule et se répliquer. Il est
communément admis que le processus dentrée cellulaire est identique aux deux virus.
Cependant, le mode de réplication du génome du VHD est beaucoup plus simple et rapide que
celui du VHB. Il est donc souvent utilisé pour étudier les étapes précoces de I'entrée. Les
lignées HepG2 et Huh7 sont donc classiquement utilisées pour produire des particules virales
VHB ou VHD apres transfection transitoire de plasmides codant le VHB (1.1 ou 1.3 unité de
génome) ou la ribonucléoparticule Delta et les protéines d’enveloppe du VHD.
Récemment, grace a la découverte du NTCP comme récepteur spécifique du VHB, il est
possible de rendre sensible ces deux lignées a l'infection de VHB et de VHD en transfectant
un plasmide codant le hNTCP. Cependant, I'infection est efficace, comme pour les PHH, les
PTH et les HepaRG, seulement en présence de DMSO et de PEGtXia@@&L3 ; Tayloet
al., 2013) Les taux d’infection annoncés dans la littéragost aux alentours de 25 a 30 %.
(Yan et al., 2012 ; Koniget al, 2014) Les cellules hNTCP-HepG2 montraient les taux
d’infection les plus élevé@Natashiet al., 2014) Mais d’autres molécules que le hNTCP sont
requises pour le pouvoir infectieux du VHB (ou du VHD) et ces facteurs peuvent ne pas étre
exprimés de facon équivalente entre les lignées hNTCP-transfectéees Huh7, hNTCP-
transfectées HepG2 et HepaR@ et al., 2014).
Par ailleurs, il existe des lignées avec intégrasimble de VHB (HepG2.2.15 ou HepAd38)
qui sont utiles pour étudier les dernieres étapes de la réplication virale et le screening des

antiviraux.
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La lignée HepaGR correspond a un modele plus récent. Il s’agit d’'une lignée dérivée d’'une
tumeur chez une femme souffrant d’'une hépatite C chrorfijeect al., 2010) Cette lignée
pro-génitrice hépatique est bipotenf&ripon et al., 2002) Elle devient permissive a
I'infection par le VHB ou le VHD apres une différenciation cellulaire qui suit une longue
période d’induction avec du DMSO (deux semaines en présence de DMSO 2 %) et de
I’'hydrocortisone(figure 27)(Griponet al., 2002 ; Xieet al., 2010 ; Urbaet al., 2014) C’est

I'une des lignées cellulaires hépatiques humaines des plus utilisées pour I'étude du pouvoir
infectieux du VHB. Les cellules HepaRG immatures peuvent aussi étre transfectées a I'aide
d'un plasmide codant le hNTCP, mais avec des taux d’infection VHB inférieurs a ceux
mesureés pour les cellules hNTCP-HepG2. Au cours de la culture des PHH ou des PTH et au
cours de la différenciation des HepaRG, le DMSO permet l'induction et I'expression de
NTCP (Urban eal., 2014 ; Ni et al 2014)

Figure 27 : Observation au microscope électronique de cellules HepaRG différenciées en
cellules « hepatocyte-like » (h) et « epithelium-like x@&)pon & al., 2002)
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Remarque : Le virus de I'hépatite Delta (VHD)
Le virus de I'hépatite Delta (VHD) a été identifié pour la premiéere fois en 1977 par I'é

quipe

de Mario Rizettcet al Au sein d'une cohorte de patients infectés par le VHB présentant des

Iésions hépatiques particulierement séveres (Rizetb, 4977).

15 a 20 millions d'individus a travers le monde sont co-infectés par du VHB et du VH
qui représente 5 a 20 % des personnes infectées par le VHB (Adtadhte2015) L'infection
simultanée par les deux virus est associée a un risque accru d’hépatite fulming
surinfection par le VHD d’un sujet porteur chronique d’une infection VHB se carractéri
des lésions hépatiques plus séveres et une évolution plus fréquente vers la cirrhose.
La particule virale VHD mesure 35 a 37 nm de diametre et contient un génome a A
polarité négative, monocaténaire circulaire de 1672 a 1697 nucléotides. Il s’agit d'u
défectif utilisant 'enveloppe du VHB contenant les trois protéines S, M et L, pour péné
étre excrété des hépatocytes. Cette particularité structurale lui confére le méme t
hépatocytaire que le VHBAIfaiate et al., 2015) Contrairement au VHB, la protéine S se
suffit & I'assemblage de la particule virale VHD mais dans ce cas, celle-ci n’e
infectieuse (Alfaiatet al., 2015)

L’infection par le VHB des hépatocytes est nécessaire a la réalisation du cycle viral
L’entrée du virus fait intervenir la fixation du domaine préS1 de la protéine L au réc
hNTCP, précédée d'un attachement des particules virales a la surface des hépatocyt
HSPGs (Alfaiate et al.,, 2015).Les réplications des deux virus sont ensuite parfent
indépendantes. La réplication du génome VHD est exclusivement nucléaire et s’effectt
un modele de «double cercle roulant » faisant intervenir probablement des polyn
cellulaires. Le génome du VHD code une unique protéine l'antigene (Pdltaate et al.,
2015)

Le cycle de réplication viral du VHD étant plus simple que celui du VHB, de nom
modéles d’étuden vitro ont pu étre établis, notamment grace a la co-transfectio
plasmides codant la ribonucléoparticule Delta d’'une part et les protéines d’enveloppe @

d’autre part, dans des lignées cellulaires (HepG2, Huh7).
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4.2.2. Etude de la réplication
L’étude de la réplication est utilisée dans la réalisation des tests phénotypiques qui explorent

les capacités réplicatives et le profil de résistance aux antiviraux de mutants viraux.

% M¢éthodes de transfection sans vecteurs
L’amplification du génome entier du VHB est réalisée par PCR. Puis les produits de PCR sont
digérés par une enzyme de restriction dont le site de reconnaissance est situé au niveau des
amorces utilisées pour la PCR. Le matériel génétique est ensuite transfecté dans des cellules
de la lignée d’hépatomes (Huh7 ou HepG2). Le génome est circularisé par les enzymes de la
cellule hote et les ARN viraux sont produits. Tous les intermédiaires de réplication du VHB
sont détectés et la transcription a partir de 'ADNccc peut étre étudiée. L’avantage de cette
technique, c’est que la réplication du virus est sous le contrle de ses promoteurs naturels.
Malheureusement, les niveaux de réplication sont parfois tres bas (la circularisation du

génome dans la cellule héte étant souvent I'étape limitante) (Durantel, 2010)

+ Méthodes de transfection avec vecteurs
Ces meéthodes utilisent des plasmides ou des adénovirus ou des baculovirus recombinants,
portant 1,1 a 1,3 unité de génome VHB. lIs contiennent I'information nécessaire et suffisante
pour initier le cycle de réplication du VHB aprées transfection ou transduction dans des
cellules (Durantel, 2010)
Le recours aux vecteurs plasmidiques permet d’introduire le génome VHB dans les cellules.
Celui-ci est alors transcrit en ARNpg servant de matrice pour former des virions infectieux. Il
faut au minimum insérer 1,1 unité de génome VHB dans les vecteurs pour obtenir une
réplication. La synthése de 'ARNpg se fait sous le contréle :
- soit des promoteurs naturels du VHB (pour des insertions d’au moins 1,3 unité de
génome)
- soit de promoteurs forts hétérologues (pour des insertions de 1,1 unité de génome).
Les applications de ce modéle sont les suivantes :
- I'étude du rble des protéines du VHB (surtout des protéines d’enveloppe)
- I'étude des éléments régulant I'expression du VHB et sa réplication
- et surtout I'analyse phénotypique des résistances aux analogues de nucleos(t)ides
(Durantel, 2010)
La premiére génération des tests phénotypiques de résistance aux NUCs utilisait une insertion

par échange de cassette ou mutagénese dirigée sur un plasmide contenant le génome du VHB.
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La deuxieme génération a recours au clonage des génomes VHB issus de sérum de patients
dans des vecteurs plasmidiqu@urantel et al., 2004 ; Durantel, 2010)Les niveaux de
réplication du VHB sont plus élevés que ceux obtenus avec la premiére génération. Ce
systeme a permis de cloner 'ensemble de la quasi-espece chez un patient donné.

Dans tous les cas, les méthodes avec vecteurs et celles sans vecteur sont complémentaires

pour déterminer le phénotype de souches cliniques (Durantel,.2010)

4.2.3. Tests d’assemblage et d’infection

Ces tests explorent la production de virion, la capacité de sécrétion et le pouvoir infectieux
des virions produits. Il existe deux types d’approches.
La premiére de ses approches consiste en une transfection stable ou transitoire de lignées
d’hépatome humain (Huh7 ou HepG2) avec un plasmide codant le VHB. La transfection
stable est utile pour étudier 'assemblage et la sécrétion de souches VHB mais est difficile a
générer. La transfection transitoire avec des plasmides portant de 1,1 a 2 unités de génome
VHB est plus flexible (méme si le nombre de particules produites est plus faible).
L’assemblage et la sécrétion de particules VHB sont mesurés par quantification de I'’ADN
VHB sécrété et/ou détection des protéines d’enveloppe (par ELISA ou Western Blot).
Cependant ces méthodes de dosage ne sont pas toujours précises et ne permettent parfois pas
de distinguer :

- les nucléocapsides enveloppées de celles qui ne le sont pas (QPCR)

- les SVPs des particules de Dane (ELISA ou Western Blot)
La deuxieme approche utilise la production de particules \(BDrantel, 2010). Comme
nous I'avons précédemment expliqué, le VHD utilise les protéines d’enveloppe du VHB pour
sa propagation. Ce modele consiste a co-transfecter un plasmide codant la ribonucléoparticule
du VHD et un plasmide exprimant 'ARNpg ou les protéines d’enveloppe du WHiBt et
al., 2009 ; Durantel, 2010YJn mélange de particules VHB/VHD ou seulementpiticules
VHD sont produites. Ce modele a permis d’étudier I'impact de mutations sur I'assemblage et
la sécrétion de particules VHB et /ou VHD, mais aussi le pouvoir infectieux des particules
produites(Villet et al., 2013) L’assemblage et la sécrétion de particules VHB/M6{DVHD
est estimée par la quantification de ’'ARN VHD sécrété par gRT-PCR (ou Northern Blot) et /
ou des protéines d’enveloppe par ELISA ou Western Bldtet et al., 2013 ; Durantel,
2010).
Afin de pouvoir réaliser une analyse comparative du pouvoir infectieux, I'inoculum de départ

(virions produits) doit étre standardisé. Les tests d’infection sont ensuite réalisés sur des
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cellules infectables vitro : PHH, PTH ou HepaRG@Villet et al., 2013) Apres inoculation,
l'intensité de I'infection est mesurée (Northern Blot, qRT-PCR VHD).
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5. Les protéines d’enveloppe du VHB

5.1. Structure des glycoprotéines d’enveloppe

« Synthése
L’enveloppe du VHB comporte trois glycoprotéines, petite ou S (Small), moyenne ou M
(Middle) et grande ou L (Large), codées par un méme cadre de lecture. La transcription est
initiée au niveau de deux promoteurs distincts :

- I'un en amont de 'ORF S/préS qui conduit a la synthése de la grande protéée L

longueur variable selon le génotype
- lautre au niveau d'un promoteur interne en amont du deuxieme site de traduction
(AUG) conduisant a la synthese des protéines M (281 aa2@taa)

La synthése de ces protéines se déroule au niveau du RE, synthese au cours de laquelle elles
adoptent une topologie complexBruss, 2007) Au cours de la traduction la protéine S
sinsere dans la membrane du RE par le biais d’'une séquence signal localisée en N terminal
(aa 8 a 22). La reconnaissance d’'une deuxiéme séquence signal (aa 80 a 98) permet la
translocation de la chaine peptidique a travers la membrane du RE vers la lumiére, alors que
la région en amont du signal reste dans le cytosol. Ce deuxiéme signal remplit le réle d’'un
domaine transmembranaire au sein de la bicouche lipidi@uess, 2007 ; Glebe, 20Q71)es
57 aa hydrophobes localisés en région C terminale de la protéine sont donc enchéassés dans la
membrane et orientés vers la lumiere du @Euss, 2007) Cette topologie particuliere
conduit a la formation d’'une boucle du c6té cytosolique de la membrane du RE et d'une
boucle glycosylée portant I'épitope conformationnel majeur de l'antigéne HBs du c6té
luminal. Lors de la libération des virions néoformés, aprés bourgeonnement cette boucle
glycosylée et les épitopes qu’elle comporte seront localisés en surface du virion ou des SVPs
(Bruss, 2007 ; Glebe, 2007). Sous I'action de la premiere séquence signptatéitee S (aa
8 a 22), le domaine préS2 (55 aa) localisé en région N terminale est transloqué dans la lumiére
du RE(Bruss, 2007)En ce qui concerne la protéine L, les domaines pei§#éS2 en N
terminale sont initialement situés du cété cytosolique de la membrane du RE en conformation
dite «i-préS ». Le deuxieme signal central dans le domaine S arrime la protéine a la
membrane du RE et induirait la translocation des séquences en aval. Ainsi pour environ la
moitié des chaines protéiques L, la topologie membranaire change et le domaine préS passe
du coté luminal de la membrane du RE en conformation dite « e-g&8ss, 2007 : Urban
et al., 2014) La protéine L est insérée dans la bicouche lipidiye le domaine

transmembranaire 1 (TM1) du domaine®nc initialement le domaine préS1 est situé a
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lintérieur de la particule virale. La myristoylation du domaine préS1 (modification post-
traductionnelle) est un ancrage supplémentaire de la protéine a I'enveloppe virale. Elle va
induire un processus denslocation post-traductionnel de préS1 et domcesgosition a la
surface du virion. Apres bourgeonnement des virions, deux isoformes de protéines L vont co-
exister :
- la conformation e-preS : les domaines préS1 et préS2 sont exposés a la surface du
virion et participent a la fixation au récepteur
- la conformation i-preS : les domaines préS1 et préS2 sont a l'intérieur du virion et sont
probablement importants pour le contact avec la nucléocajisiaes, 2007.)
Dans le compartiment RE, au niveau de la boucle luminale des liaisons entre les protéines
d’enveloppe se créent par l'intermédiaire de ponts disulfures. Ainsi, rapidement aprés la
synthese des hétéro ou homo-dimeres entre les protéines S, M et L ont étgBlémsts
2007 ; Glebe et Urban, 20Q7)
In fing les trois protéines possédent en commun une partie C-terminale hydrophobe de 57
acides aminés au niveau du domaine S capable de s’intégrer aux membranes lipidiques
(Bruss, 2007)
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Figure 28 : Topologie membranaire des protéines d’enveloppe du YHBDuff et al.,
2009)
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« Structure de la protéine S
Dans sa topologie finale, la protéine S, formée de 226 aa, présente quatre hélices
transmembranaires nommées TM. L'espace entre les TM2 et TM3 (aa 99 a 169) définit la
Major Hydrophilic Region (MHR) appelée aussi parfois boucle antigénique. Cette région
contient le déterminant « a » immunodominant (aa 124 a 147) qui concentre la plupart des
épitopes conformationne{&lebe, 2007 ; Taylor, 2013)a protéine S est N-glycosylée sur le
résidu asparagine situé en 146 (Asnléuss, 2007 ; Glebe et Urban, 200Pgr ailleurs

elle contient de nombreux résidus cystéines (Bruss, 2007)

% Structure de la protéine M
La protéine M (281 aa) est codée par les genes préS2 et S. Sa topologie finale
transmembranaire est identique a celle de la protéine S, le domaine préS2 étant exposeé a la
surface viralgBruss, 2007 ; Glebe, 2001a protéine subit unid glycosylation au niveau du
résidu asparagine situé en position 4 (AsiiBtuss, 2007 ; Glebe, 2007) n'y a pas de N-
glycosylation retrouvée a ce niveau sur les protéines L qui contiennent aussi un domaine
préS2(Glebe et Urban, 2007LChez certains génotypes (B a H) une O-glycosylaitieu sur
une thréonine en position 37 (Thr 37), qui est retrouvée sur la protéine L et la protéine M
(Bruss, 2007 ; Glebe, 2007 ; Glebe et Urban, 200@éjte O-glycosylation est absente chez
les virus de génotype A, du fait de la présence d’'une asparagine et non d’'une thréonine a cette
position (Glebe, 2007 ; Glebe et Urban, 20@4).fonction de cette O-glycosylation dans le

cycle viral est a ce jour inconnue (Glebe, 2007).

% Structure de la protéine L
La protéine L (389 a 400 aa) comprend les domaines préS1, préS2 et S. La taille du domaine
préS1 est variable selon le génotype viral : 108 aa (génotype D), 118 aa (génotypes E et G),
119 aa (génotypes A, B, C, F et H). La protéine L présente un ancrage myristoyle en position
2 sur un acide aminé glycin@Bruss, 2007) La myristoylation se produit grace a la
reconnaissance d'une séquence speécifique (aa 1 a 8, génotypgeedinotifs de N-

myristoylation sont présents chez tous les hepadnavirus.
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Figure 29 : Les protéines d’enveloppe du VHBlebe et Urban, 2007).

5.2. Fonctions des glycoprotéines d’enveloppe

% Pouvoir infectieux du virus
Les protéines d’enveloppe, notamment les protéines S et L sont des éléments cruciaux
impliqués dans les processus d’attachement, de fixation spécifique a un récepteur et dans la
fusion membranaire. Les domaines fonctionnels impliqués dans le pouvoir infectieux du virus
ont été identifiés en utilisant deux approches complémentaires (Schidtze€2610)
La premiere de ces approches expérimentales utilise des particules VHB ou VHD
enveloppées avec des protéines L ou S myBesichet et Sureau, 2007 ; Le Duf al.,
2009 ; Salisse et Sureau, 200Qp deuxieme approche utilise des peptides syujnedi
myristoylés correspondant a la séquence N terminale (aa 2-78) de (fd&dizeet al.,
2010)
Les protéines S et L semblent cruciales pour le pouvoir infectieux du VHB et du VHD, tandis
que la protéine M ne semble pas indispensable au déroulement de l'inf&itber, 2007 ;
Taylor, 2013) En effet la fonction de la protéine M demeure moge dans le processus
d’infection virale, son absence n’empéche pas la formation de virion, ni le pouvoir infectieux
(Sureauet al., 1994 ; Glebe, 2007 ; Urbaet al, 2014) Cependant elle doit quand méme
présenter un avantage évolutif car elle est conservée chez tous les orthohepa(ibi@ie)s
2007).
Deux déterminants majeurs impliqués dans le pouvoir infectieux ont été identifiés : au niveau
du domaine préS1 de la protéine L et le domaine conformationnel situé au niveau de I'Ag
HBs.
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Le premier déterminant a la partie Nter de préS1 comprenant les aa 2 a 75. Il correspond au
Recepteur Binding Domain (RBD) localisé dans la partie N ter de préS1 des aa 2 a 48 et a un
domaine accessoire (49-75) dont la fonction est inco(@lebe, 2007 ; Blanchet et Sureau,

2007 ; Le Duffet al, 2009) Les peptides synthétiques dérivés de préS1 (&) A-dffectent

pas l'attachement primaire des virus aux HSPGs, ni les étapes post{fbsinritzeet al.,

2010) Des analyses réalisées avec différents peptidebétiqgues ou a l'aide de particules
virales dont les protéines d’enveloppe étaient mutées ou délétées, ont permis de restreindre un
peu plus la zone vraiment essentielle a I'entrée virale. Celle-ci correspond a une partie de pré
S1 tres conservée des aa 9 a(%$bhultze, 2006 ; Blanchet et sureau, 2007gtte zone
correspond a la zone de fixation spécifique au récepteur NTCP {¥hn2012) Par ailleurs,

la myristoylation en N ter de la protéine L est essentielle pour le pouvoir infeitiguen et

al., 2014)

Il existe un domaine impliqué dans la fusion membranaire, le domaine TLM (Translocative
Motif), au niveau de la partie C terminale de préS2. Mais sa fonction est toujours sujette a
controvers€Glebe, 2007)

Un deuxieme déterminant a été identifié au niveau de la bie#Rrois protéines d’enveloppe

plus particulierement au niveau du déterminaat» (aa 124-147)l agirait indépendamment

du premier déterminant en pré@% Duff et al., 2009) La conformation de la MHR due a la
présence de nombreux résidus cystéines dans cette région, est indispensable a la fonction de
ce déterminant. La substitution de résidus cystéine par des sérines au niveau du déterminant «
a » ou l'utilisation d’'inhibiteurs de disulfure isomérase peut bloquer I'entrée du virus et
inhiber le pouvoir infectieux du viriofAbou-Jaoude et Sureau, 2007 ; Le Daiffl., 2009 ;

Salisse et Sureau, 2009)a cystéine 147 semble d'ailleurs étre indispelesadar elle est
impliquée dans la formation de ponts disulfures intermoléculaires. Cette zone fonctionnelle et
structurale est partagée par les trois protéines d’enveloppe, cependant, il semble que la
protéine S soit plus impliguée que la protéine L. Ceci est sirement di a la stcechiométrie
relative des deux types de protéines au niveau de I'enveloppe virale (L& Biu2@09)
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Figure 30 : Représentation schématique des zones fonctionnelles impliquées dans le pouvoir
infectieux du VHB (Urbanteal., 2014)
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% La réponse immunitaire
Les protéines de surface sont essentielles a l'indudiésnéponses immunitaires cellulaires
et humoralesle I'h6te puisque de nombreux épitopes B et T spécifiques ont été décrits au sein
des domaines préS1, préS2 et S (Desmond et al.,.2008)
Les domaines pré-S1 et pré-S2 portent des épitopes linéaires B et T. Les anticorps dirigés
contre les domaines pré®fipréS2 sont souvent absents chez les porteurs chroniques du virus
et semblenjouer un réle important dans la clairance vildlai & al, 2002)
Le domaine S (Ag HBs) est impliqué dans la formation de ponts disulfures inter- et
intramoléculaires via les résidus Cystéine hautement conservés stabilisant la structure en
boucle. En effet, cette conformation particuliére est indispensable et permet I'exposition des
charges positives a la surface du vifBsreau et Salisse, 201B)lusieurs zones antigéniques
existent au niveau de la MHR : HBs1 (aa 99 a 120), HBs2 (aa 121 a 123), HBs3 (AA 124 a
137), HBs4 (AA 138 a 147), HBs5 (AA148 a 160). Le déterminant « a » (aa 124 a 147)
correspond aux zones HBs3 et HBs4 et il est considéré comme la partie antigénique principale
de l'antigene HBs. Il est constitué des épitopes conformationnels qui sont les cibles des

anticorps neutralisants (Ac anti-HBs) (Tajiitiad., 2010).
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Figure 32 : Cartographie fonctionnelle des zones impliquées dans la réponse immunitaire
contre le VHB
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Remarque : L'article qui suit est une revue publiée dans World Journal of Gastroenterolo
janvier 2013. Cette revue s’interesse aux caractéristiques des glycoprotéines d’enveloppe dy
du VHC.
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Comme nous venons de I'exposer, l'infection chronique par le virus de I'hépatite B
reste actuellement un enjeu sanitaire majeur et de nombreux aspects de la biologie du virus et
de la physiopathologie de la maladie restent a explorer. Les traitements de linfection
chronique actuellement disponibles parmi lesquels les analogues nucléos(t)idiques ne
permettent que rarement d’obtenir une clairance de l'antigene HBs (réponse idéale). Il
apparait donc nécessaire de développer de nouveaux outils thérapeutiques, ciblant d’autres
axes du cycle réplicatif du virus. La découverte récente d’'un récepteur spécifique du VHB, le
NTCP, ouvre de nouvelles perspectives en terme de modéle d’étude disponible pour
approfondir notre connaissance de l'entrée virale et surtout en termes de nouveaux axes
thérapeutiques tels que les inhibiteurs d’entrée.

Les protéines d’enveloppe du VHB sont, comme nous I'avons développé plus haut,
impliquées dans I'entrée virale et dans le développement de la réponse immunitaire de I'héte.
Comme c’est le cas pour de nombreuses pathologies chroniques, I'élimination de I'infection
par le VHB correspond a un mécanisme multifactoriel impliquant I'effet des molécules anti-
VHB, la réponse immunitaire de I'h6te et des facteurs viraux influencant la structure et les
fonctions du virus. Parmi ces facteurs viraux, nous nous sommes particulierement intéresses
aux protéines d’enveloppe du virus.

Notre hypothese de travail est donc la suivante: des caractéristigues des
glycoprotéines d’enveloppe du virus de I'hépatite B pourraient influencer la clairance de I'Ag
HBs sous traitement anti-VHB par analogues nucleot(s)idiques.

L’'objectif principal de cette étude était d'identifier de possibles signatures
moléculaires, ou acides aminés spécifiques, liées a I'obtention ou a I'absence d’obtention
d’une clairance de I'Ag HBs chez des patients infectés par des souches VHB de génotype A
ou D (génotypes les plus courants dans nos régions).

Une fois ces signatures moléculaires identifiées et caractérisées (prédiction antigénique par
bio-informatique), nous avons produit des particules virales VHD porteuses de ces signatures
afin d’évaluer leur impact sur le pouvoir infectieux du virus, grace a l'utilisation de I'un des
modeles fonctionnels décrits dans la partie 4.2.3 Tests d’assemblage et d’infection.

Dans un autre volet d’expérimentation (qui ne fait pas I'objet de ce manuscrit), ces mémes
signatures ont été testées sur un modéle murin vaccing.

L’objectif secondaire de I'ensemble de ces travaux est d’explorer de nouvelles pistes
thérapeutiques axées sur les protéines d’enveloppe du VHB et leur fonctionnalité, visant a

proposer de nouveaux inhibiteurs de I'entrée cellulaire du virus.
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Le déroulement de ces travaux s’articule en trois volets expérimentaux distincts

présentés dans la figure 33.
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Figure 33 : Connexion des volets expérimentaux de I'étude.
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Partie 1 : Analyses in silico

(volet 1 de I'étude)
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1. Matériels et méthodes

1.1. Constitution de la cohorte :
Notre étude est une étude rétrospective portantlesipatients porteurs chroniques du virus
de I'hépatite B, exclusivement sélectionnés au Centre Hospitalier Universitaire de Nancy au
sein du service d’Hépato-Gastro-Entérologie (HGE). L'étude (étude DC-2013-1801) a été
approuveée par le « Comité de protection des personnes — CPP de Lorraine », en accord avec
les recommandations internationales (Helsinki). Les consentements éclairés des patients ont

été obtenus et les critéres d’inclusion des patients étaient les suivants :

- Patients adultes, porteurs d'une hépatite B chronique, traités par analogues
nucléos(t)idiques, mono-infectés par le VHB (sans co-infection par le VHC, le VIH et
le VHD).
Pour chaque patient inclus, les données biologiques, cliniques et thérapeutiques ont été
recueillies rétrospectivement. L’historique des profils sérologiques vis-a-vis du VHB, des
charges virales du VHB et des dosages de transaminases a été dressé. La quantification de
I’ADN sérique du VHB a été réalisée par qPCR, en précisant a chaque fois la technique et le
seuil de détection utilisés a la date du dogémfeleau 8) Les profils sérologiques (antigéne
HBs, antigene HBe, anticorps anti-HBc, anticorps anti-HBe et anticorps anti-HBs) étaient
réalisés en utilisant des techniques automatisées de dosage par chimiluminescence (CMIA) ou
par Microparticle Enzyme Immunoassay (MEIA). Les techniques et seuils de détection
utilisés sont précisés dans le tablegaia®leau 9) La réponse au traitement était évaluée par
guantification de I’ADN sérique ou plasmatique par qPCR et surtout par la diminution puis la
disparition de l'antigene HBs sérique. Selon 'obtention de la clairance de I'Ag HBs, les

patients ont été classés en deux groupes :

- Patients resolvers (R) : patients ayant obtenu une réponse virologique (ADN sérique
du VHB négaitif) et la clairance de I'antigene HBs sous traitement par NUCs

- Patients non resolvers (NR) : patients ayant obtenu une réponse virologique (ADN

sérique du VHB négatif) sans clairance de I'antigene HBs sous traitement par NUCs.

En fonction des résultats du génotypage, obtenus selon la technique de séquencage direct
décrite dans le paragraphe 2.1, les patients ont été appariés selon I'age (+/- 5 ans), le sexe et le

génotype viral (A ou D).
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Techniques de Biologie Moléculaire
Dates d’utilisation Seuil de détection Facteur de conversion en Ul/ml
Cobas , < 29 copies/ml _ .
(Roché) Jusqu'au 05/09/2005 < 1,40 log copies/ml 1Ul/ml = 7,21 copies/ml
m1000 + ABI Prism Du 06/09/2005 au < 29 copies/ml _ .
(Abbott®) 04/04/2006 <1,40 log copies/ml 1Ul/mI =7,21 copies/ml
m2000sp + ABI Prism Du 05/04/2006 au < 29copies/ml _ .
(Abbott®) 09/07/2007 < 1,40 log copies/ml 1Ul/mI =7,21 copies/ml
m2000sp + m2000rt Du 10/07/2007 au < 34 copies/ml _ .
(Abbott®) 20/08/2009 < 1,53 log Ul/ml 1 Ul/mi = 3,41 copies /ml
m2000sp + m2000rt Du 21/08/2009 au 10 Ul/ml _ .
(Abbott®) 11/06/2011 1,00 log Ul/ml 1 Ul/mi = 3,41 copies /ml
Cobas , 20 Ul/ml
(Roche) A partir du 13/06/2011 1,30 log Ul/ml /

Tableau 8: Techniques de Biologie moléculaire utilisées et leurs seuils de détection

respectifs
Techniques sérologiques
Axsym (Abbotf) Architect (Abbotf)
Ag HBs >200 >1,1 (Index)
(quantitatif) ' A partir de 2006
— >50%
Neutralisation Ag HBs >50% A partir du 07/06/2011
. >10 mul/ml
Ac anti-HBs > 10 mUl/ml A partir de 2006
Ac anti-HBc >1.00 >1,1 (Index)
Totaux ' A partir de 2006
Ac anti-HBc > 150 >1 (Index)
IgM ' A partir du 07/06/2011
>1 (Index)
Ag HBe <1,00 A partir du 07/06/2011
. <1 (Index)
Ac anti HBe >1,00 A partir du 07/06/2011

Tableau 9 : Techniques sérologiques utilisées et leurs seuils de positivité respectifs
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1.2.Volet 1 : étude In Silico
1.2.1. Séquencage direct :
1.2.1.1. Extraction automatisée de I'’ADN viral :

L’ADN viral a été extrait a partir du sérum ou du plasma recueilli chez les patients
sélectionnés, & I'aide de I'automate NucliSEN&syMAG™ (bioMerieux). Son principe de
fonctionnement repose sur la propriété de la silice a adsorber I'ADN. Les acides nucléiques
sont captés sur des billes (silice magnétique) puis élués dans un volume de 50 pL, selon les
instructions du fabricant. La quantité de sérum nécessaire pour I'extraction était de 500uL, ou
de 1000uL pour les faibles charges virales (inférieure a 3 log Ul/ml). Les ADN extraits ont

été conservés a -20°C pour une utilisation ultérieure.

1.2.1.2. Protocole de séquencage direct :
Apres extraction de I'ADN viral, le cadre de lecture préS/S du génome du VHB
correspondant d’'une part au géne S et d’autre part a la région préS (genes préSl et préS2) a
été amplifié par PCR et séquencé. Le séquencgage direct des genes codant les glycoprotéines
d'enveloppe du VHB repose sur deux étapes d'amplification de I'ADN (PCR1 et PCR2) dont
une PCR semi-nichée, suivie d'une PCR de séquencage, pour chaque fragment généré (Figure
1). Le recours au séquenceur Genetic Analyzer 3130 Applied Biosy$tenite |a taille des
fragments séquencés a 800 pb. Il est conseillé de séquencer des fragments jusqu'a environ 600
pb pour obtenir un signal de qualité optimale. Le géne S (678 pb) est trop long pour pouvoir
étre séquenceé en un seul fragment. Il a donc fallu générer deux fragments (PCR 2a et PCR 2b)
ayant une zone de chevauchement de cinquante a cent nucléotides. En revanche, la région

présS (489 a 522 pb) a été séquencée en un seul fragment.
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Figure 34 : Protocole de réalisation du séquencage direct.
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1.2.1.3. Amplification de 'ADN
% Choix des amorces :
Les amorces sens et antisens utilisées ont été choisies parmi les données de la littérature a
I'exception de l'amorce antisens *P7ev (PCR1 région préS), obtenue par reverse-
complémentation de 'amorce Pdécrite par Sungt al., 2008 (Sunget al., 2008).Le détail

des amorces est présenté dans le tablediad@au 10)

» Remarque

Validation des amorces lors de la mise au point du séquencage direct :

Le choix des amorces décrites dans le paragraphe précédent a été validé en amplifiant la
zone d'intérét a I'aide de I'enzyme « Tag DNA polymérase, recombinant » (Invitrogen™).

Le mélange réactionnel et les programmes utilisés étaient les suivants :
Mélange réactionnel : matrice (extrait d’ADN ou produit de PCR1) 5 pl ; tampon 10X
PCR Rxn 2,5 ul ; amorce sens () 0,75 ul ; amorce antisens (M) 0,75 pl ; dNTP
(10 mM) 0,5ul ; Tagq Polymerase 04 ; MgCl, (50 mM) 1,5ul ; Eau DNAse-free : qsp
25

Programme PCRL1 :95°C 5 min; [95°C 30 sec ; 60°C 30 sec ; 72°C 1 min] 35 fois;
élongation finale 72°C 7 min
Programme PCR2 :95°C 5 min; [95°C 30 sec; 61°C 30 sec; 72°C 1 min] 35 fois;

élongation finale 72°C 7 min
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Références
Région PCR Amorce TM (GC%) | bibliograph
iques
Sens 50.2°C
Sung et al.,
P4 5- GCCTCATTTTGTGGGTCACCATA- 3’ (47.8%)
PCR1 2008
Antisens 56.0°C /
prés P7 rev 5-GACTGCGAATTTTGGCCAA- 3 (47.4%)
Sens PAAmorce sens PCR1)
PCR2 Antisens 50.2°C )
Odemuyiwa
PreS-R 5 -TCAACAAGAAAAACMCCGCCTGT- 3 (43.5%)
et al.,2001
Sens 66.0°C
Mulders et
p2f 5-CCTGCTGGTGGCTCCAGTTC-3 (65%)
al., 2004
PCR1
Antisens 54.7°C )
Odemuyiwa
979 5-CAAAAGACCCACAATTCTTTGACATACTTTCCAAT- 3’ (34.3%)
et al.,2001
S Sens P2f(Amorce sens PCR1)
PCR2a Antisens 51.6°C
Sung et al.,
S8 5- GAAGATGAGGCATAGCAGCAGG- 3’ (54.5%) 2008
Sens 56.0°C
Sung et al.,
PCR2b pP7 5-TTGGCCAAAATTCGCAGTC- 3 (47.4%) 2008

Antisens 979 (Amorce antisens PCR2k

Tableau 10 : Liste et caractéristiques des amorces utilisées pour le séquencage direct des

géenes préSl, préS2 et S.
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% GéneS:
La PCRL1 utilisant les amorces P2f (sens) et 979 (anti§en$}au 10génere un amplicon de
902 pb couvrant la région S. Les PCR semi-nichées PCR2a et PCR2b permettent d’obtenir :
- pour la PCR2a utilisant les amorces P2f (sens) et S8 (antisens) un fragment de 337 pb.
- pour la PCR2b utilisant les amorce$ Bséns) et 979 (antisens) un fragment de 659 pb.
Ces deux séquences se chevauchent (zone de chevauchement de 50 a 100 nucléotides)
couvrant 'ensemble de la région S. Le chevauchement des cadres de lecture du VHB permet
également le séquencage d’'une grande partie du géne de la transcriptase inverse (RT) (environ
800 pb sur 1032 pb) (figure 35)

s Région préS
La PCR1 amplifie un fragment de 691 pb (génotype D) & 711 pb (génotype A) couvrant la
région préS en utilisant les amorces P4 (sens) &tr&7 (antisens). La PCR2 permet
d’amplifier le produit de la PCR1 grace aux amorces P4 (sens) et PreS-R (antisens).

L’amplicon obtenu a une taille de 609 pb (génotype D) a 620 pb (génotype A) (figure 35)

Cadre polymérase

| )

Région préS } PCR2
5 . S S x 3
PreS-R pva SB 979
‘[ prési prés2 PT* rev s ]
P p2f P72
Ik * * 5

PCR2a { ==

X Amorces sens
X Amorces antisens

===} Brin sens

&= Brin antisens

Figure 35 : Positionnement des amorces choisies pour le séquencage direct.
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+ Programmes et mélanges réactionnels :

La trousse Phusi6nHigh-Fidelity DNA Polymerase (Thermofisher Scientific) comprenant

un master mix 2X Phusion® (contenant le tampon, les dNTPs, le MgCI2 et une
polymérase) a été utilisée. Cette enzyme, dotée d’une activité correctriée éonucléase

permet une amplification de haute-fidélité, adaptée aux réactions de séquencage.

Mélange réactionnel pour un échantillon :

Matrice (extrait d’ADN ou produit de PCR1) : 5 ul
Master mix 2X : 12,5 pul

Amorce sens: 0,75 pl

Amorce antisens : 0,75 ul

Diméthyl sulfoxyde (DMSO): 0,6 pl

Eau DNAse-free: qsp 25

Remarques :

ADN

Lors de la PCR1, la quantité d’ADN extrait peut étre augmentée a 8 ul et jusqu’'a 10 pl pour les échantillpns

présentant des charges virales faibles (inférieure a 3 log Ul/ml) et trés faibles (inférieure a 2 log Ul/ml).

Aprés la PCR1, pour des échantillons de charges virales supérieures a 7 log Ul/ml, si aprés migration su

r gel

d’'agarose 1,5 %, une bande est visible a environ 900 pb, il n'est pas nécessaire d’amplifier par PCR serpi-nichée

le produit de PCR1 avant la PCR de séquencage.

Lors de la PCR2 pour les échantillons dont la charge virale était forte les produits de PCR1 ont été dilugs au 1/5

ou 1/10 afin de lever une éventuelle inhibition de la PCR et/ou de limiter la présence de bandes asf

visibles sur le gel d’électrophorese.

Programme d’amplification de la PCR1 :

98°C ; 5 minutes (dénaturation initiale) 1 cycle

98°C ; 30 secondes (dénaturation)
61°C ; 30 secondes (hybridation) 35 cycles

72°C ; 30 secondes (élongation)

72°C; 7 minutes (élongation finale) 1 cycle
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Programme d’amplification de la PCR2 :

98°C ; 5 minutes (dénaturation initiale) 1 cycle

98°C ; 30 secondes (dénaturation)

62°C ; 30 secondes (hybridation) 35 cycles

72°C ; 30 secondes (élongation)

72°C; 7 minutes (élongation finale) 1 cycle

1.2.1.4. Migration sur gel d’agarose
Les produits de PCR2 ont été soumis a une migration électrophorétique sur gel d’'agarose a
1,5% additionné de GelRed™, agent intercalant de '’ADN. La migration permet de visualiser
la présence des amplicons attendus sous UV grace a la présence d’'un marqueur de taille «
100 pb DNA Ladder » (Invitrogen™). Par puits, 5 pl ont été déposés: 4 ul de produit
amplifié et 1 pl d’agent alourdisseur. La migration s’est effectuée pendant 30 minutes a 100
Volts. Les bandes d’'intérét devant étre observées pour chaque échantillon testé sont : une
bande a 337 pb (PCR2a, géne S), une bande a 659 pb (PCR2b, gene S) et une bande a environ
600 pb (PCR2, région préS). Les produits de PCR2 ont ensuite été purifiés a l'aide de la

trousse Qiaquick PCR Purification (Qiadgnselon les recommandations du fabricant.

1.2.1.5. PCR de séquencage et purification
Les réactions de séquencage ont été réalisées a l'aide de la trousse BigDye Terminator V1.1
(Life Technologie8) en utilisant comme matrice les produits de PCR2 purifiés. Les produits
de réaction ont été purifiés a I'aide de la trousse Dye EX® 2.0 Spin kit (3)ageton les
recommandations du fabricant puis injectés dans un séquenceur a capillaires Séquenceur ABI
3100 (Applied Biosystems®).

Mélange réactionnel pour un échantillon :

Matrice (produit de PCR2 purifié) : 3 ul
BigDye terminator: 2 pl

BigDye Terminator 5X Sequencing Buffer: 1 pl
Amorce sens ou antisens 1uM: 3,2 pl

Eau DNAse-free : qsp 15
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Remarque :
Pour les échantillons présentant une charge virale inférieure a 3 log Ul/ml, la quantité de matrice peut étre

ajustée a 6 pl.

Programme de la PCR de séquencage:

96°C ; 10 secondes (dénaturation)

50°C ; 5 secondes (hybridation) 25 cycles

60°C ; 4 minutes (élongation)

1.2.2. Analyse des séquences par bioinformatique

+ Nettoyage des séquences
Les séquences nucléotidiqgues obtenues ont été correctement « raboutées » grace au logiciel
informatique ChromasPro (version 1.41) puis corrigées par Vérification visuelle de I'aspect
des electrophorégrammes. Pour chacune des deux régions préS et S, une séquence
« synthese » des brins sens et anti-sens a été établie. Les séquences ont ensuite été alignées
avec des séquences consensus (génotype A et génotype D) en utilisant le logiciel MEGA
(Molecular, Evolutionary Genetics Analysis) version 5.2, selon l'algorithme CLUSTAL W et
traduites en acides aminés. Les séquences consensus de génotype A et de génotype D
correspondant d’une part a la région préS et d’autre part au gene S ont éte réalisées a I'aide de
la base de données HBVdb release 24.0 (mise a jour le 01/10/2015) (Lyon,
http://hbvdb.ibcp.fr/HBVdWY (Hayer J.et al., 2013) (tableau 11, annexe 1 et annexel®&s
séquences des patients ont été classées en fonction de la réponse au traitement.

Les analyses bioinformatiques des séquences des patients resolvers et non resolvers
recherchent des positions mutées, des «signatures moléculaires » et prédisent des
conformations et des profils antigéniques. Les profils obtenus ont été étudiés pour leur

corrélation avec I'obtention de la clairance de I'antigene HBs.
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LHBs 1235 séquences (acides aminés) 1153 séquences (acides aminés)

SHBs 2563 séquences (acides aminés) 3395 séquences (acides aminés)

Tableau 11 : Nombre de séquences utilisées pour établir les séquences consensus d’aprées I
HBVdb release 24.0 (mise a jour le 01/10/2015) (Lyuip://hbvdb.ibcp.fr/HBVdLWY (Hayer
J. etal., 2013).

% Construction d’arbres phylogénétiques :
Des arbres phylogénétiques ont été construits a I'aide du logiciel MEGA version 5.2 selon la
méthode du plus proche voisin (ou Neighbor-Joining), appropriée pour les séquences
présentant une forte similarité. La matrice des distances de Kimura, utilisée pour estimer les
distances génétiques des quasi-especes virales, a été utilisée comme base de l'analyse
phylogénétique. L'analyse a été conduite sur les séquences acides nucléiques codant le gene S

du variant majoritaire retrouvé chez chacun des patients.

% Calcul de pression de sélection :
La pression de sélection a été évaluée (régions préS et S) en utilisant la méthode de Nei-

Gojobori et la correction Jukes-Cantor, a l'aide du logiciel MEGA version 5.2.

< Evaluation de l'antigénicité prédite par bio-informatique
L’antigénicité prédite des séquences protéiques obtenues a été évaluée a l'aide du logiciel
Antheprot (2000v 6.0jDeléageet al., 2001).Ce logiciel est basé sur le principe développé
par Parkeret al. (Parkeret al., 1986) La prédiction d'antigénicité se fait selon trois
parameétres qui sont I'hydrophilie, définie par le temps de rétention en chromatographie haute
performance en milieu liqguide (HPLC), la flexibilit¢é atomique des acides aminés et leur
accessibilité. Aprés soumission de la séquence consensus en acide aminé au logiciel, celui-ci
élabore un graphique indiquant en abscisse la position des acides aminés dans la séquence
protéique et en ordonnée I'évaluation de I'antigénicité en unité arbitraire (figure 36)
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N® 126 AA : CRTCTTPAQGT 74 -0,414 -0,204 -0,557

Py Parker etal | |

Hydrophobicity| =

jantigenicity A%
by Welling et al M, | . =
Y~ e - A [

Figure 36 : Représentation graphiques de parametres physico-chimiques évalués sur le
Logiciel Antheprot.

Antigénicité prédite selon la méthode de Parker (noir), hydrophobie (rouge), antigénicité
prédite selon la méthode de Welling (vert), hydrophilie (bleu fonceé), domaines
transmembranaires en hélicébleu clair), accessibilité (vert clair). La séqoerprotéique est

indiquée en abscisse (cursus positionné sur la position explorée).

1.3. Ultra-Deep Sequencing (UDS)
Le séquencage haut débit ou Ultra-Deep Sequencimf)la été réalisé a partir d’ADN
génomique viral extrait des échantillons sériques selon le protocole décrit dans le paragraphe
« Extraction automatisée de I'ADN viral ». L'UDS a été réalisé a l'aide du séquenceur lon
Personal Genome Machine (PGM) (Life Technolodi®s Le principe de cette technique
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repose sur la détection des ionslidérés lors de la fixation d’'une base nucléotidique. Afin de
travailler avec une quantité de matrice suffisante, les fragments correspondant aux régions

prés et S ont préalablement été amplifiés.

1.3.1. Amplification du génome viral
% Amplification du géne S
Pour I'amplification du géne S les amorces sens et antisens requises, la composition du
mélange réactionnel et le programme d’amplification sont ceux utilisées lors de la PCR1 du
séquencage direct. La qualité de I'amplification a été vérifiée par migration des produits de
PCR sur gel d'agarose 1,5%. Si aucune bande a la taille attendue n’est visible sur le gel,
mettant en doute la quantité d’amplicon obtenue, la PCR1 peut étre répétée. Les PCR2a et 2b
ne sont ici pas utlisées car elles génerent des fragments trop courts pour assurer une

fragmentation a 200 pb.

% Amplification de la région préS (génes préSl et préS2)
Les amorces sens et antisens utilisées, la composition des mélanges réactionnels et les
programmes d’amplification sont ceux utilisés lors de la PCRL1 et de la PCR2 du séquencage
direct. La qualité de I'amplification est vérifiée par migration des produits de PCR sur gel

d’agarose 1,5 %.

«¢+ Purification des produits de PCR sur gel:
Les produits de PCR ont été soumis a une migration electrophorétique sur gel d’agarose 1,5%
pendant 30 a 40 minutes sous 100 Volts et les bandes d’intérét (taille voulue) ont été
découpées sous UV. La purification des fragments de gel découpés a éteé réalisée a l'aide de la
trousse QIAquick Gel Extraction Kit (Qiag®n

% Controle de la qualité des échantillons :
La qualité des échantillons amplifiés et purifiés a été évaluée par dosagedtiinplicon
sur le fluorimétre QuBIT2.0 & l'aide de la trousse Qubit® dsDNA HS (high sensitivity)

assay kit (Life technologies) selon les recommandations du fabricant.

136



Remarques :
Lorsque la quantité d'’ADN amplifié était insuffisante (inférieure a 100 ng) la PCR1 était a nouveau réalisée
(géne S ou région préS) sur le produit de la purification sur gel selon le protocole détaillé précédemment. La
qualité de I'amplification était vérifiée sur gel d’agarose et si une bande unique était observée, une purification

sur colonne (QIAquick PCR Purification Kit) était réalisée avant de doser a nouveau I'échantillon au QuBIT 2.0.

La constitution d’'une librairie a ensuite été réalisée en fixant des adaptateurs spécifiques aux
molécules d’ADN simple brin générées par amplification.

1.3.2. Préparation de la librairie
Pour la préparation de la librairie la trousse lon Xpf&s®lus Fragment Library kit (Life
Technologies) contenant les trousses lon SHeius et lon Plus Fragment Library, ainsi que
la trousse lon XpreS¥ Barcode Adaptaters (Life Technologies) ont été utilisées. Cette étape
comprend : la fragmentation des amplicons, I'obtention d’extrémités franches, la ligation aux
adaptateurs barcodés compatibles lon Torrent et le « nick sgpairsélection des tailles de

fragments optimales et I'amplification finale de la librairie (étape optionnelle).

« Fragmentation avec le kit «lon ShearTM Plus »
Dans un tubdsur glace), 100 ng d’amplicon ont été ajoutés aux réactifs selon le mélange

réactionnel suivant :

Réactif Volume

100 ng d’amplicon X

lon Sheal Plus 10X Reaction buffer 5 pl
Eau nuclease-free 35-x ul

Total 40 pl

Puis, 10 pl d’lon Shedf Plus Enzyme mix Il ont été ajoutés au mélange réactionnel (volume
final de 50 ul), 'ensemble a été incubé a 37°C selon le temps indiqué ci-déssoeasu
12):
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Taille moyenne de fragment Temps de réaction

Geéne S 6 min

Région préS (genes preS1 et préSp) 5 min

Tableau 12 : Temps de fragmentation en fonction de la région génomique.

A lissue du temps d'incubation, 5 pl de I''on Sh&aStop Buffer ont été immédiatement

ajoutés au meélange.

% Purification de 'ADN fragmenté
La trousse Agencourt® AMPure® XP (Life Technologies) sert a purifier les produits de PCR
au moyen de billes magnétiques, utilisant la technijiemobilisation Réversible en Phase
Solide (SPRI). Le réactif, apres remise en suspension des billes magnétiques a été ajouté a
I’ADN fragmenté (1,8 fois le volume de I'échantillon). Le mélange a ensuite été placé sur un
portoir magnétique le DynaM&4 -2 (Life Technologies) pendant 3 minutes ou jusqu’a ce
gue la solution soit limpide, le surnageant a été éliminé doucement. Aprés deux lavages a
I'éthanol 70 % (fraichement préparé), 'ADN purifié a été élué dans du tampon Low TE.

L’éluat a été recueilli aprés fixation des billes sur le portoir magnétique.
+ Ligation des adaptateurs barcodés
La ligation des adaptateurs barcodés a été réalisée apres ajout des réactifs selon le mélange

réactionnel et le programme suivants :

Mélange réactionnel pour un échantillon :

Matrice (amplicon d’ADN fragmenté et purifié) : 25 pl
10X ligase buffer : 101u

lon P1 adapter : 2ln

lon Xpres$" Barcode X : 2 |v

dNTP Mix : 2 d

DNA ligase : 2

Nick Repair Polymerase: 8 p

Eau nuclease-free gsp 100l p
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Programme de la ligation :

25°C ; 15 minutes

72°C; 5 minutes 1 cycle
4°C; o

«¢+ Purification de 'ADN avec les adaptateurs
Apres ligation des adaptateurs, I'ADN a été purifié comme décrit préecédemment a l'aide de la
trousse Agencourt® AMPure® XP (Life Technologies) et du portoir magnétique Dyfi¥Mag
-2 (Life Technologies). Aprés remise en suspension des billes magnétiques le volume de
réactif utilisé pour une librairie constituée d’amplicons barre-codés de 200 bases était de : 140
pl (soit 1,4 fois le volume de I'échantillon). Apres deux lavages successifs a I'éthanol a 70 %,

I’ADN est élué puis transféré dans un tube Lo-Bind de 0,2 ml.

« Sélection des tailles
Les amplicons barcodés ont été sélectionnés selon leur taille en utilisant une migration
électrophorétique sur gel d'agarose 2 % E-Gel® SizeS¥letyarose gels selon les
recommandations du fabrica(E-Gel® Technical Guide and E-Gel® SizeSelect™ Agarose
Gels Quick Referengétableau 13)

Longueur de _ ; Taille moyenne de la librairie
Taille moyenne de l'insert
« read » (avec adaptateur)
200 bases 260 pb (200-300 pb) 330 pb

Tableau 13 : Tailles optimales des fragments sélectionnés pour I'analyse.

< Amplification de la librairie

La librairie a été amplifiée selon le mélange réactionnel et le programme indiqués ci-dessous.
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Réactifs Volume
SuperMix PCR Platinium haute-fidélité 100 pl
Mix d’amorces d’amplification de la libraire 5ul
Librairie non amplifiée 25 pul
Total 130 pl

Programme d’amplification :

95°C ; 5 min (Dénaturation) 1 cycle

95°C ; 15 secondes (Dénaturatiorn

p—

58°C ; 15 secondes (Hybridation) 8 cycles

70°C ; 1 minute (Elongation)

% Purification de la librairie
La purification de la librairie a été realisée a I'aide de la trousse Agencourt® AMPure® XP
(Life Technologies) et du portoir magnétique Dynafthe? (Life Technologies). Cette étape
permet d’éliminer les nucléotides libres et les éventuels diméres d’amorces formés lors de la
PCR. Apres remise en suspension des billes magnétiques le volume de réactif utilisé était de :

195 pl (soit 1,5 fois le volume de I'échantillon).

% Meélange de la librairie
Les amplicons ont été quantifiés sur le fluorimetre QuBIT®2.0 a l'aide de la trousse Qubit®
dsDNA HS (high sensitivity) assay kit (Life technologies) selon les recommandations du
fabricant, a partir de 3 uL d’ADN.
Un mélange équimolaire de la librairie de chaque patient a ensuite été préparé pour arriver a
une concentration finale de 16 pM soit 2,4 pg/uL.

1.3.3. Amplification clonale des fragments d’ADN
L’amplification clonale des fragments d’ADN sur des billes (ISP)a été réalisée par PCR en
émulsion sur l'appareil lon OneTouch (Life Technologies), en utilisant la trousse lon
OneTouch 200 Template kit v2, selon les recommandations du fournisseur.
Le contréle de qualité des ISP non enrichies est réalisée a I'aide du kit « lon Sphere Quality

Control » sur le fluorimétre QuBIT®2.0. Le calcul du rapport entre les valeurs des
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fluorochromes AF488 et AF467 (aprés déeduction du bruit de fond) permet de déterminer le

pourcentage d’ISPs positives. Celui-ci doit idéalement se situer entre 10 et 30%.

1.3.4. Enrichissement
L’enrichissement correspond a s&lection des billes dites positives, c'est-a-dire au niveau
desquelles I'amplification a été de qualité suffisante. Cette étape a été réalisée a l'aide de
I'appareil lon OneTouch Enrichment System (Life Technologies).

1.3.5. Réaction de séquencage
Les billes positives ont ensuite été chargées sur la puce 314 (10 MegaBases). La réaction de
séquencage a été réalisée grace a la trousse lon PGM 200 Sequencing kit v.2 sur le

séquenceur PGM. Les résultats bruts ont été analysés sur le logiciel NextGEne V2.34.

1.3.6. Analyse des résultats bruts sur le logiciel NextGEne V2.34

Les séquences de chaque « read » ont été alignées sur la séquence de génotype D (AY161150)
a l'aide du logiciel NextGEne, en utilisant les parametres par défaut pour une analyse par
position nucléotidique ; La sensibilité a été fixée a 2 % pour une position nucléotidique et 5 %
pour une insertion/délétion. La fréquence de chaque mutation a été calculée comme le nombre
de « reads » montrant une mutation par rapport au nombre total de « reads ». Le seuil défini
pour la frequence de mutation a été fixée a 2,5 % avec une correction visuelle des séquences
pour insertion et délétion. Ce seuil a été défini par I'analyse en triplicate des souches infectant
un patient. Le logiciel fournit une séquence de synthése batie sur 'ensemble des «reads »
obtenus. Cette séquence est alignée avec la séquence consensus construite d'apres 'HBVdb
sur les régions préS et S et avec la séquence obtenue par séquencage direct. Le détail de
chaque position ayant montré une variation nucléotidique a été examiné en tenant compte de

la fréquence de la variation sur le nombre de « reads ».
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2. Résultats

2.1. Constitution de la cohorte
Seize patients ont été inclus dans cette étude :
- Quatre patients infectés par du VHB de génotype A, deux resolvers (R) et deux non
resolvers (NR)
- 12 patients infectés par du VHB de génotype D, six R et six NR.
Les patients ont été appariés selon I'age (+/- 5 ans) et le sexe selon la répartition figurant dans
le tableau 14tableau 14)En revanche, il n'a pas été possible d’appargphients resolvers
et non resolvers selon leur statut Ag HBe. L’age moyen était de 60 ans (47,69 ; 72,31) tous

génotypes confondus.

Génotype D Génotype A

R1| NR1| R2| NR2| R3| NR3[ R4 NR4 R3 NR5 R6 NRH RIA NRIA R2A NR2A
Sexe| F| F|{M| M [M| M [M|M [M|M |F| F | M M M M
Age | 40| 39 | 47| 46 | 77| 77 | 69| 70 | 51| 54 | 62| 64 | 65| 62 | 68 69
(ans)

Tableau 14: Appariement des patients selon I'age, le sexe et le génotype viral.
(R : resolver ; NR : non resolver ; F : Féminin ; M : Masculin)

Chacun des patients inclus a été traité par NUCs selon parfois un a trois protocoles
thérapeutiques successifs incluant de la LMV, du TNF, de I'ETV ou de I'ADV en
monothérapie ou en combinaison (exemple : ETV + TNF, LMV + ADV, ou ETV + ADV).

Trois patients (génotype A : un NR ; génotype D : un R et un NR) ont recu de I'lFN avant le
traitement par NUCs.

Les caractéristiques clinico-biologiques des patients sont présentées dans les tableaux 15 et
16.

Le sous type viral a été obtenu pour chacun des patients aprés alignement de la séquence
nucléique du variant majoritaire codant la protéine S. Un arbre phylogénétique a été construit

a partir de ces mémes séquences (figure 37)
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Tableau 15: Données clinico-biologiques des patients infectés par du VHB génotype D
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Paire 1 Paire 2
R1A NR1A R2A NR2A
Origine géographique France Algérie France France
Sous type Virale A2 A2 A2 A2
cv* 6,6 5,3 =8 2,94
(Log 4o IU/ml)
Statut Ag HBe initial Neg Neg Pos Pos
(mutant préC/C)
Statut Ac anti HBe initial Pos Pos Neg Neg
Traitement antiviral LMV LMV LMY IFN
(années) ) (1,3) (depuis 2000 (0.5)
ADV ?) LMV
(4) (4)
ADV+ ETV ADV
(=5) (3)
ADV + ETV
(5,5)
TNF + ETV
(=3)
Consommation d’alcool Non Non Non Non
Score de fibrose n.d. F3 nd. F1
Diabeéte Non Non Oui Non
Dyslipidémie Non Non Non Non
Immunosuppression Oui* Non Non Non
Reactivation Oui Non Non Non

Tableau 16: Données clinico-biologiques des patients infectés par du VHB génotype A

SR1 (D)
A NR1 (D1)

R6 (D1)
A NRS (D2)

A R2 (D2)
N o
A R3 (D3)
— e
A NR3 (D3)
—Li NRS (D3)
T A NR4 (D3)

|[—.E R1 (A2)
W NR1 (A2
|_ (A2)

R2 (A2)
B NR2 (A2)

0.005

Figure 37 : Arbre phylogénétique regroupant les séquences (gene S) des variants majoritaires
isolés chez les patients de I'étude.
(): génotype, APatient resolver infecté par du VHB de génotypahDPatient non resolver

infecté par du VHB de génotype D
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o: Patient resolver infecté par du VHB de génotypaAyon resolver infécté par du VHB de

génotype A

2.2.Résultats du séquencage direct
Les séquences aa du variant majoritaire retrouve lgseresolvers et les non resolvers sont
présentées dans les annexes 3 et 4. Les séquences aa de chaque groupe de patients pour
chacun des deux génotypes ont été alignées avec les séquences aa consensus construites a
partir de 'HBVdb.

2.2.1. Variabilité intragroupe et intra-génotypique
Les variations aa observées par rapport aux séquences consensus aa de génotype A et D sont
rapportées dans le tableau fidbleau 17) La numérotation de la région préS pour le

génotype A tient compte du décalage de 11 aa (les 11 premiers aa sont numeérotés

négativement).
Région préS Géne S
Taux de | Variations avec un impact s|{ Taux de | Variations avec un impact sur
variabilité des positions d'intérét* variabilité des positions d'intérét*
MHR : sT118A, sP127T, sY134F,
sP142R
12/163 préS2: preS R124K, R126K, 22/226 Déterminant « a »: sP127T,
R . S315F. P149H . SY134F, sP142R
(7,36 %) ' (9,7%) TM4 : sS204RIN, sY206C,
sS207R/N, sF220C, sC221Y,
Génotype D sY225S
12/163 | préSi: preS Q93K 23/226 | MHR :sG112L, sS113N, sT118A,
(7,36 %) (10,17 %) sT125M, sP127T, sS136Y
Déterminant « a »; ST125M,
NR
sP127T, sS136Y
TM4 : sP203R, sS204N, sY206F,
sS210R
12/174 | préSi: preS A43T, V77M, S78P, 22/226
R (4,02%) 180S, P92R (9.7 %) TM4 :sS206Y, sS210R
Génotype A préS2: preS R124K, R156T, D159G
4/174 11/226
NR / MHR : sY100C, sY161F
(2,3 %) (4,87 %)

Tableau 17 : Variabilité intragroupe observée pour chacun des génotypes étudiés.
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Variations avec un impact sur des positions d’'intérét* : changement d’acide aminé ayant un
impact sur les propriétés physico-chimiques et/ou fonctionnelles au niveau de positions
correspondant a des zones fonctionnelles des glycoprotéines d’enveloppe.

Au niveau de la région préS, le variant majoritaire de génotype D retrouveé chez le resolver R3
présentait une délétion de 7 aa (124-130). Des délétions ont également été retrouvées chez le
patient NR3 en préS et chez le patient NR5 dans la région S. L'évaluation de la pression de
sélection (calculs des ratios dN/dS) par la méthode Nei-Gojobori en utilisant la correction de
Jukes—Cantor (MEGA 5.2 software) n’a pas mis en évidence de pression de sélection. Les

calculs sont présentés en annexe 5.

2.2.2. Comparaison des séquences aa entre groupes R et NR
2.2.2.1. Geénotype D

Les séquences des variants majoritaires retrouvés chez les patients ont été comparées par
groupes (NRversusR) et par paire de patientsableau 18) La comparaison entre les deux
groupes a révelé la présence de deux signatures moléculaires localisées au niveau du
déterminant «a » de la MHR : sT125M et sP127T. Contrairement a la mutation sP127T,
sT125M n’était détectée que chez les patients NR (4/6 des NR). La mutation sP127T était
présente chez 2/6 patients resolver. La combinaison sT125M+sP127T était associée a la
persistance de I'’Ag HBs sous traitement par NUCs (p=0,02).
Parmi les 3395 sequences aa SHBs de génotype D recensées dans I'HBVdb (r24), la
fréquence de la mutation sT125M était de 8,7 % (293/3395), presque toujours associée avec
sP127T (96%) comme chez nos patients. La fréquence de sT125M dans la base de données
pour les autres génotypes était extrémement faible (< 1 % pour les génotypes A, B et C). La
mutation sP127T était observée dans 30,6 % des séquences disponibles de génotype D. Elle
était rare parmi les séquences des génotypes B (1,7 %), A et C (< 1 %).
La mutation sT125M n’a pas d'impact sur le cadre de lecture RT contrairement a la mutation
sP127T qui correspond alors a la mutation rtS135Y. Cependant chez les patients porteurs de
la mutation sP127T les mutations suivantes ont été retrouvées dans le cadre de lecture RT :
rtS135Y, rtS135N et rtS135H.
En comparant les séquences par paire de patients avec la séquence consensus, d'autres
changements d’aa pouvaient étre obsefizgeau 18)Parmi ceux-ci trois, plus fréiquemment

retrouvés, étaient localisés au niveau du domaine transmembranaire TM4 (204, 206, 207).

146



Certaines des variations d’aa observées semblaient plus fréquentes chez les patients resolver
(Q30K, T118A et Y206C) ou chez les non resolvers (S193L).

Aucune signature moléculaire n’a été observée au niveau de la région présS.

MHR T™M3 CYL-2
T™M1 CYL-1 T™M2 _ T™4
A determinant [173- [194-
[4-24] | [25-79] | [80-100] [202-222]
[124-147] 193] 201]
/
NR1
R2 Q30K T118A P127T, Y134F / L175S / S207N
/ /
NR2 / / T125M, P127T E164D / 1195M /
S204R,
R3 N40S / / /
Y206C,
/ / / /
L173F, Y206F,
NR3 / T125M, P127T G159V
S193L L213I
L176P,
R4 G10R / T118A P127T P142R / F220C
P178Q
Q30K, /
NR4 F8L / T125M, P127T / / W196L /
N40S
R5 Q30K, 1210L / L173F /
G112L,
/ / / / S204N,
NR5 T45N S113N, P127T, S136Y S193L
T118A S210R
S204N,
Y206C,
R6 , G44E 1927 , / W172C L175S / S207R,
C221Y,
Y225S
NR6 / / T125M, P127T G159A S175L / F220L

Tableau 18 : Comparaison des séquences aa par paire de patient, génotype D, gene S.

2.2.2.2. Génotype A
Aucune signature moléculaire n’a pu étre observée chez les patients infectés par du VHB de
génotype A, ni dans la région préS, ni dans le gene S. En cohérence avec la représentativité de
la combinaison sT125M et sP127T parmi les séquences de génotype A de I'HBVdb, ces deux

mutations n’étaient pas retrouvées.
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Les variations d’aa observées pour le génotype A lors de la comparaison par paire de patient
sont représentées dans le tableau 19. La mutation G145R, mutation d’échappement a la
vaccination, était retrouvée chez le patient R1A. L'analyse de la ségquence de ce patient a par
ailleurs révélé la présence de nombreuses bases dégénérées probablement liées a la circulation
de plusieurs variants viraux différents. Chez le variant majoritaire isolé du patient R2A une

ambiguité sur une base dans la région TM3 pouvait conduire a I'apparition d’'un codon stop en
position 182.

™1 CYL-1 ™2 MHR ™3 CYL2 ™4
[4-24] [25-79] | [80-100] | [101-123] | A determinant [148- [173- [194- [202-
[124-147] 172] 193] 201] 222]
S34L,
S204G,
N40S, F158S,
R1A G18yv, Y206S,
L42P, / T118M/K/V/E G145R S167L, A184V W199L
F19Y S207N,
GA43E, , V168A
S210R
P67Q ,
N40S,
S45A,
IR V14A, 168N, Y100C / / Y161F, S193L / P217L
C76Y,
R79H
R W182w/*
/ / / / / / / /
NR2A )

Tableau 19 : Comparaison des séquences aa par paire de patient, génotype A, géne S.

Des variations d’aa ont été observées au niveau de positions décrites précédemment pour les
séquences de génotype D : en 193, 204 et 207. Le faible nombre de séquences disponibles de
génotype A limite 'analyse comparative.

Remarque 1 :

Le taux de mutation dans la région préS quel que soit le génotype (A ou D) semble plys faible

gue dans la région S. Les principales variations étaient situées en C ter de préS1l|ou dans
préS2.

Remarque 2 :
Les signatures moléculaires identifiees sT125M et sP127T ont été confrontées aux données
disponibles pour d’autres cohortes de patients infectés chroniques :

-non traités par NUCs (Datta&., 2014): sT125M (50 %), sP127T (54,4 %)
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-ou naifs de traitement par NUQsmailet al., 2014) sT125M (13,1 %), sP127T (76,3 %)|et
sT118V (59,2 %).

2.2.3. Analyse de covariance
Une recherche de “réseaux de covariance” d’'aa a été réalisée par le Dr John Murray, bio-
informaticien a partir des séquences de géenotype D. Cette analyse n’a pas été réalisée pour les
guatre patients infectés par du VHB de génotype A. En utilisant une valeur seuil de
covariance de 0,145, 20 paires d’'aa covariants ont été définies au niveau de la région préS
(figure 38a)et 40 au niveau de la régionf&ure 38b) En s’attachant uniquement aux paires
permettant de distinguer les patients R, des patients NR, certaines combinaisons sont
ressorties chez les patients NR2, NR3, NR4 et NRG6, toutes incluant les signatures

précédemment décrites (figure 38c)

204,8

125,M

[118T— 127.T)

Figure 38 : Réseaux de covariance d’acides aminés identifiés.

Figure 38a: Réseau de covariance d’acides aminés identifié d’'aprés les séquences acides
aminés correspondant a la région prés.

Figure 38b : Réseau de covariance d’acides aminés identifié d’apres les séquences acides
aminés correspondant au gene S.

Figure 38c : Réseau de covariance « minimum » identifié au niveau du géne S, permettant de

distinguer les patients resolvers des patients non resolvers.

2.2.4. Prédiction de I'antigénicité
Comme expliqgué dans la partie matériel et méthode de ce premier volet de l'étude, les
séquences aa de chaque patient ont été analysées a l'aide du logiciel Antheprot. En comparant

les profils obtenus pour les séquences isolées chez les patients NR et les patients R, les
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séquences des patients NR portant la mutation sT125M montraient un pic d’antigénicité plus
faible que sur les profils d’antigénicité des patients R appariés (4/6 paire de patients). La
combinaison sT125M et sP127T a ensuite été introduite dans la séquence consensus de
génotype D(figure 39).La présence de cette combinaison affectait de nearginilaire

I'antigénicité prédite.
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Figure 39 : Profils d'antigénicité prédite obtenus a partir de la séquence consensus de
génotype D.

Le graphique du haut correspond au profil d’antigénicité prédite de la séquence consensus de
génotype D construite d’'aprés I'HBVdb (Lyohttp://hbvdb.ibcp.fr/HBVdb:)Hayer et al.,

2013) La fleche bleue indique le pic d’antigénicité nésa la position 125. Le graphique du

bas correspond au profil d’antigénicité de la séquence consensus de génotype D apres
introduction des signatures moléculaires sT125M et sP127T. Une zone grise apparait a la
supperposition des deux profils (graphique du bas), ttmoignant de la baisse d’antigénicité liée

a l'introduction des deux signatures.

Les profils des variants majoritaires isolés chez les quatre patients de génotype A sont
présentés dans la figure 40. La mutation T118V qui est retrouvée chez le patient R1A, située
dans la MHR entraine une légere baisse du pic d’antigénicité. Les mutations S45A et Y161F
retrouvées chez le patient NR1A conduisent a la disparition de certains pics. Les profils des
patients R2a et NR2a sont identiques sauf dans le cas ou le variant majoritaire retrouvé chez
le patient R2a arborerait un codon stop en 182.
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Figure 40 : Profils Antheprot des variants majoritaires isolés chez les patients infectés par du

VHB génotype A.

2.3. Ultra-Deep sequencing
Les analyses UDS ont été menées chez les patidetséim par du VHB de génotype D. Les

guatre patients infectés par du VHB de génotype A n’ont pas encore été explorés a ce jour.

2.3.1. Performances analytiqgues obtenues
Les performances obtenues par I'analyse UDS étaient les suivantes :
- Une profondeur de 60 075 a 134 940 lectures par échantillon pour le géne S et de
42 048 a 133 136 lectures par échantillon pour la région préS. La couverture moyenne
était de 20 219 lectures par nucléotide.

- Une longueur de fragment allant de 175 a 214 pb

2.3.2. Analyses des variants identifies en UDS
Les séquences obtenues en UDS ont été comparées a celles des variants majoritaires obtenues
en séquencage direct, afin de mettre en évidence de potentiels variants mineurs. Un variant
minoritaire (14 %) porteur de sT125T a ainsi été observé chez le patient NR4 portant

majoritairement la mutation sT125M.
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D’autres variations d’'aa ont également été relevées au niveau du gene S : 28 chez les patients
R et 56 chez les patients NR. Parmi les 43 changements uniquement retrouvés chez les
patients NR, 20 (46,5 %) étaient localisés au niveau de la MHR et 9 au niveau du déterminant
« a». Chez les patients R, trois changements d’aa étaient survenus au niveau de la MHR et
aucun situé au niveau du déterminant « a ».

Au niveau de la région preS, 13 et 5 changements d’aa non retrouvés en séquencage direct ont
éte identifiés respectivement chez les patients R et NR, tous localisés en préS1 et préS2, mais
hors de la zone de fixation au hNTCP. Les variants porteurs de délétions déja identifiés en
séquencage direct ont aussi été retrouvés au niveau de la région préS (patients R3 et NR3).

Globalement, les analyses UDS réalisées ont permis de mettre en évidence une plus grande
variabilité génétique au niveau des régions fonctionnelles de la protéine S (déterminant « a »

et MHR), chez les patients NR par rapport aux patients R (figure 41)

Nter Cter

Resolvers

4-24° 80- 100 124-147 173-133 202-222

L 169

MHR

125127

Non Resolvers

4-24° 80- 100 124-147 173-133  202-222

” 163

Figure 41 : Variabilité génétique évaluée par séquencage direct et UDS au niveau du gene S.
: résidu cystéine'; : changement d’aa observé en séquencage direct et en UDS
\: changement d’aa observé uniquement en UDS

2.3.3. Analyse de la diversité génétique
Une analyse des distances génétiques a également été réalisée pour les quasi-especes virales

identifiées permettant ainsi d’évaluer leur diversité génétique (Kimura two-parameter
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method). Celle-ci était trés faible quel que soit le groupe de patients (NR ou R) et quel que

soit la région étudiée (préS et S).

2.3.4. Evaluation de l'antigénicité prédite
Comme pour les variants majoritaires identifiés en séquencage direct, une analyse prédictive
de l'antigénicité a été réalisée pour les variants minoritaires. Le tableau 20 synthétise les

données principales, qui sont cohérentes avec les données retrouvées en séquencage direct.

Région préS Géne S
Augmentation Baisse Augmentation Baisse
Patients R P160L T40N+D43D sL49R, sY100S, sL209S, SY134F,
(5,8 %) (3,66 %) SS210R, sE164G,
R124P+R126D Q121P SW182F+sV184G+sL186H sL205M,
(18 %) (7.9 %) (5,35-36 %) sL216F
(2.1 %-4.1 %)
Patients NR Pas d'impact sur le profil sT5T+sG10R, SN40ON/S+sT46P+sL49L/R,
sN40N/S+sT46P/T, SP56P/Q+sT571+sN59S+sS64C,
sl208T+sS210S, SY200F+sS204S+sL205L+
sM198I+sW199L+sY200Y, sl1208T/1,
SY200F, .
$S204R+sL205M+s1208T/1 (10.4-12 %)
sS204R+sY206Y,
(3,2-38,2 %)

Tableau 20 : Impact des variants minoritaires identifiés en UDS sur I'antigénicité prédite.

3. Discussion

3.1. Constitution de la cohorte
Comme nous I'avons vu dans la partie rappels bikdolgiques, I'obtention de la clairance de
'Ag HBs est un évenement fortement prédictif de I'élimination de I’ADNccc et donc
I'objectif & long terme du traitement antiviral chez les patients infectés chroniquement. Cet
evenement est malheureusement rarement observé, méme apres de nombreuses années de
traitement par NUCs. Cette faible prévalence explique le petit nombre de patients resolvers
inclus dans cette étude monocentrique : six patients infectés par du génotype D et quatre
patients infectés par du génotype A. Ces patients ont été appariés selon le génotype viral, le
sexe et 'age avec des patients non resolvers eux aussi infectés de facon chronique par le
VHB, sous traitement par NUCs et en virosuppression sans clairance de I'Ag HBs.
La rareté des patients resolvers et la nécessité d’appariement des patients non resolvers font
qu’il était difficile de choisir des patients ayant recu des protocoles thérapeutiques similaires.
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Pour les raisons précédement citées, liées a I'étude rétrospective des patients sélectionnés, la
cinétigue de disparition de 'Ag HBs, ainsi que la durée de linfection et le mode de
contamination n’ont pu étre retracés. Ces données pourraient avoir un impact sur I'évolution
de l'infection Toutefois la taille de la cohorte a été validée sur le plan méthodologique (cf plus
loin, analyses dans l'article correspondant). De plus les résultats obtenus sont confortés par les
analyses en UDS qui permettent I'exploration de milliers de séquences de variants
minoritaires et par la comparaison des données retrouvées dans notre cohorte avec celles de
'HBVdb (i.e. prévalence de la mutation sT125M chez 4/6 non répondeurs versus 8 %
seulement dans I'HBVdb) et celles de I'analyse des séquences GenBank de deux cohortes de
patients disponibles dans la littérature.

Tous les patients infectés par du VHB de génotype A étaient porteurs de sous type A2. La
répartition des sous-types viraux était Iégérement plus variable pour les patients infectés par

du VHB de génotype D, avec une majorité de sous-types D3.

3.2. Analyses in silico
Les analyses de séquencage direct et d’UDS ontnmésidence deux signatures moléculaires
localisées au niveau du déterminant « a » de 'Ag HBs : sT125M et sP127T. Celles-ci étaient
plus fréequemment retrouvées chez les patients NR. La mutation sT125M avait déja été décrite
par le passé notamment chez des patients infectés par du VHB de sous type D3 dans un
contexte de mono-infectiofPourkarimet al., 2010)ou de co-infection VHB/VIH chez des
patients UDIV (Taffon et al., 2014 ; De Maddalenat al., 2007) Cette combinaison de
mutations a été décrite dans certains cas rapportés d’échappement vaccinat. alelont
rapporté la présence de la combinaison de mutations sT125M et SP127T chez un nouveau-né
de mére porteuse chronique en dépit d’'une sérovaccination a la naidszinca al., 2008)
En revanche, Luonget al., ont rapporté le cas d’'un patient adulte vacciné qui a développé
une hépatite aigue suite a I'infection par une souche porteuse des mutations sM125T, sT127P
et s Q129H(Luongoet al., 2015), cette observation suggérant un mécanisme multifactoriel
impliquant la protéine S
L’évaluation de l'antigénicité prédite aprés introduction de ces deux mutations dans la
séquence consensus de génotype D montrait une baisse significative du pic d’antigénicité. Par
ailleurs, Rodriguez Lagt al., ont montré que des mutations associées a un échappement
immunitaire dans le géne S de souches VHB de génotype Al, A2, C1 étaient retrouvées dans
le déterminant « a » et dans la MHRodriguez Layet al., 2015) Le déterminant « a » est

une zone immunodominante majeure. La conservation de la conformation tridimensionnelle
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de 'Ag HBs par des ponts disulfures impliquant différents résidus cystéine est primordiale
pour son implication dans la réponse humorale mais aussi dans l'entrée cellulaire virale
(Blanchet et Sureau, 2007 ; Saliseal., 2009) Des mutations intervenant dans le proche
voisinage de ces cystéines pourraient déstabiliser le repliement de cette protéine, ses fonctions
et ainsi influencer la clairance ou la persistance de I'Ag HBs.
Il a été rapporté depuis plusieurs années déja I'existence de mutations intervenant dans ces
zones clefs et entrainant une mise en défaut des trousses d’'immuno-diagnostic couramment
utilisées pour le diagnostic sérologique de I'Ag HBs. Les positions frequemment impliquées
sont par exemple les positions 125 (génotype(Apujo et al., 2009) 120, 123 et 126
(génotype B et CjColeman, 2006 ; Hsu et Yeh, 201Nous reviendrons sur ces données
dans la deuxiéme partie de ce manuscrit décrivant le modéle fonctionnel. Des tests ELISA
réalisés a l'aide de sérum de souris vaccinées contre le VHB (Engerix B) montrent une baisse
de la réactivité des sérums vis-a-vis d’'un peptide muté en sT125M par rapport a un peptide
sauvage s125T, ce qui renforce les résultats de la prédiction bio-informatique de
I'antigénicité.
Par ailleurs, I'analyse de réseau de covariance a identifié davantage de paires covariantes chez
les patients non resolvers (NR) sur le gene S et la région préS, ce qui renforce encore la notion
d’'une plus grande variabilité observée chez les patients NR, notamment grace aux analyses en
UDS mettant en évidence de nombreux variants minoritaires dans la MHR. Les réseaux
minimums permettant de séparer les patients R des patients NR impliquaient tous les deux
signatures moléculaires retenues.
La présence de la double mutation sT125M et sP127T n’était pas observée chez les variants
majoritaires de génotype A. De facon générale, comme pour les variants majoritaires de
génotype D, la variabilité de la région préS semblait moins importante que celle de la région S
pour les variants de génotype A. Malgré la présence de nombreuses mutations chez les
patients R1A et NRAL, la variabilité des souches de génotype A tendait a étre inférieure a
celle des souches de génotype D. Quelgues mutations relevées chez les patients R1A et NR1A
ont un impact sur les profils d’antigénicité prédite. Par ailleurs, la présence d’'un mutant
sG145R chez un resolver montre bien la complexité du phénomene de clairance de I'’Ag HBs,
qui est multifactoriel, associant des parameétres de I'héte et du virus. L'étude en UDS des
souches virales de ces patients permettront d’explorer les variants minoritaires et de confirmer
et de compléter les mutations déja observées chez les variants viraux en séquencage direct.
En conclusion de cette premiére partie du travail, la combinaison de mutations identifiée

chez les patients NR, sur les résidus 125 et 127, intervient dans une région impliquée a la fois
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dans la réponse immune et dans l'entrée cellulaire virale. De fagon prédictive (résultats
obtenus grace au logiciel AnTheProt), les signatures moléculaires identifiées sT125M et
sP127T semblent avoir un effet sur I'antigénicité de la région considérée. Ces resultats
obtenus In silico, doivent étre confortés par des étirdedro etin vivo, plus proches de la

réalité physiopathologique de I'infection virale. Afin d’étudier plus précisément I'impact de

ce « motif » sur les propriétés fonctionnelles virales, un modéle fonctionnel diétuidi® a

été développé. Les résultats préliminaires obtenus a lI'aide de ce modéle seront détaillés dans

la partie Volet 3 de I'étude.

4. Article

L’article qui suit, a été soumis et accepté dans la revue Journal of Viral Hepatitis. Il présente
les résultats des analysassilico obtenus pour les patients infectés par du VHB de génotype
D.
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Partie 2 : Tests fonctionnels

IN VItro

(volet 3 de I'étude)
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1. Matériel et méthodes

1.1.Lignées cellulaires utilisées
Pour générer des particules VHB/Delta, la lignéepdtome humain Huh7 a été utilisée. Les
tests d’infection / neutralisation médiés par les particules produites ont été réalisés sur la
lignée hépatocytaire d’'HepaRG différenciées.
Les cellules Huh7 ont été entretenues avec du milieu nutritif DMEM (Dulbecco’s Modified
Eagle Medium) (Gibco), additionné de pyruvate 1 %, de glutamate 1 %, de pénicilline
(200 Ul/ml) et de streptomycine (100 pg/ml) et supplémenté a 10 % de sérum de veau foetal
(SVF). Le SVF a préalablement été traité par chauffage a 56°C pendant 30 minutes pour
l'inactivation du complément. Les cellules Huh7 ont été cultivées a 37°C sous 5 % da CO
flasque T75, repiquées et le milieu a été changé toutes les 72 heures.
Les cellules HepaRG ont été entretenues avec du milieu nutritif de Williams E (Gibco),
additionné de glutamate 1 %, de pénicilline (100 Ul/ml) et de streptomycine (100 pg/ml),
d’insuline 5 pg/ml et d’hydrocortisone hémisuccinate 5E-5M et supplémenté a 10 % de SVF
décomplémenté. Elles ont été cultivées en flasque T 75 a 37°C sous 5 % qmi€@
confluence repiquées en plaque 12 puits. En plaque 12 puits elles ont été entretenues pendant

15 jours sans trypsination jusqu’au moment de la différencidésrcellules.

1.2. Description et amplification des plasmides
1.2.1. Description des plasmides

Le plasmide pSLVD3 code la ribonucléoparticule du virus D@ftao et al., 1989).Le
plasmide pT7HB2.7 code les protéines d’enveloppe du VHB (L-HBs Ag, M-HBs Ag, S-HBs
AQ) (Sureauet al., 1994). Les autorisations pour utilisation des plasmides mmt été
transmises par messieurs les docteurs John Taylor (pSLVD3) et Camille Sureau (pT7HB2.7).
Le plasmide pT7HB2.7 a été séquencé au niveau du gene S selon le protocole décrit
préecédemment. Le marqueur de sélection des deux plasmides est le géne de résistance a

l'ampicilline.

1.2.2. Amplification des plasmides :
Les plasmides pT7HB2.7 et pSLVD3 ont été amplifiés a I'aide des bactéries compétentes E.
Coli TOP 10 (Invitrogen), selon les recommandations du fabricant. Une quantité de 50 ng
d’ADN plasmidique est ajouté aux bactéries. La transformation a été réalisée par choc

thermique. Aprés I'étape de transformation, un volume de 250 pl de milieu SOC (Super
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Optimal broth with Catabolite repression), a été ajouté aux bactéries. Les bactéries ont été
incubées pendant une heure a 37°C en agitation continue, puis ensemencées sur milieux
gélosés LB-Agar additionnés d’ampicilline. Les géloses ont été incubées a 37°C pendant 18 a
20 heures. Seules les bactéries transformées, possédant le plasmide contenant un gene de
résistance a I'ampicilline se multiplient. Des colonies sélectionnées ont été prélevées pour
réaliser des « mini-cultures » dans du milieu LB additionné d’ampicilline a 50 mg/ml, puis
incubées a 37°C pendant 16 a 18 heures en agitation continue. Une partie des « mini-
cultures » ont servi a préparer des stocks en glycérol a 15 % pour conservation des bactéries

transformées a -80°C.

1.2.3. Extraction et purification des ADNs plasmidiques.
Apres 16 a 18 heures de croissance a 37°C, les « mini-cultures » ont été ensemencées dans un
volume de culture plus important de milieu LB additionné d’ampicilline a 50 mg/ml défini en
fonction de la densité optique mesurée sur la miniculture (200 a 400 ml) et incubées une nuit &
37°C sous agitation continue. Les plasmides produits ont été extraits a I'aide de la trousse

NucleoBon& Xtra Midi EF (Macherey Nagel) selon les recommandations du fabricant.

1.2.4. Mutagénese dirigée :
Les variants sT125/sT127 (variant 2) et sT125/sP127 (variant 3) ont été obtenus par
mutagénese dirigée, a partir du plasmide pT7HB2.7 en utilisant la trousse commerciale
QuickChange 1l XL site-directed mutagenesis kit (Agilent Technologies) et en suivant les
recommandations du fabricant. Les amorces utilisées pour les PCR de mutagénéese dirigée
sont les suivantes (tableau 21)

Amorce sens Amorce antisens
Variant 2 , QCF , , QCR ,
ST125/sT127) 5 _CATGCCGGACCTGCACGACTACTGCTCAAGG- 3 5 —_CCTTGAGCAGTAGTCGTGCAGGTCCGGCATG- 3
( (TM : 63,3°C) (TM : 63,3°C)
Variant 3 QC2F QC2R
T125/sP127 5'-CCGGACCTGCACGACTCCTGCTCAAGGAACCTC-3' | 5-GAGGTTCCTTGAGCAGGAGTCGTGCAGGTCCGG-3]
(s S ) (TM : 65,5°C) (TM : 65,5°C)

Tableau 21 : Amorces utilisées pour les PCR de mutagénése dirigée.
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Mélange réactionnel pour un échantillon :

Matrice (ADN plasmidique) : 10 ng

10X reaction buffer: 5 pl

dNTPs 1uM: 1 pl

Quick solution : 3 ul

Amorce sens ou antisens: 125 ng

Pfu Ultra HF DNA polymerase (2,5 U) : 1 ul
Eau DNAse-free : gsp 50 pl

Programme d’amplification:

95°C ; 1 minute (dénaturation initiale) 1 cycle

95°C ; 50 secondes (dénaturation)

TM du couple d’amorces ; 50 secondes|

S 18 cycles
(hybridation)
68°C ; 4 minutes (élongation)
68°C ; 7 minutes (élongation finale) 1 cycle

Pour digérer les brins parentaux méthylés, 10 U d’enzyme de restriction Dpn | (activité
meéthylase) ont été ajoutés au produit de PCR et incubés une heure a 37°C. Les plasmides
mutés ont ensuite été propagés dans les bactéries XL1FGitldcompetent Cells, selon les
recommandations du fabricant.

Afin de vérifier I'efficacité de la mutagénese, un séquencage direct du gene S était réalisé sur
deux clones bactériens (pour protocole, voire partie séquencage direct). Les plasmides mutés
obtenus étaient ensuite extraits par Midiprep a I'aide de la trousse NucleoBond ® Xtra Midi
EF (Macherey Nagel), en suivant les recommandations du fabricant.

1.3. Production des particules VHB/Delta
1.3.1. Transfection des cellules Huh7
La veille de la transfection les cellules Huh7 cultivées en flasque T 75 (cellules entre 10 et 15
passages) etaient repiquées et ensemencees en plaque 12 puits (densité cellulaire de I'ordre de

4x1C0'cellules/ cn). La réaction de transfection s'effectuait le lendemain lorsque les cellules
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étaient a peu pres a 80 % de confluence dans chaque puits. L’agent de transfection utilisé était

le TransI-LT1 (Mirus). Le mélange de transfection avait la composition suivante :

Mélange de transfection pour 1 puits (plague 12 puits) :

Milieu DMEM sans SVF ni antibiotiques : 100 pl
ADN plasmidique (1 pg/ul) : 1 ul (0,5 pug pSLVD3 et 0,5 pug pT7HB2.7)
Trans IT-LT1 : 3 ul

Le mélange de transfection était ajouté goutte a goutte sur le tapis cellulaire Huh7 dans
chaque puits. Aprés 24 heures a 37°C sous 5 % de |IE@ilieu de culture était changé.
Entre le deuxieme (J2) et le huitieme jour (J8) post-transfection, le milieu de culture était

changé toutes les 48 heures.

1.3.2. Récolte des productions particulaires
Les surnageants de chaque puits des plaques de transfection étaient récoltés toutes les 48
heures, a partir de J8 post-transfection et jusqu’a J14 post-transfection (récoltes effectuées a
J8, J10, J12 et J14). Les récoltes ont été poolées et centrifugées pendant 30 minutes a 3500g.
Le surnageant contenant les particules virales produites a été filtré a travers un filtre a
0,45um. Les aliquotes étaient ensuite congelées a -80°C dans l'attente de leur qualification
par dosage CMIA, gRT-PCR et Western Blot.

1.3.3. gqRT-PCR Delta
L’ARN des particules virales produites a été extrait a I'aide de la trousse Nucleospin RNA
virus (Macherey Nagel), selon les recommandations du fabricant. Avant de procéder a la
gqRT-PCR, 8 pl d’extrait ont été soumis & un traitement & la DNAse | RNAse free Ambion
(Applied Biosystem), afin d’éliminer une contamination des extraits par de 'ADN.

Mélange réactionnel pour un échantillon :

Matrice (ARN extrait): 8 ul
DNAse | RNAse free: 1 ul
Buffer 10X: 1 pl

Le mélange a ensuite été incubé a 37°C pendant une heure, puis 15 minutes a 70°C pour
inactiver la DNAse.
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Afin d’évaluer la production de particules virales par les cellules Huh7 transfectées, 'ARN du
virus Delta a été quantifié par qRT-PCRcholteset al., 2012)a 'aide de la trousse Express
One-step SYBR GreenER (Invitrogen). La gamme de quantification s'étendait de 10°a 10

copies par réaction.

Amorce Nom Séquence
sens AgD-F2 5-CGGGCCGGCTACTCTTCT- 3
(TM : 60°C)
antisens AgD-R 5-AAGGAAGGCCCTCGAGAACA- 3
(TM : 62°C)

Tableau 22 : Amorces utilisées pour la gRT-PCR VHD (Scholted.£2012)

M élange réactionnel pour un échantillon :

Matrice (ARN): 4 pl

EXPRESS Superscript OneStep,25 pl

EXPRESS SYBR GreenER" gPCR Super Mix Universal: 5 pl
Amorces sens et antisens (200nM): 0,2 ul

Eau DNAse-free: gsp 10 pl

Programme d’amplification :

50°C; 15 minutes (reverse transcription) 1 cycle

95°C ; 5 minutes (dénaturation initiale) 1 cycle

95°C; 10 secondes (dénaturation)

60°C; 20 secondes (hybridation)
40 cycles

72°C; 20 secondes (élongation)

Acquisition du signal

1.3.4. Dosage par Chimioluminescent Assay (CMIA) Architect Abbott
Chaque production particulaire (variant 1, variant 2, variant 3) a été analysée a l'aide de la
trousse commerciale couramment utilisée en diagnostic sérologique sur I'automate Architect
i2000SR (Abbott) :
- HBsAg quantitative et HBsAg Qualitative Il assay
Il s’agit d’'un dosage immunologique micro-particulaire par chimiluminescence (CMIA)
utilisant des microparticules paramagnétiques recouvertes d’anticorps anti-HBs monoclonaux

de souris. Le conjugué utilisé correspond a des anticorps monoclonaux de chevre marqués a
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I'acridinium. Les épitopes ciblés par les anticorps monoclonaux des deux trousses sont décrits

dans le tableau 23.

HBsAg Purified H166 Purified H53 anti- Purified anti-HBs /
guantitative assay anti-HBs HBs -goat
-mouse - mouse -polyclonal Purified H35
- monoclonal - monoclonal F(ab)2 anti-HBs
HBsAg Qualitative )
- IgM - 1gG - Epitopess122-130
Il assay . .
-Epitope :s121-124| - Epitopess112-117 ets166-175
ets187-207

Tableau 23 : Descriptif des anticorps utilisés dans les trousses commerciales Architect
Abbott.

1.4. Tests d’infection
1.4.1. Différenciation des cellules HepaRG.
Les cellules HepaRG ont été ensemencées en plaque 12 puits a la densité cellulaire te 2.5x10
cellules par crh Elles ont été incubées a 37°C sous 5 % de CO2 pendant deux semaines en
changeant le milieu de culture (composition décrite plus haut) toutes les 48 heures. A l'issue
de ce délai les cellules ont été entretenues dans du milieu de différenciation correspondant au
milieu de culture des HepaRG décrit plus haut, additionné de DMSO Hybrimax a 1,8 %,

pendant deux autres semaines.

1.4.2. Protocole d’infection
Au terme de la période de différenciation, les cellules HepaRG différenciées étaient a
confluence soit & peu prés une densité cellulaire de®dliles par puits. La quantité de
particules introduites par puits a été normalisée en tenant compte des résultats de la qRT-PCR
obtenus lors de la qualification de chaque production. Les ratios suivants ont été testés pour la
mise au point du test d’infection des cellules : 1, 5 et 10 Viral Genome Equivalent (VGE) par
cellule. Ces ratios devront étre ré-évaluer, lors de I'optimisation du test. La composition du

mélange d’infection était la suivante :
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Mélange d’infection pour un puits :

Solution de particules virales : volume selon le ratio 1, 5 ou 10 VGE choisi
Polyethyléne glycol (PEG) 8000 ; 40 % : 50 pl
Milieu de Williams pour différenciation gsp 500 pl

Les tapis cellulaires ont été inoculés avec le mélange d’infection puis les plaques ont été
incubées pendant 16 heures a 37°C sous 5 % de &lendemain (J1 post-infection),
linoculum a été retiré, chaque puits a été lave trois fois avec du PBS 1X et remplacé par du

milieu de Williams de différenciation.

1.4.3. Lyse et récolte du tapis cellulaire infecté
A partir de J1 post-infection le milieu de culture a été changé toutes les 48 heures jusqu’a J6
post-infection. Chaque puits a été lavé avec du PBS 1X. Puis aprés une courte étape de lyse,
le tapis cellulaire a été récupéré puis soumis a une courte centrifugation. Le culot cellulaire a

éte repris dans un volume plus faible de PBS 1X.

1.4.4. gRT-PCR Delta
Les ARN intracellulaires ont été extraits a I'aide de la trousse NucleospinRNA Clean-up
(Macherey Nagel), en appliquant le protocole « RNA isolation from up’tcell® », selon les
recommandations du fabricant. Avant de procéder a la gqRT-PCR, 8 ul d’extrait ont été soumis
a un traitement & la DNAse | RNAse free AmBiqApplied Biosystem), afin d’éliminer une
contamination des extraits par de 'ADN, comme expliqué précédemment. La quantification

de 'ARN du VHD a ensuite été réalisée comme décrit précédemment.

2. Résultats
2.1. Obtention des plasmides
Chacun des plasmides wild type (pT7HB2.7 ou pSLVD@)mutés (variant 2 et variant 3

produits par mutagénése dirigée) a été vérifié avant son utilisation.

2.1.1. Séquencage direct du plasmide pT7HB2.7
La séquence de la région du plasmide pT7HB2.7 codant les protéines d’enveloppe a été
vérifiée a réception et aprés amplification (bactéries TOP10) et purification par midiprep. Les

séquences en acide nucléique et en aa du plasmide figurent en annexe 7. La séquence aa
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(ORFs) du plasmide pT7HB2.7 est identique a la séquence consensus de génotype D a
I'exception des positions 125 et 127. En effet le plasmide pT7HB2.7 que nous avons choisi
d’appeler variant 1 est porteur des deux signatures moléculaires précédemment identifiees
ST125M et sP127T.

2.1.2. Vérification du plasmide pSLVD3
Le plasmide pSLVD3 code la ribonucléoparticule du VHD. Une gRT-PCR a été réalisée apres

la midiprep pour valider I'amplification et la purification du plasmide.

2.1.3. Obtention et vérification des plasmides mutés
Les variants 2 (sT125/sT127) et 3 (sT125/sP127) ont été obtenus aprés mutagénese dirigée a
partir du plasmide pT7HB2.7. Pour vérifier si les mutations ponctuelles désirées avaient bien

été insérées un séquencage direct du gene S a éteé réalisé (figure 42)

sT125M/sP127T = Variant 1

Variant 2

Variant 3

125127

Figure 42 : Vérification des mutations introduites par mutagénése dirigée.

2.2.Production des particules virales
Suite a la co-transfection du plasmide pT7HB2.7 nuutésauvage et du plasmide pSLVD3
dans des cellules Huh7, des particules virales (VHD et SVPs) ont été produites. Les

productions des trois variants ont été qualifées de deux facons différentes :
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- par gRT-PCR VHD qui quantifie TARN des particules VHD produites
- par techniques CMIA qui quantifie 'Ag HBs des particules VHD et des SVPs
produites.

2.2.1. Qualification des productions
2.2.1.1. Par gRT-PCR (Delta)

Les protocoles de récupération des productions et de qRT-PCR ont été décrits précédemment
dans la partie matériel et méthode. Dans un premier temps un dosage des productions pour
chaque jour de récolte avait été envisage, mais les taux mesurés étaient trop faibles. Nous
avons donc choisi pour la suite des productions de pooler les surnageants de récolte (J8, J10,
J12 et J14 post-transfection). Chaque échantillon a été dosé en gRT-PCR en duplicate.
Les valeurs obtenues (moyenne des duplicate) pour les différentes productions figurent dans
le tableau 24.

Variant 1 Variant 2 Variant 3

(s125M, s1277)

(s125T, s127)

(s125T, s127P)

Production 1

9,37x10 Cp /ml

9,68x10 Cp/ml

Ce variant n’était pas

5,97 log Cp/ml 5,99 log Cp/ml encore produit par
Production 2 8,57x1d Cp/ml 8,63x10 Cp/mi mutagénése dirigée au
4,93 log Cp/ml 4,94 log Cp/ml moment de ces
. 7,05x1d Cp/ml 1x1C Cp/ml .
Production 3 4,85 log Cp/ml 5 log Cp/ml productions
6,125x16 Cp/ml Ce variant n'a pas été 5,77x16 Cp/ml
Production 4 6,79 log Cp/ml testé lors de cette 6,76 log Cp/ml
production
. 4,35x10 Cp/ml 2,8x10Cp/ml 1,17x16 Cp/ml
Production 5 6,64 log Cp/ml 6,45 log Cp/ml 8,07 log Cp/ml
. 1.39x10 Cp/ml 3,415x10Cp/ml 1.965x107 Cp/ml
Production 6 7,14 log Cp/ml 7.53 log Cp/ml 7.29 log Cp/ml

Tableau 24 : Productions particulaires exprimées en copies par ml (Cp/ml) de surnageant et

en log Cp/ml.
Les charges virales du variant 1 (s125M/s127T) ont été comparées a celles du variant 2

(s125T/s127T) puis a celles du variant 3 (s125T/s127P) au ksgue%, a I'aide du test de

Mann and Whitney (MW). Aucune différence significative n’a été observée (figures 43 et 44)
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Figure 43 : Comparaison des valeurs (en Log Cp/ml) obtenues en qRT-PCR Delta pour les

variants 1 et 2.
(Analyse réalisée sur les moyennes des duplicate de chaque variant pour les productions 1, 2,

3,5et6)

Log Cp/ml 4q.
8+
6 (e—|—
44
o
0 T
Variant 1 variant 3

p = 0.0952 mann withney

Figure 44 : Comparaison des valeurs (en Log Cp/ml) obtenues en gRT-PCR Delta pour les
variants 1 et 3.

(Analyse réalisée sur les moyennes des duplicate de chaque variant pour les productions 4, 5
et 6)
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2.2.1.2. Par technique CMIA
Les surnageants récoltés ont aussi été dosés en Ag HBs a l'aide de trousses commerciales
couramment utilisées en diagnostic sérologique. Les caractéristiqgues des tests qualitatif et
guantitatif ainsi que le principe du dosage ont été décrits dans la partie matériel et méthodes.
Chaque production de variant a été dosée en triplicate. Les résultats obtenus pour les variants
ont été comparés pour chaque production réalisée, afin de tenir compte des variations inter-
production(tableau 24) (figures 45 et 4d)Yne analyse statistique a été réalisée a l'aide de

tests de Mann and Whitney ou de Kruskal-Wallis au risqaé &b.

% Test qualitatif : HBsAg Qualitative 1l assay

La comparaison des valeurs du variant 1 (s125M/s127T) et du variant 2 (s125T/s127T)
montre une différence significative pour les productions 5 et 6 (p= 0.02 KW ; p=0.009 KW).

Une différence significative est retrouvée entre les variants 1 (s125M/s127T) et 3
(s125T/s127P) pour la production 4 uniqguement (p=0,02 MW). Le variant 2 (s125T/s127T)

différe significativement du variant 3 uniquement dans la production 5 (p= 0.009).

HBsAg Q2
1500~

1000 1 ek

S/Co

dedkdk
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Production 1 {}

Production 2 4
Production 3 - |].
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Figure 45 : Comparaison des valeurs (en S/Co) obtenues avec le test HBsAg Qualitative Il
assay pour chacune des productions réalisées.

Le variant 1 (s125M/s127T) est représenté par les barres bleues, le variant 2 (s125T/s127T)
est représenté par les barres oranges et le variant 3 (s125T/s127P) par les barres vertes.
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+« Test quantitatif : HBSAg quantitative assay

HBsAg quantitative assay
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Figure 46 : Comparaison des valeurs (en Ul/ml) obtenues avec le test HBsAg Quantitative
assay pour chacune des productions réalisées
Le variant 1 (s125M/s127T) est représenté par les barres bleues, le variant 2 (s125T/s127T)

est représenté par les barres oranges et le variant 3 (s125T/s127P) par les barres vertes.

La comparaison des valeurs du variant 1 (s125M/s127T) et du variant 2 (s125T/s127T)
montre une différence significative pour les productions 1, 2, 5 et 6 (p= 0.0058 MW, p=
0.0022 MW, p= 0.02 WK, p= 0.009 WK). Une différence significative est retrouvée entre les
variants 1 (s125M/s127T) et 3 (s125T/s127P) pour la production 4 uniquement (p= 0.0002
MW). Le variant 2 (s125T/s127T) différe significativement du variant 3 pour la production 6
(p<0.0001 KW).
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2.3. Tests d’infection
Un premier test d’infection sur cellules HepaRG éfifinciées a été réalisé pour choisir
linoculum le mieux adapté: 1, 5 ou 10 viral genome equivalent (VGE). L'infection était
évaluée au bout de 6 jours, par qRT-PCR Delta réalisée sur les culots cellulaires. Pour le
variant 2 (s125T/s127T) aucun signal n’a pu étre mesuré. Pour les variants 1 (s125M/s127T)
et 3 (s125T/s127P), les valeurs les plus élevées étaient trouvées pour un inoculum a 5 VGE.
Cependant, suite a la différentiation des HepaRG la confluence du tapis cellulaire n’était que
de 20 %. Les deux tests d’infection suivants réalisés a partir d’'un inoculum de 5 VGE ont
montré des taux faibles d'infection (entre 5%&01x1G copies par réaction) pour chacun des
variants. Le taux de confluence des cellules HepaRG était alors de 100 %.
Des essais de neutralisation ont été menés mais n'ont pas abouti a des résultats interprétables

(données non communiquées dans ce manuscrit).

3. Discussion :

3.1.Choix des variants a tester
Les analysesn silico nous avaient permis de mettre en évidence la présence de deux
signatures moléculaires sT125M et sP127T présentes exclusivement chez 4/6 des patients NR.
La prédiction d’antigénicité (logiciel Antheprot) ainsi que des tests ELISA réalisés sur un
modele de souris vaccinées contre le VHB ont suggéré que la présence de ces deux mutations
pourrait influencer la conformation spatiale de la MHR et du déterminant « a ». Nous avons
donc souhaité testém vitro I'influence de ces deux mutations sur le pouvoir infectieux viral
et la réponse humorale. D’autres mutations intéressantes relevées lors du séquengage direct et
/ou lors de I'UDS, situées dans des zones d'intérét mériteraient aussi d’étre explorées a l'aide

du modeéle fonctionnel.

3.2.Choix du modéele cellulaire
Comme nous l'avons vu précédemment (rappels bilddgques, partie 4), il existe peu de
modeles cellulaires permettant d’'une part de produire beaucoup de particules virales et d’autre
part d’étre sensibles a une infection par le VHB. Pour répondre a nos hypotheses de travall, le
systeme développé par Camille Sureau semblait parfaitement &apau, 2010)
Nous nous intéressons essentiellement aux étapescpet de I'entrée du virus dans les
hépatocytes. Or il est communément admis que ces étapes précoces impliquant les protéines
d’enveloppe sont communes au VHB et au VHD, les étapes post fusion membranaires

seraient divergentétirban & al.,2014).
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Sur ce modele les taux de production particulaires obtenus sur cellules Huh7 semblent
satisfaisants, les taux d’'infection sur lignée cellulaire HepaRG différenciée sont de l'ordre de
10 a 15 %.

La découverte du hNTCP comme récepteur du VHB en 2012 a ouvert d’autres perspectives
de modeles fonctionnels vitro. Les lignées transfectées hNTCP Huh7 et surtout hNTCP
HepG2 affichent des taux d’infection plus importafan et al., 2012) Les taux d‘infection
retrouvés dans la littérature pour les lignées hNTCP HepG2 sont de 25 §Y3h# al.,

2012 ; Konig Aet al., 2014)Cependant d’autres molécules que le hNTCP sontses|gour

le pouvoir infectieux du VHB (ou du VHD) et ces facteurs pourraient ne pas étre exprimés de
facon équivalente entre les lignées hNTCP-transfectées Huh7, hNTCP-transfectées HepG2 et
HepaRG. (Niet al., 2014)

3.3. Qualification des productions particulaires par qRT-PCR et par CMIA.
La production particulaire a été examinée par qP@Ralet par CMIA sur le surnageant des
cellules Huh7.
La qualification des productions par gRT-PCR n’a pas montré de différence significative
entre le variant 1 (pT7HB2.7) porteur de la double mutation s125M/s127T et les variants 2
(s125T/s127T) et 3 (s125T/s127P). Ceci laisse donc supposer que les particules VHD
s’assembleraient de fagon équivalente pour les trois variants.
Dans ce modele la co-transfection des plasmides pT7HB2.7 (sauvage ou muté) et du plasmide
pSLVD3 conduisent a la production par les cellules Huh7 de particules VHD et de SVPs. Il
est difficile d’évaluer le ratio de production VHD/SVPs. La gRT-PCR Delta mesure 'ARN
Delta correspondant aux particules VHD mais ne permet pas d’estimer le nombre de SVPs
présentes dans les surnageants récupérés. La réalisation d’'un western blot permettant de
détecter les différentes protéines d’enveloppe d'une part et d’autre part une protéine
spécifiqgue du VHD (antigene Delta) permettrait d’apprécier ce ratio. L'optimisation de ce test
est actuellement en cours et son protocole provisoire figure en annexe 7. La mesure de I'Ag
HBs par les techniqgues CMIA ne permet pas non plus de distinguer les deux types de
particules exprimant a leur surface ’'Ag HBs.
Comme nous l'avons déja évoqué précédemment, I'existence de variants viraux mieux ou
moins bien détectés par les trousses diagnostiques est connue depuis lotyt@mpst al.,
2009 ; Coleman, 2006)Servant-Delmaset al., ont ainsi étudié l'effet de plusieurs
combinaisons de mutations, présentes chez plusieurs génotypes sur 13 trousses commerciales

dont 'HBsAg Quantitative assay. Selon ces travaux, la technique CMIA Architect a une
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bonne capacité de détection des souches portant des mutations de I'’Ag HBs et notamment les
mutations sT125M et sP127T (Servant-Delmtaasl . 2013).

Les variants 1 (s125M/s127T) et 3 (s125T/s127P) correspondants aux mutations observées
chez les patients non répondeurs et répondeurs respectivement, sont comparés a partir des
productions 4, 5 et 6 de particules chimériques VHB/VHD. Ces deux variants sont reconnus a
des taux similaires par les deux tests CMIA qualitatif et quantitatif. Mais il faut noter que la
différence est significative pour la production 4 au cours de laquelle un taux élevé d’Ag HBs

a été observé (pour un taux d’ARN VHD constant). On peut retenir en conclusion que le
variant observé chez les patients non répondeurs est correctement détecté par les deux
techniques de dépistage en dépit de la présence des deux mutations signatures.

L'impact de la mutation sT125M peut étre évalué en comparant les résultats obtenus pour le
variant 1 (s125M/s127T) et le variant 2 (s125T/s127T). La présence d’'une méthionine
entraine une meilleure détection de I’Ag HBs par les trousses CMIA, et notamment par la
trousse HBsAg Quantitative assay (différence significative pour les productions 1, 2, 5 et 6).
La présence d'un Ac conjugué supplémentaire H35 ciblant la zone s122-130 dans la trousse
HBsAg Qualitative Il assay optimise la détection des différents variants et pourrait diminuer
les différences observées entre les souches.

Le variant 2 (s125T/s127T) est moins bien détecté que le variant 3 (s125T/s127P)
correspondant au VHB de génotype D sérotype adw2 utilisé pour la préparation des trousses
Architect Abbott. Cette différence est significative sur les productions 5 ou 6 selon la trousse
utilisée, bien que seul I'aa en position 127 differe du variant sauvage. Le défaut de détection
pourrait étre lié aux caractéristiques physicochimiques de I'association des deux thréonines en
position 125 et 127.

Ces résultats ne nous permettent pas de déterminer si les différences obtenues pour la
détection de I'Ag HBs sur les productions particulaires des trois variants étaient dues a une
différence de sécrétion de I’Ag ou de détection par les trousses CMIA.

3.4. Les tests d’'infection
Le premier test d’infection réalisé sur cellules BR@ différenciées devait nous permettre
d’évaluer l'inoculum le plus approprié. Nous avions fait le choix de tester des tailles
d’'inoculum correspondant a nos taux de production soit 1, 5 et 10 VGE par cellule, dans des
plagues 12 puits. A six jours post-infection les culots cellulaires étaient récupérés et

174



l'infection évaluée par 'ARN Delta produit dans les cellules (suite a la réplication du génome
VHD dans les cellules infectées). Des taux d’ARN (trés faibles) avaient été mesurés
seulement pour des inoculum de 5 VGE par cellule. Cependant, au bout des 15 jours
nécessaires a la différenciation des cellules, le tapis cellulaire était seulement a 20 % de
confluence. Nous avons choisi de tester a nouveau l'inoculum a 5 VGE par cellule.

Lors des deux tests suivants, au bout de la période de différenciation, les HepaRG
différenciées étaient a 100 % de confluence. Les charges virales VHD trouvées étaient de
I'ordre de 5x16 et 1x16 copies par réaction.

Les taux d’infection sur lignée cellulaire HepaRG différenciée, de I'ordre de 10 a 15 %, ne
peuvent expliguer a eux seuls les résultats obtenus. Bien que l'inoculum de départ soit
normalisé sur la charge virale VHD, nous ne savons pas quel est le ratio VHD/ SVPs dans
chacune de nos productions. Les SVPs pourraient rentrer en compétition avec les particules
VHD lors des étapes de fixation aux HepaRG différenciées. L'analyse des productions par le
Western Blot nous permettra de mieux apprécier ce ratio.

Par ailleurs, I'extraction de 'ARN VHD sur les culots cellulaires nécessite I'utilisation de
protocoles d’extraction particuliers pour limiter les interférences liées a la présence d’acides
nucléiques cellulaires. Ainsi dans certains points de « blanc » (puits ne contenant que des
cellules HepaRG différenciées et du milieu), des signaux faibles ont pu étre mesurés quand
I'extraction était réalisée a l'aide d'un extracteur automatisé. Ce probleme devrait étre
surmonté grace a l'utilisation d’un contréle cellulaire lors de la gRT-PCR Delta. Il s'agirait
alors de rajouter un couple d’amorces ciblant spécifiguement un gene «de ménage
cellulaire » (exemple : glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPBENget al.,

2008)

Un autre facteur limitant 'optimisation de l'infection est le taux de production des particules.
En effet, en tenant compte du nombre de cellules par puits a confluence (plaque 12 puits), si
I'on souhaitait tester un inoculum supérieur a 10 VGE par cellule il faudrait augmenter d’'un
facteur 10 a 100 nos taux de production. Une autre alternative technique possible réside dans
la concentration des volumes de production au iTf@n employant du PEG 40 %. Mais

pour obtenir un bon compromis entre concentration finale et volume disponible pour réaliser
les tests d’infection, il faudrait augmenter de fagcon conséquente les volumes de surnageant
récoltés.

Lorsque les tests d’infection seront optimisés, il sera alors possible de réaliser a nouveau des
tests de neutralisation. Il conviendra dans un premier temps de mieux définir les dilutions de

sérum testées. En effet dans le cas de dilutions trop faibles, un effet non spécifique du sérum
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ne peut étre exclu. Dans un second temps, I'étape de formation des complexes anticorps/
particules devra aussi étre revue car elle peut aussi influencer les résultats de la neutralisation.
Ainsi plusieurs conditions de température (a 37°C, a température ambiante ou a +4°C) et de

durée (de 30 minutes a plusieurs heures) devront étre testées.

176



177



Perspectives et conclusions

génerales
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Comme nous l'avons précédemment évoqué, I'hépatite B chronique est un enjeu de
santé publique majeur, touchant environ 240 millions de personnes dans le monde. Malgré
I'existence d'un vaccin efficace, cette infection reste difficile & éradiquer. Sous traitement par
analogues nucléos(t)idiques (NUCSs), la clairance de l'antigene HBs (Ag HBs), un parametre
virologique corrélé au bon pronostic clinique, est rarement obtenue. Notre hypothése de
travail est la suivante : parmi d’autres facteurs viraux, des caractéristiqgues des glycoprotéines
d’enveloppe du virus de I'hépatite B pourraient influencer la clairance de I'Ag HBs sous

traitement anti-VHB par analogues nucleot(s)idiques.

Des patients infectés de fagon chronique par le VHB, traités par NUCs et ayant obtenu
une clairance de I'Ag HBs, ont été classés en resolvers (R). lls ont été appariés a des patients
egalement infectés de facon chronique et traités par NUCs, en viro-suppression mais sans
clairance de I'Ag HBs, nommeés non resolvers (NR). Ainsi, six patients R infectés par du VHB
génotype D et quatre patients R infectés par du VHB génotype A ont été appariés selon le
génotype viral, le sexe et 'age avec autant de patients NR.

Les analysem silico (premier volet de cette étude) avaient pour objectif de rechercher
I'existence de signatures moléculaires, c'est-a-dire de mutations plus fréquemment retrouvées
dans un des deux groupes de patients et d'évaluer de facon prédictive leur impact
fonctionnel : prédiction par bio-informatique de l'antigénicité des protéines de surface du
VHB et recherche de réseaux de covariance d’aa permettant de distinguer les deux groupes de
patients en fonction de la réponse au traitement anti-viral. Les analyses de séquencage direct
et d'UDS ont mis en évidence deux signatures moléculaires, plus fréquemment retrouvées
chez les patients NR et localisées dans le déterminant « a » de la MHR de I'Ag HBs : sT125M
et sP127T. L’évaluation de I'antigénicité prédite apres introduction de ces deux mutations
dans la séquence consensus de génotype D montrait une baisse significative du pic
d’antigénicité. Des tests ELISA réalisés a I'aide de sérum de souris vaccinées contre le VHB
(Engerix B) montraient une baisse de la réactivité des sérums vis-a-vis d’'un peptide muté en
sT125M par rapport & un peptide sauvage s125T, ce qui renforce les résultats de la prédiction
bio-informatique de l'antigénicité (volet 2 de I'étude). De plus, des réseaux de covariance
permettant de séparer les patients R des patients NR ont été définis, impliquant a chaque fois
les deux signatures moléculaires retenues. Par ailleurs, la double mutation sT125M et sP127T

n’était pas observée chez les variants majoritaires de génotype A. Enfin, le séquencage direct
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et 'UDS ont montré une plus grande variabilité génétique du gene S par rapport a la région

préS, surtout dans la région hydrophilique majeure (MHR) de I'Ag HBs.

Les mutations identifiees chez les patients NR, sur les résidus 125 et 127,
interviennent dans une région impliquée a la fois dans la réponse immune et dans l'entrée
cellulaire virale. La partie extracellulaire de I'Ag HBs comprend huit résidus cystéines
conservés et deux ponts disulfures entre les cystéines en 121 et 124 ou 124 et 137 puis en 139
et 148. La conservation de la conformation tridimensionnelle de 'Ag HBs par les ponts
disulfures est primordiale pour son implication dans la réponse humorale mais aussi dans
'entrée cellulaire virale(Blanchet et Sureau, 2007 ; Salisgeal., 2009) Des mutations
intervenant dans le proche voisinage de ces cystéines pourraient déstabiliser le repliement de
cette protéine et perturber ses fonctions. En effet la majorité des anticorps neutralisants se
fixent sur cette partie extracellulaire et en particulier au niveau de la premiere boucle de la
MHR qui contient notamment le déterminant « @&jiri et al., 2010) Si I'entrée cellulaire
du virus implique la fixation spécifique du hNTCP a un site en préS1, la MHR de 'Ag HBs
intervient dans l'attachement aux HSPGs mais aussi dans une étape plus tardive de I'entrée
virale au cours de laquelle le maintien de sa conformation spatiale semble indispensable
(Salisse et Sureau, 2009 ; Sureau et Salisse 2013)

La mutation sT125M avait déja été décrite chez certains patients porteurs chroniques mono-
infectés ou co-infectés VHB/VIHTaffon et al., 2014 ; De Maddalenat al., 2007) Ces
positions ont également été impliguées dans certains cas rapportés d’échappement vaccinal
(Velu et al., 2008, Luongecet al., 2015) Par ailleurs, d’autres mutations situées dans le
déterminant « a » et dans la MHR ont été associées a un échappement immunitaire chez des
souches VHB de génotype Al, A2, C1 (Rodriguez étagl., 2015)

L’Ag HBs est également la cible des anticorps monoclonaux couramment utilisés dans les
trousses commerciales utilisées pour le diagnostic sérologique de linfection. Des mutations
entrainant une mise en défaut de ces trousses dimmuno-diagnostic ont été rapportées
notamment sur la MHR. Les positions fréequemment impliquées sont par exemple les positions
125 (génotype DjAraujo et al., 2009) 120, 123 et 126 (génotype B et ©pleman, 2006 ;

Hsu et Yeh, 2011)

Afin d’étudier I'impact de cette double mutation sur les propriétés fonctionnelles virales et
ainsi pouvoir compléter les données obtenues avec les analyses bio-informatiques, un modéle
fonctionnel d’étuden vitro a été développé (volet 3 de I'étude). Les signatures moléculaires

sT125M/sP127T ont été introduites par mutagénése dirigée dans le plasmide pT7HB2.7
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codant les protéines d'enveloppe. Des patrticules virales, VHD et SVPs, correspondant a trois
variants différents ont été produites par co-transfection avec le plasmide pSLVD3 dans des
cellules Huh7 : variant 1 (s125M/s127T), variant 2 (s125T/s127T), variant 3 (s125T/s127P)
(Sureau, 2010)Nous nous intéressons aux étapes précoces deéé€edt virus dans les
hépatocytes, qui sont communes au VHB et au diban et al.,2014).En dépit de la
variabilité inter-production, les taux de production particulaires obtenus sur cellules Huh7
semblaient satisfaisants. La qualification des productions par gRT-PCR n’a pas montré de
différence significative entre les variants 1 (s125M/s127T), 2 (s125T/s127T) et 3
(s125T/s127P). Ceci laisse donc supposer que les particules VHD seraient produites et
s’assembleraient de fagon équivalente pour les trois variants. Cependant nous n’avons pas pu
évaluer le ratio de production VHD/SVPs. La réalisation d’'un Western Blot permettra de
détecter les différentes protéines d’enveloppe d'une part et d’autre part une protéine
spécifique du VHD (antigéne Delta) et d’apprécier ce ratio.

Le variantl (s125M/s127T) correspondant aux patients NR et le variant 3 (s125T/s127P)
correspondants aux patients R étaient le plus souvent reconnus de fagon similaire par les tests
CMIA HBsAg quantitative et HBsAg Qualitative 1l assay Architect Abbott. La présence de la
double mutation ne semblait donc pas influencer la détection de I'Ag HBs. La mutation
sP127T seule (variant 2) semble abaisser la détection (et la fixation) par les anticorps
monoclonaux des deux tests. Il serait intéressant de produire un variant viral porteur
uniquement de la sT125M, afin de compléter les données obtenues en ELISA avec les souris
vaccinées. L’existence de variants viraux mieux ou moins bien détectés par les trousses
diagnostiques est conn@raujo et al., 2009 ; Coleman, 2006, Servant-Delmsasl., 2013)
Néanmoins une étude a démontré la bonne détection des souches VHB porteuses de mutations
de I'Ag HBs par les trousses Architect Abbott. (Servant-Debnals, 2013)

Le premier test d’infection réalisé sur cellules HepaRG différenciées devait nous permettre
d’évaluer I'inoculum le plus approprié, mais les conditions de réalisation ne sont pas encore
optimales (tapis cellulaire a 20 % de confluence seulement). Lors des deux tests suivants,
réalisés dans de meilleures conditions cellulaires, nous avons choisi de tester I'inoculum a 5
VGE par cellule. Les charges virales VHD trouvées étaient de l'ordre dé Bx1x10

copies par réaction. Les taux d’'infection sur lignée cellulaire HepaRG différenciée, de I'ordre
de 10 a 15 %, ne peuvent expliquer a eux seuls les résultats obtenus. Une optimisation de ces
tests sera donc nécessaire (introduction d’un contréle cellulaire pour la gRT-PCR, productions
particulaires en plus grande quantité). Elle sera notamment facilitée par la réalisation du

Western Blot qui nous permettra de mieux apprécier le ratio VHD/SVPs produit. Lorsque les
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tests d’infection seront optimisés, de nouveaux tests de neutralisation pourront étre effectués.
Par ailleurs d’autres mutations intéressantes relevées lors du séquencage direct et /ou lors de
'UDS, situées dans des zones d'intérét fonctionnel mériteraient aussi d’étre explorées a l'aide
du modele VHD.

En conclusion, les données obtenues sont en faveur de l'existence de "motifs"
spécifiqgues dans le gene S du VHB pouvant avoir une influence sur l'infection virale sous
pression thérapeutique par NUCs. Chez les patients NR, sous pression thérapeutique, une
baisse de l'antigénicité et des mutations plus fréquentes dans le gene S du VHB suggerent un
réle des caractéristiques des protéines d'enveloppe sur I'évolution de la maladie.

Ces résultats devront étre approfondis avec notamment I'optimisation des tests fonctionnels et
'étude du VHB de génotype A fréquent en France. lls pourront également étre explorés dans
une autre population de patients souvent infectés par le VHB, les patients co-infectés par le
VIH. Les résultats obtenus ouvriront de nouvelles perspectives thérapeutiques, en particulier

vers des cibles potentielles d'inhibiteurs d'entrée du VHB.
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Annexe 1 :Séquences consensus VHB de génotype D

HBVdb (Lyon, http://hbvdb.ibcp.fr/THBVdD/ release 24.0 (consultée le 01/10/2015)

>Séquence consensus (acide aming) protéine S
MENITSGFLGPLLVLQAGFFLLTRILTIPQSLDSWWTSLNFLGGTTVCLGQNSQSPTSNHSPTSCPPTCPG
YRWMCLRRFIIFLFILLLCLIFLLVLLDYQGMLPVCPLIPGSSTTSTGPCRTCTTPAQGTSMYPSCCCTKPS
DGNCTCIPIPSSWAFGKFLWEWASARFSWLSLLVPFVQWFVGLSPTVWLSVIWMMWYWGPSLYSILSP
FLPLLPIFFCLWVYI

>Séquence consensus (acide aming) protéine L
MGQNLSTSNPLGFFPDHQLDPAFRANTANPDWDFNPNKDTWPDANKVGAGAFGLGFTPPHGGLLGWS
PQAQGILQTLPANPPASTNRQSGRQPTPLSPPLRNTHPQAMQWNSTTFHQTLQDPRVRGLYFPAGGSSS
GTVNPVPTTASPISSIFSRIGDPALNMENITSGFLGPLLVLQAGFFLLTRILTIPQSLDSWWTSLNFLGGTT
VCLGQNSQSPTSNHSPTSCPPTCPGYRWMCLRRFIIFLFILLLCLIFLLVLLDYYQGMLPVCPLIPGSSTTS
TGPCRTCTTPAQGTSMYPSCCCTKPSDGNCTCIPIPSSWAFGKFLWEWASARFSWLSLLVPFVQWFVGL
SPTVWLSVIWMMWYWGPSLYSILSPFLPLLPIFFCLWVYI
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Annexe 2 :Séquences consensus VHB de génotype A

HBVdb (Lyon, http://hbvdb.ibcp.fr/HBVdY/ release 24.0 (consultée le 01/10/2015)

>Séquence consensus (acide aming) protéine S
MENITSGFLGPLLVLQAGFFLLTRILTIPQSLDSWWTSLNFLGGSPVCLGQNSQSPTSNHSPTSCPPICPGY
RWMCLRRFIIFLFILLLCLIFLLVLLDYQGMLPVCPLIPGSTTTSTGPCKTCTTPAQGNSMFPSCCCTKPTD
GNCTCIPIPSSWAFAKYLWEWASVRFSWLSLLVPFVQWFVGLSPTVWLSAIWMMWYWGPSLYSIVSPF
IPLLPIFFCLWVYI

>Séquence consensus (acide aming) protéine L
MGGWSSKPRKGMGTNLSVPNPLGFFPDHQLDPAFGANSNNPDWDFNPIKDHWPAANQVGVGAFGPG
LTPPHGGILGWSPQAQGILTTVSTIPPPASTNRQSGPQPTPISPPLRDSHPQAMQWNSTAFHQALQDPRVR
GLYFPAGGSSSGTVNPAPNIASHISSISARTGDPVTNMENITSGFLGPLLVLQAGFFLLTRILTIPQSLDSW
WTSLNFLGGSPVCLGQNSQSPTSNHSPTSCPPICPGYRWMCLRRFIIFLFILLLCLIFLLVLLDYQGMLPVC
PLIPGSTTTSTGPCKTCTTPAQGNSMFPSCCCTKPTDGNCTCIPIPSSWAFAKYLWEWASVRFSWLSLLV
PFVQWFVGLSPTVWLSAIWMMWYWGPSLYSIVSPFIPLLPIFFCLWVYI
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Annexe 3 :Séquences aa VHB des patients resolver

% Génotype D
>R1-S
MENITSGFLGPLLVLQAGFFLLTRILTIPQSLDSWWTSLNFLGGTTVCLGQNSQSPTSNHSPTSCPPTCPG
YRWMCLRRFIIFLFILLLCLIFLLVLLDYQGMLPVCPLIPGSSTTSTGPCRTCTTPAQGTSMYPSCCCTKPS
DGNCTCIPIPSSWAFGKFLWEWASARFSWLSLLVPFVQWFVGLSPTVWLSVIWMMWYWGPSLYSILSP
FLPLLPIFFCLWVY!I

>R1-preS
MGQNLSTSNPLGFFPDHQLDPAFRANTANPDWDFNPNKDTWPEANKVGAGAFGLGFTPPHGGLLGWS

PQAQGILQTLPANPPPASTNRQTGRQPTPLSPPLRNTHPQAMQWNSTTFHQTLQDPRVRGLYFPAGGSS
SGTVNPVPTTVSPISSIFSRIGDPALN

>R2-S
MENITSGFLGPLLVLQAGFFLLTRILTIPKSLDSWWTSLNFLGGTTVCLGQNSQSPTSNHSPTSCPPTCPG
YRWMCLRRFIIFLFILLLCLIFLLVLLDYQGMLPVCPLIPGSSTTSAGPCRTCTTTAQGTSMFPSCCCTKPS
DGNCTCIPIPSSWAFGKFLWEWASARFSWLSSLVPFVQWFVGLSPTVWLSVIWMMWYWGPSLYNILSP
FLPLLPIFFCLWVYI

>R2-preS
MGQNLSTSNPLGFFPDHQLDPAFRANTANPDWDFNPNKDTWPDANKVGAGAFGLGFTPPHGGLLGWS
PQAQGIIQTLPANPPPASTNRQSGRQPTPLSPPLRNTHPQAMQWNSTTFHQTLQDPRVKGLYFPAGGSSS
GTVNPVPTTASPISSIFSRIGDPALN

>R3-S
MENITSGFLGPLLVLQAGFFLLTRILTIPQSLDSWWTSLSFLGGTTVCLGQNSQSPTSNHSPTSCPPTCPG
YRWMCLRRFIIFLFILLLCLIFLLVLLDYQGMLPVCPLIPGSSTTSTGPCRTCTTPAQGTSMYPSCCCTKPS
DGNCTCIPIPSSWAFGKFLWEWASARFSWLSLLVPFVQWFVGLSPTVWLSVIWMMWYWGPRLCSILSP
FLPLLPIFFCLWVYI

>R3- preS (del 7AA)
MGQNLSTSNPLGFFPDHQLDPAFRANTANPDWDFNPNKDTWPDANKVGAGAFGLGFTPPHGGLLGWS
PQAQGILQTLPANPPPASTNRQSGRQPTPLSPPLRNTHPQAMQWNSTTFHQTLQDPPAGGSSSGTVNPVP
TTASPLSSIFSRIGDPALN
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>R4-S
MENITSGFLRPLLVLQAGFFLLTRILTIPQSLDSWWTSLNFLGGTTVCLGQNSQSPTSNHSPTSCPPTCPG
YRWMCLRRFIIFLFILLLCLIFLLVLLDYQGMLPVCPLIPGSSTTSAGPCRTCTTTAQGTSMYPSCCCTKRS
DGNCTCIPIPSSWAFGKFLWEWASARFSWLSLPVQFVQWFVGLSPTVWLSVIWMMWYWGPSLYSILSP
FLPLLPIFCCLWVYI

>R4-preS
MGQNLSTSNPLGFFPDHQLDPAFRANTANPDWDFNPNKDTWPDANKVGAGAFGLGFTPPHGGLLGWS
PQAQGIIQTLPANPPPASTNRQSGRQPTPLSPPLRNTHPQAMQWNSTTFHQTLQDPRVRGLYFPAGGFSS
GTVNPVPTTASPISSIFSRIGDPALN

>R5-S
MENITSGFLGPLLVLQAGFFLLTRILTIPKSLDSWWTSLNFLGGTTVCLGQNSQSPTSNHSPTSCPPTCPG
YRWMCLRRFIIFLFILLLCLIFLLVLLDYQGMLPVCPLLPGSSTTSTGPCRTCTTPAQGTSMYPSCCCTKPS
DGNCTCIPIPSSWAFGKFLWEWASARFSWFSLLVPFVQWFVGLSPTVWLSVIWMMWYWGPSLYSILSP
FLPLLPIFFCLWVYI

>R5-preS
MGQNLSTSNPLGFFPDHQLDPAFRANTANPDWDFNPNKDTWPDANKVGAGAFGLGFTPPHGGLLGWS
PQAQGILQTLPANPPPASTNRQSGRQPTPLSPPLRNTHPQAMQWTSSTFHQTLQDPKVRGLYFPAGGSSS
GTVNPVPTTASPISSILSRIGDPALN

>R6-S
MENITS[G/*JFLGPLLVLQAGFFLLTRILTIPQSLDSWWTSLNFLGETTVCLGQNSQSPTSNHSPTSCPPTC
PGYRWMCLRRFIFLFILLLCLTFLLVLLDYQGMLPVCPLIPGSSTTSTGPCRTCTTPAQGTSMYPSCCCT
KPSDGNCTCIPIPSSWAFGKFLWEWASARFSCLSSLVPFVQWFVGLSPTVWLSVIWMMWYWGPNLCRI
LSPFLPLLPIFFYLWVSI

>R6-preS
MGQNLSTSNPLGFFPDHQLDPAFRANTANPDWDFNPNKDTWPDANKVGAGAFGLGFTPPHGGLLGWS
PQAQGILQTLPANPPPASTNRQSGRQPTPLSPPLRNTHPQAMQWNSTTFHQTLQDPRVRGLYFPAGGSSS
GTVNPVPTTVSHISSIFSRIGDPALN
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« Génotype A
>R1A-S
MENITSGFLGPLLVLQA[G/V]YFLLTRILTIPQSLD[S/L]WWTSLSF[P/L][E/G]G[T/S]PVCLGQNSQSPTSN
HSPTSCP[Q/P][T/IICPGYRWMCLRRFIIFLFILLLCLIFLLVLLDYQGMLPVCPLIP[R/K/G/E]STTTS[T/M/V
IAJGPCKTCTTPAQGNSMFPSCCCTKPTD[G/SINCTCIPIPSSWA[F/S]AKYLWEWA[L/S][A/V]RFSWLSL
LVPFVQWF[A/V]GLSPTVWLSAIWMMIW/L]YWGP[S/G]L[C/S][N/S]IVRPFIPLLPIFFCLWVYI
>R1A-preS
MGGWSSKPRKGMGTNLSVPNPLGFFPDHQLDPAFGANSNNPDWDFNPIKDHWPAANQVGVGAFGPG
LTPPHGGILGWSPQAQGILTTMPTSPPPASTNRQSGRQPTPISPPLRDSHPQAMQWNSTAFHQALQDPKYV
RGLYFPAGGSSSGTVNPAPNIASHISSISATTGGPVTN

>R2A-S
MENITSGFLGPLLVLQAGFFLLTRILTIPQSLDSWWTSLNFLGGSPVCLGQNSQSPTSNHSPTSCPPICPGY
RWMCLRRFIIFLFILLLCLIFLLVLLDYQGMLPVCPLIPGSTTTSTGPCKTCTTPAQGNSMFPSCCCTKPTD
GNCTCIPIPSSWAFAKYLWEWASVRFSWLSLLVPFVQ[*W]FVGLSPTVWLSAIWMMWYWGPSLYSIV
SPFIPLLPIFFCLWVYI

>R2A-preS
MGGWSSKPRKGMGTNLSVPNPLGFFPDHQLDPAFGANSNNPDWDFNPIKDHWPTANQVGVGAFGPGL
TPPHGGILGWSPQAQGILTTVSTIPPPASTNRQSGRQPTPISPPLRDSHPQAMQWNSTAFHQALQDPRVR
GLYFPAGGSSSGTVNPAPNIASHISSISARTGDPVTN
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Annexe 4 :Séquences aa VHB des patients non resolver

« Génotype D
>NR1-S
MENITSGFLGPLLVLQAGFFLLTRILTIPQSLDSWWTSLNFLGGTTVCLGQNSQSPTSNHSPTSCPPTCPG
YRWMCLRRFIIFLFILLLCLIFLLVLLDYQGMLPVCPLIPGSSTTSTGPCRTQ TPAQGTSMYPSCCCTKPS
DGNCTCIPIPSSWAFGKFLWEWASARFSWLSLLVPFVQWFVGLSPTVWLSVIWMMWYWGPSLYSILSP
FLPLLPIFFCLWVYI
>NR1-preS
MGQNLSTSNPLGFFPDHQLDPAFRANTANPDWDFNPNKDTWPDANKVGAGAFGPGFTPPHGGLLGWS
PQAQGILQTLPANPPPASTNRQSGRKPTPLSPPLRNTHPQAMQWNSTTFHQTLQDPRVRGLYFPAGGSSS
GTVNPVPTTVSHISSIFSRIGDPALN

>NR2-S
MENITSGFLGPLLVLQAGFFLLTRILTIPQSLDSWWTSLNFLGGTTVCLGQNSQSPTSNHSPTSCPPTCPG
YRWMCLRRFIFLFILLLCLIFLLVLLDYQGMLPVCPLIPGSSTTSTGPCRTGITTAQGTSMYPSCCCTKP
SDGNCTCIPIPSSWAFGKFLWDWASARFSWLSLLVPFVQWFVGLSPTVWLSVMWMMWYWGPSLYSIL
SPFLPLLPIFFCLWVYI

>NR2-preS

MGQNLSTSNPLGFFPDHQLDPAFRANTANPDWDFNPNKDTWPDANKVGAGAFGLGLTPPHGGLLGWS
PQAQGILQTLPANPPPASTNRQSGRQPTPLSPPLRNTHPQAMQWNSTTFHQTLQDPRVRGLYFPAGGSSS
GTVNPVPTTASPLSSIFSRIGDPALN

>NR3-S
MENITSGFLGPLLVLQAGFFLLTRILTIPQSLDSWWTSLNFLGGTTVCLGQNSQSPTSNHSPTSCPPTCPG
YRWMCLRRFIIFLFILLLCLIFLLVLLDYQGMLPVCPLIPGSSTTSTGPCRT®I TTAQGTSMYPSCCCTKP
SDGNCTCIPIPSSWAFVKFLWEWASARFSWFSLLVPFVQWFVGLSPTVWLL[A/NV]IWMMWYWGI[R/P]S
LFSILSPFIPLLPIFFCLWVYI

>NR3-preS
MGTNLSVPNPLGFFPDHQLDPAFRANTANPDWDFNPNKDTWPDANKVGAGAFGLGLTPPHGGLLGWS
PQAQGILQTLPANPPPASTNRQSGRQPTPLSPPLRDTHPQP--------mmmmmmmeeev
XPAGGSSSGTVNPVP[T/IITASPLSSIFSRIGDPALN
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>NR4-S

MENITSGLLGPLLVLQAGFFLLTRILTIPKSLDSWWTSLSFLGGTTVCLGQNSQSPTSNHSPTSCPPTCPG
YRWMCLRRFIFLFILLLCLIFLLVLLDYQGMLPVCPLIPGSSTTSTGPCRTGITTAQGTSMYPSCCCTKP
SDGNCTCIPIPSSWAFGKFLWEWASARFSWLSLLVPFVQWFVGLSPTVWLSVILMMWYWGPSLYSILSP
FLPLLPIFFCLWVYI

>NR4-preS
MGQNLSTSNPLGFFPDHQLDPAFRANTANPDWDFNPNKDTWPDANKVGAGAFGLGFTPPHGGLLGWS

PQAQGILQTLPANPPPASTNRQSGRQPTPLSPPLRNTHPQAMQWNSTTFHQTLQDPKVRGLYFPAGGSS
SGTVNPVPTTASPISSIFSRIGDPALN

>NR5-S
MENITSGFLGPLLVLQAGFFLLTRILTIPQSLDSWWTSLNFLGGNTVCLGQNSQSPTSNHSPTSCPPTCPG
YRWMCLRRFIIFLFILLLCLIFLLVLLDYQGMLPVCPL--

LNSTTSAGPCRTQ TTAQGTSMYPYCCCTKPSDGNCTCIPIPSSWAFGKFLWEWASARFSWLSLLVFF
QWFVGLSPTVWLLVIWMMWYWGPNLYSILRPFLPLLPIFFCLWVYI

>NR5-preS
MGQNLSTSNPLGFFPDHQLDPAFRANTANPDWDFNPNKDTWPDANKVGAGAFGLGFTPPHGGLLGWS
PQAQGIIQTLPANPPPASTNRQSGRQPTPLSPPLRNTHPQAMQWNSTTFHQTLQDPRVRGLYFPAGGSSS
GTVNPVPTTASPISSIFSRIGDPALN

>NR6-S
MENITSGFLGPLLVLQAGFFLLTRILTIPQSLDSWWTSLNFLGGTTVCLGQNSQSPTSNHSPTSCPPTCPG
YRWMCLRRFIIFLFILLLCLIFLLVLLDYQGMLPVCPLIPGSSTTSTGPCRTGITTAQGTSMYPSCCCTKP
SDGNCTCIPIPSSWAFAKFLWEWASARFSWLSLLVPFVQWFVGLSPTVWLSVIWMMWYWGPSLYSILS
PFLPLLPIFLCLWVYI

>NRG6-preS
MGQNLSTSNPLGFFPDHQLDPAFRANTANPDWDFNPNKDTWPDANKVGAGAFGLGFTPPHGGLLGWS
PQAQGILQTLPANPPPASTNRQSGRQPTPLSPPLRNTHPQAMQWNSTTFHQTLQDPRVRGLYFPAGGSSS
GTVNPVPTTASPLSSIFSRIGDPALN
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« Génotype A

>NR1A-S
MENITSGFLGPLLALQAGFFLLTRILTIPQSLDSWWTSLSFLGGAPVCLGQNSQSPTSNHSPTSCPPNCPG
YRWMYLRHFIIFLFILLLCLIFLLVLLDCQGMLPVCPLIPGSTTTSTGPCKTCTTPAQGNSMFPSCCCTKPT
DGNCTCIPIPSSWAFAKFLWEWASVRFSWLSLLVPFVQWFVGLSPTVWLLAIWMMWYWGPSLYSIV[R/
SIPFIPLL[P/L]IFFCLWVYI

>NR1A-preS
MGGWSSKPRKGMGTNLSVPNPLGFFPDHQLDPAFGANSNNPDWDFNPIKDHWPAANQVGVGAFGPG
LTPPHGGLLGWSPQAQGILTT?STIPPPASTNRQSGRQPTPISPPLRDSHPQA?QWNSTAFHQALQDPRVR
GLYLPAGGSSSGTVNPAPNIASHISSISARTGDPVTN

>NR2A-S
MENITSGFLGPLLVLQAGFFLLTRILTIPQSLDSWWTSLNFLGGSPVCLGQNSQSPTSNHSPTSCPPICPGY
RWMCLRRFIIFLFILLLCLIFLLVLLDYQGMLPVCPLIPGSTTTSTGPCKTCTTPAQGNSMFPSCCCTKPTD
GNCTCIPIPSSWAFAKYLWEWASVRFSWLSLLVPFVQWFVGLSPTVWLSAIWMMWYWGPSLYSIVSPF
IPLLPIFFCLWVYI

>NR2A-preS
MGGWSSKPRKGMGTNLSVPNPLGFFPDHQLDPAFGANSNNPDWDFNPIKDHWPAANQVGVGAFGPG
LTPPHGGILGWSPQAQGILTTVSTIPPPASTNRQSGRQPTPISPPLRDSHPQAMQWNSTAFHQALQDPRYV
RGLYFPAGGSSSGTVNPAPNIASHISSISARTGDPVTN
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Annexe 5 :Evaluation de la pression de sélection

+ Ratios dN/dS par la méthode Nei-Gojobori en utilisant la correction de Jukes—Cantor
(MEGA 5.2 software)

Remarque :
Les substitutions synonymes (Ds), conduisent a des mutations neutres car elles ne changent pas l'acide aminé
traduit. Les substitutions non synonymes (Dn), qui conduisent a un changement de I'aa peuvent avoir un impact

délétére, avantageux ou neutre sur la protéine.
L’estimation de la pression de sélection (w) est possible grace au ratio Dn/Ds. Quand il est supérieurja 1, une

pression de sélection positive s'exerce qui favorise les changements. Quand ce ratio est inférieur a 1,/ on est en
présence d'une sélection purifiante. Ainsi les changements sont contre-sélectionnés puisque Ds|est bien
supérieur a Dn (exemple : les genes de ménage). Enfin, lorsque le ratio est égal a un, il n'y a pas de variation. On

dit que le géne subit une sélection relachée ou neutre. (exemple : les pseudogenes).

v' Génotype D, patients Resolvers

Distances

Species 1 | Species 2 (dN/dS) Std. Error
R1 0.145 -1.468

R2 0.493 -1.413

Consensus R3 0.093 -1.723
Genotype D R4 0.606 0.517
R5 0.065 -1.859

R6 0.597 -0.531

v' Génotype D, patients Non Resolvers
Distances

Species 1 Species 2 (dN/dS) Std. Error
NR1 0.321 -0.996

NR2 0.167 -1.392
Consensus NR3 0.401 -0.843
Genotype D NR4 0.147 -1.459
NR5 0.549 -0.602

NR6 0.058 -1.917
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v' Génotype A, patients Resolvers

Distances
Species 1 Species 2| (dN/dS) Std. Error
Consensus R1A 0.137 0.00
Genotype A R2A 1.00 1.497
v' Génotype A, patients Non Resolvers
Distances
Species 1 Species 2| (dN/dS) Std. Error
Consensus NR1A 0.002 0.00
Genotype A NR2A 1.00 1.497
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Annexe 6 : Séquences (acide nucléique et aa) du plasmide pT7HB2.7
correspondant a 'ORF S

>Plasmide-pT7HB2.7 (wild type) AN
ATGGAGAACATCACATCAGGATTCCTAGGACCCCTTCTCGTGTTACAGGCGGGGTTTTTCTTGTTGA
CAAGAATCCTCACAATACCGCAGAGTCTAGACTCGTGGTGGACTTCTCTCAATTTTCTAGGGGGAA
CTACCGTGTGTCTTGGCCAAAATTCGCAGTCCCCAACCTCCAATCACTCACCAACCTCTTGTCCTCC
AACTTGTCCTGGTTATCGCTGGATGTGTCTGCGGCGTTTTATCATCTTCCTCTTCATCCTGCTGCTAT
GCCTCATCTTCTTGTTGGTTCTTCTGGACTATCAAGGTATGTTGCCCGTTTGTCCTCTAATTCCAGGA
TCCTCAACAACCAGCACGGGACCATGCCGGACCTGCATGACTACTGCTCAAGGAACCTCTATGTAT
CCCTCCTGTTGCTGTACCAAACCTTCGGACGGAAATTGCACCTGTATTCCCATCCCATCATCCTGGG
CTTTCGGAAAATTCCTATGGGAGTGGGCCTCAGCCCGTTTCTCCTGGCTCAGTTTACTAGTGCCATT
TGTTCAGTGGTTCGTAGGGCTTTCCCCCACTGTTTGGCTTTCAGTTATATGGATGATGTGGTATTGG
GGGCCAAGTCTGTACAGCATCTTGAGTCCCTTTTTACCGCTGTTACCAATTTTCTTTTGTCTTTGGGT
ATACATT

>PlasmidepT7HB2.7 (wild type)aa
MENITSGFLGPLLVLQAGFFLLTRILTIPQSLDSWWTSLNFLGGTTVCLGQNSQSPTSNHSPTSCPPTCPG
YRWMCLRRFIIFLFILLLCLIFLLVLLDYQGMLPVCPLIPGSSTTSTGPCRTCMTTAQGTSMYPSCCCTKP
SDGNCTCIPIPSSWAFGKFLWEWASARFSWLSLLVPFVQWFVGLSPTVWLSVIWMMWYWGPSLYSILS
PFLPLLPIFFCLWVYI
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Annexe 7 :Protocole provisoire du Western Blot

REACTIFS

>

v v vV

Laemmli
o TrisHCIO.5SMpH6.8=1mL
SDS 10% =2 mL
Glycérol = 1mL
B mercaptoethénol (1M) = 100uL (2%)
Bleu de bromophénol 0.5% = 100uL
O HyO ultrapure = 0.8 mL
Tampon gel séparation
o Tris—HCI1.5M pH 8.8 dans de I'eau ultrapure
Tampon gel concentration
o Tris—HCI0.5M pH 6.8 dans de I'eau ultrapure
Tampon de migration
o0 Tris Glycine 0.025M pH 8.3 dans de I'eau distillée
Tampon de transfert
o Tris Glycine 0.012M pH 8.3 (50mL de tris glycine 20X)
0 Méthanol 200 mL
o Eau distillée 750 mL
Tampon de lavage TBS-L
0 Tris 0.05M pH 7.5 dans de I'eau distillée
o NaCl0.2M
0 Tween 0.01%
Tampon de saturation TBS-S
0 Tris 0.05M pH 7.5 dans de I'eau distillée
o NaCl0.2M
0 Tween 0.01%
o 5% de régilait
Tampon de dilution des Ac
0 Tris 0.05M pH 7.5 dans de I'eau distillée
o NaCl 0.2M
0 0.5% de régilait
Gel de séparation 12 % (10 mL = 2 minigel)
o Acrylamide bis 40% (37.5 :1) = 3mL
Tris 1.5M pH 8.8 = 2,5 mL (préparé dans de I'eau distillée)
SDS 10% = 100pL
Eau ultrapure =4.5 mL
Homogénéiser et dégazer
Ajouter persulfate d’ammonium 10 % = 100uL
o TEMED =10puL
Gel de concentration 5% (Vf=5 mL : 2 minigels)
o0 Acrylamide bis 40% (37.5:5) = 0.63 mL
Tris 0.5M pH 6.8 = 1.2 mL (préparé dans de I'eau distillée)
SDS 10% = 50puL
Eau ultrapure = 3.1 mL
Homogénéiser et dégazer
Ajouter persulfate d'ammonium 10 % = 50uL
TEMED =5pL

O O oo

O O O oo

O O O 0O 0O

PREPARATION DES ECHANTILLONS

A.
>
>

Surnageant
2mL de la production + 500uLde PEG 40% en agitation a +4°C sur une nuit
Centrifugation 45009 pendant 1h30
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= Retirer doucement le surnagent (laisser 500uL environ pour ne pas perdre) et reprendre le culot dans
1mL de PBS 1X
Centrifugation 4500g pendant 1h
Laisser 250 pL de PBS et reprendre le culot dans 250 pL de tampon Laemmli (solution d’échantillon
d’électrophorése)
Tris HCI 0.5M pH 6.8 =1 mL
SDS 10% =2 mL
Glycérol = 1mL
B mercaptoethénol (1M) = 100uL (2%)
Bleu de bromophénol 0.5% = 100uL
H20 ultrapure = 0.8 mL
o (préparation des échantillons en les diluant V/V dans du tampon de Laemmli)
Culot cellulaire
Travailler toujours sur glace
Laver les puits de la plaque au PBS (sur glace) avec le PBS 1X glacé
Retirer le PBS
Procéder a la lyse directement dans les puits ou trypsination + congélation a -80°C
o Utiliser le tampon de lyse glacé (500uL par puits environ ou directement dans le falcon
cellules trypsinées)
= 50mmol/L de Tris HCI pH=8
=  1mmol/L EDTA
= 1% substitut NP — 40
Gratter les cellules si directement dans les puits
Récupérer le tout dans un Eppendorf glacé
Agitation 30 minutes a 4°C
Centrifugation 20 minutes a 12 000 rpm a +4°C
Aspirer le surnagent a remettre dans un tube glacé a +4°C et jeter le culot cellulaire
Ajouter 250puL de tampon de Laemmli dans 250uL de surnagent (préparation des échantillons
en les diluant V/V dans du tampon de Laemmli)
C. Détermination de la concentration en protéine totale
= Test de Bradford avec une gamme étalon BSA spectro
= Possibilité de congélation des échantillons a -20 a -80°C jusqu’'a utilisation

7

O O O 0O 0 Oo

L A R

O O O OO0 Oo

ELECTROPHORESE

Montage et préparation des gels
Monter les 2 plaques avec les espaceurs sur le support
Visser apres avoir vérifié leur position
Fixer sur le support de coulage vertical en clipant
Vérifier I'étanchéité
Préparer les gels
0 Gel de séparation 12% (Vf= 10 mL : 2minigels)
= Acrylamide bis 40% (37.5:1) = 3mL
= Tris 1.5M pH 8.8 = 2,5 mL (préparé dans de I'eau distillée)
= SDS 10% = 100puL
= Eau ultrapure =4.5mL
= Homogénéiser et dégazer
= Ajouter persulfate d'ammonium 10 % = 100uL
= TEMED =10pL
» Attention polymérisation avec les deux derniers produits
= Homogénéiser puis couler 3.5mL entre les deux plaques avec une pipette P5000
= Compléter avec de I'eau distillée et laisser polymériser 10 minutes environ
o0 Gel de concentration 5% (Vf =5 mL : 2 minigels)
= Acrylamide bis 40% (37.5:5) = 0.63 mL
= Tris 0.5M pH 6.8 = 1.2 mL (préparé dans de I'eau distillée)
= SDS 10% = 50puL

L2 X K T
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= Eau ultrapure = 3.1 mL
= Homogénéiser et dégazer
= Ajouter persulfate d'ammonium 10 % = 50uL
= TEMED =5pL
= Apreés avoir éliminé I'eau par retournement et absorbé par capillarité sur papier filtre :
couler entre deux plaques avec une pipette P5000
= Ajouter le peigne
=  Laisser polymériser au moins 15 minutes
= Oter délicatement le peigne et rincer les puits a I'eau distillée
= Positionner les gels dans le support a électrophorése
= Mettre le support dans la cuve
= Remplir avec le tampon de migration
*  Tris glycine 0.025M pH = 8.3 dans de I'eau distillée
Dépots des échantillons
o Prévoir des dépdts de 10 a 20 uL contenant 20 et 50ug de protéines totales
Percer le bouchon des tubes
Faire chauffer 3 minutes a 95°C
Vortexer
Ne pas prendre les puits du bord
Déposer le marqueur de poids moléculaire (coloré), le témoin positif (1 patient AgHBs ++ ?),
le témoin négatif (blanc des plaques de productions) et nos échantillons
Migration
o Faire migrer 15 minutes a 80V et 400 mA constant
0 Puis 1h45 a 150V et 400mA constant

O O O oo

TRANSFERT

v v

LA AR AR

Retirer les gels du support aprés arrét du générateur
Dévisser et retirer délicatement les plaques de verre
Tremper les membranes de transfert (PVDF) 2 minutes dans le méthanol (ou éthanol)
Puis dans le tampon de transfert
o Tris glycine 0.012M pH8.3 (50mL de tris glycine 20X)
o méthanol = 200mL
o eau distillée = 750mL
tremper les deux tampons blancs et les 2 papiers filtres dans le tampon de transfert
décoller délicatement la plus grande plaque de verre du gel
poser un papier filtre imbibé sur le gel et le décoller de la plaque de verre
le déposer sur le coté noir du support
recouvrir le gel avec la membrane de PVDF puis la recouvrir avec le papier filtre
chasser les bulles d’air entre le gel et la membrane et refermer 'ensemble
mettre 'ensemble dans le support puis la cuve
remplir de tampon de transfert
mettre le couvercle et brancher le générateur
migration 100V et 250mA constant pendant 1h
couper le générateur et retirer les gels et les membranes

WESTERN BLOT

>

2>

repérage des bandes
0 récupérer les gels et les colorer au Bleu de Commassie
0 récupérer les membranes et les colorer dans la solution de rouge Ponceau
0 repérer les pistes de protéines et découper les bandelettes
o les déposer dans les cupules
o décolorer a I'eau distillée
saturation
0 ajouter 4mL par cupules de solution de saturation (TBS-S)
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(0]

=  Tris 0.05M pH 7.5 dans de I'eau distillée + NaCl 0.2M + Tween 0.01% + 5% de
régilait
incuber 1h a 37°C ou une nuit a 4°C

=> réaction avec les Ac monoclonaux

o

(0]
(0]
(0]

préparer la dilution des Ac avec le TBS-AC (1/500 et 1/1000)
= Tris 0.05M pH 7.5 dans de I'eau distillée + NaCl 0.2M + 0.5% de régilait
Eliminer la solution de saturation par aspiration
Ajouter 2mL de solution d’Ac dilués (1/500 et 1/1000 pour optimisation)
Incuber sous agitation 1h — 1h30 a 37°C ou une nuit a 4°C

= Réaction avec les Acll conjugués a la HRP

(0]
0o

o O O

(0]

Eliminer la solution d’Ac par aspiration (peut étre récupére)
Laver chaque membrane avec 4mL de TBS-L pendant 5 minutes sous agitation

= Tris 0.05M pH 7.5 dans de I'eau distillée + NaCl 0.2M + Tween 0.01%
Eliminer le TBS-L par aspiration et renouveler le lavage 3 fois
Eliminer le TBS-L par aspiration
Ajouter 2 mL de solution d’Ac conjugué avec la HRP dilué au 1/2000 dans le TBS-AC
Incuber 1h a 37°C

= Révélation

(0]

O O O 0O 0o

Eliminer la solution d’Ac par aspiration

Laver chaque membrane avec 4mL de TBS-L pendant 5 minutes sous agitation
Eliminer le TBS-L par aspiration et renouveler le lavage 2 fois

Laver une derniére fois avec le tampon du substrat pendant 5 minutes sous agitation
Vider le contenu par aspiration

Ajouter 2 mL de solution de substrat préparée préalablement

Incuber au moins 15 minutes a 37°C
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Résumé en anglais

Hepatitis B virus (HBV)-related chronic infectisamains difficult to eradicatén treatmen
by nucleos(t)ide analogues (NUCs), HBs Antigen (Ag) clearance is the ultimate but d

|
ifficult

therapeutic goal. Our aim was to investigate how variability of HBV envelope protein, grucial

in viral cellular entry and targeted by host immune response, could play a role in HBSAg

clearance. HBV chronically infected patients, treated by NUCs with HBsAg clearance

(resolver) were matched with patients without HBsSAg clearance (non resolver). Cor
mutations sT125M/sP127T, associated with HBsAgQ persistence, displayed a lower pi
antigenicity. Ultra Deep Sequencing of S gene showed a higher variability in non re
Functional assays on viral particles including sT125M and sP127T mutations versus re
particles are in progress. As a conclusion, molecular features observed in non NR 3
favor of a different pattern in HBV S characteristics according to variable NUCs efficien

Key words: HBs antigen, envelope glycoproteins, Hepatitis B virus, Nucleos(t)ide analg

nbined
edicted
solver.
ference
argue in
cy.
gues

Résumé en francais:

L'hépatite B chronique reste un probléme majeur de santé publique. Sous traitem
analogues nucléos(t)idiques (NUCSs), l'objectif thérapeutique ultime est la clairan
l'antigene (Ag) HBs. Nous avons étudié l'influence de la variabilité des protéines d'env
impliquées dans I'entrée cellulaire du virus et cibles de la réponse immune, sur la claif
I'Ag HBs. Des patients traités par NUCs ayant obtenu une clairance de I'Ag HBs (res
ont été appariés a des non-resolver. Deux mutations combinées sT125M/s
caractéristiques des non-resolver, étaient associées a une baisse de l'antigénicité
L'analyse par séquencage haut débit montrait une plus grande variabilité du gene S
non resolver. Des tests fonctionnels portant sur des particules virales mutées en sT
sP127T sont en cours. Ces données moléculaires sont en faveur de I'existence de
spécifigues dans le géne S associés a la persistance de I'Ag HBs sous traitement par ||
Mots clés : antigéne HBs, glycoprotéines d’enveloppe, virus de I'hépatite B, anal

nucléos(t)idiques

ent par
ce de
eloppe,
ance de
olvers)
P127T,
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"motifs”
NUCs.

hgues
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