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1. Incidence de l'infection par le VHB dans la population mondiale : 

L'infection par le virus de l'hépatite B (VHB) est un véritable problème de santé 
publique car on dénombre approximativement 5% de la population mondiale, soit en 
moyenne 300 millions de personnes porteuses du virus. ((1)) 

La proportion de la population contaminer par le VHB est différente selon les pays: 
c::> en Asie, 1 O à 15% de la population est contaminée 
c::> en Afrique, 10% de la population est atteinte 
c::> en Italie, 2 à 5% 
c::> en France et aux USA, 0,3% de la population est atteinte. 

On retrouve différents modes de contamination, qui différent selon la 
population étudiée : 

• la transmission par voie sexuelle 
• la transmission mère - enfant : cette transmission est surtout retrouvé dans 

les pays de forte endémie. 
• la transmission parentérale : ce dernier mode de transmission est retrouvé 

lors des transfusions sanguines et de l'utilisation des produits dérivés du 
sang. Les nouvelles techniques de stérilisation ont permis de diminuer 
considérablement les risques de transmission du VHB. 

Il. Différentes évolutions après la contamination 

Une fois le patient contaminé par le VHB, il peut se produire différentes possibilités : 

~ la transmission péri-natale conduit dans 80 à 95% des cas à la chronicité. 
En effet, il existe probablement un passage transplacentaire de l'Ag HBe, ce 
qui rend les nouveaux nés immuno-tolérants au VHB. 

~ Lorsqu'un adulte est contaminé par voie parentérale ou sexuelle, on 
retrouve: 

• 0, 1 % d'hépatite fulminante 
• 20% d'hépatite aiguë 
• 80% d'infections inapparentes. 
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Mise à part les hépatites fulminantes, .l'infection par le VHB peut évoluer vers la 
chronicité ( environ dans 5% des cas ), et peut aboutir à une cirrhose ou à un 
carcinome hépatocellulaire. 

En réalité, l'effet cytophatogénique du VHB n'est pas très important. Les lésions 
hépatiques sont dûes à des réactions immunologiques, dirigées contre les 
hépatocytes infectés. 

Ces mécanismes immunitaires sont différents selon qu'il s'agisse d'une hépatite 
fulminante, aiguë ou chronique : 

:::::> en cas d'hépatite fulminante, les lésions sont dûes à une intensité 
excessive de la réponse immunitaire. 

:::::>Lors d'une hépatite aiguë, il s'agit d'un rejet aigu et massif des 
hépatocytes infectés. 

:::::>au cours de l'hépatite chronique, la réaction immunitaire est dirigé 
contre les hépatocytes où à lieu la réplication virale. 

Les résultats de laboratoire permettent de distinguer les différentes situations 
rencontrées (cf tableau 1). ( (2)) 
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pathologie ALAT Ag HBs Ac anti-HBs Ag HBe Ac anti-HBe ADNVHB 

début (+) (+) (-) (+) (-) (+) 

hépatite aiguë état (+++) (+/-) (-) (+/-) (-) (+/-) 

guérison (-) (-) (+) (-) (+) (-) 

sans mutliplication virale (+ou+++) (+) (-) (+/-) (+/-) (-) 
hépatite chronique 

avec multiplication virale (+) (+) (-) (+/-) (+/-) (+) 

contagieux (-) (+) (-) (+) (-) (+) 
Porteur asymptomatique 

non contagieux (-) (+) (-) (-) (+) (-) 

Tableau 1. Caractéristiques des marqueurs biologiques en fonction du type d'hépatite. 



Le développement du carcinome hépatoce//ulaire (CHC) : 

L'infection par le VHB est l'étiologie majeure pour le développement d'un 
cancer hépatique. L'intégration d'une partie du génome viral serait responsable d'une 
instabilité génomique. Cette intégration provoquerait des réarrangements 
chromosomiques : délétions, translocations... Ces réarrangements seraient à 
l'origine de la modification de l'expression de gènes; oncogènes ou anti-oncogènes. 
((3)) 

(aucun symptôme J 

1 
Mutants HBV 
Intégrations dans 
le génome de l'hôte 

Infection VHB 

réponse immunitaire 

hépatite chronique 

l 
[ mutations J 

carcinome hépato-cellulaire 
\. 

hépatite fulminante 
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Le VHB peut donc intervenir dans la carcinogénèse hépatique par plusieurs 
mécanismes, qui sont probablement associés chez un même patient : 
• la cirrhose d'une part 
• l'action directe du génome du VHB par l'intégration à l'ADN des hépatocytes 

d'autre part. 
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1. RAPPELS SUR LE VIRUS DE L'HEPATITE B 

1. Rappels sur le VHB et sa réplication: 

Une fois la personne infectée, le virus de l'hépatite B va se répliquer 
dans les hépatocytes. 

La réplication virale se fait en différentes étapes (figure n°1) : 

=> La membrane du virus fusionne avec la membrane de l'hépatocyte. 

=> L'ADN viral pénètre dans la cellule pour se retrouver dans le noyau 
cellulaire. 

=> L'ADN double brin superenroulé est transformé en ADN double brin. 

=> Le double brin d'ADN viral est ensuite transcrit en ARN viral. 

=> Cet ARN viral donne un ARN messager et une copie de l'ARN viral, qui se 
trouvent tout deux à l'extérieur du noyau. 

=> L'ARN viral est traduit en protéines virales. 

=> Les protéines virales et l'ARN viral s'assemblent pour former de nouvelles 
particules. 

=> Les protéines virales permettent également la synthèse de particules vides, 
qui vont donner, une fois excrétées dans le milieu extracellulaire, l'Ag HBs. 
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2. Rappel sur le génome viral: 

Le virus de l'hépatite B appartient à la famille des hepadnavirus. Il s'agit d'un 
virus à ADN , dont le génome est fait de 3,2 Kbases. Cet ADN est circulaire, 
bicaténaire mais partiellement double brin. Les deux brins d'ADN sont en effet de 
longueur différente : un brin court et un brin long. 

Le génome viral contient 4 régions : 

~ la région S : 
Cette région code la protéine majeure qui constitue, ce qui correspond à 
l'antigène HBs. 

~ la région C : 
Cette partie du génome code pour un polypeptide portant les antigènes 
HBc et HBe. Seul l'Ag HBc est lié à la capsule. L'Ag HBe est détecté 
dans le sérum lors de la multiplication virale. 

~ la région P : 
Cette région code l'enzyme permettant la réplication virale. Il s'agit donc 
de l'ADN polymérase. 

~ la région X : 
Cette région code une protéine dont le rôle n'est pas encore connu. 

Les quatre régions du génome viral sont représentées sur la figure n°2 : 
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Il. RAPPEL DES DIFFERENTS TRAITEMENTS 

L'hépatite Best une infection relativement fréquente. On dénombre une 
moyenne de 300 millions de porteurs chroniques. Les régions les plus concernées 
sont l'Asie et l'Afrique Noire, où l'hépatite B est une véritable hyperendémie. 
Dans les régions de plus faible endémie comme l'Europe et l'Afrique de Nord, 
l'infection touche un peu moins de 10% de la population. 

Le traitement antiviral est indiqué dans les formes biologiquement actives, 
avec multiplication virale et présence d'ADN du virus dans le sérum. 
Ce traitement a pour but de stopper la multiplication virale permettant ainsi la 
stabilisation de l'hépatite chronique, ce qui permet d'obtenir : 

* un arrêt de la réplication du virus 
* disparition de l'ADN viral. 
* une séroconversion HBe. 
* Une séroconversion HBs 

Les médicament utilisés dans le traitement de l'hépatite B chronique sont les 
suivants: 

1. L'interféron alpha 

a. mode d'action: 

Cette molécule est un antiviral agissant par des mécanismes différents : 
C un effet antiviral inhibant les ARN viraux 
C une activation des enzymes antivirales 
C elle améliore l'efficacité de la réponse immunitaire. 

b. efficacité clinique : 

L'interféron alpha permet d'obtenir une séroconversion HBe chez 35% des 
malades et la disparition de l'Ag HbS chez 10% des patients. 

Certains facteurs sont prédictifs d'une mauvaise réponse : 
c:> sujet âgé 
c:> patient porteur d'une cirrhose 
c:> patient co-infecté par le VIH 
c:> patient porteur d'une forme mutante 
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c. mode d'utilisation : 

Cette molécule s'utilise par voie sous-cutanée, à des doses de 5 à 10 MUI 3 
fois par semaine. Ce traitement se fait sur une durée de 4 à 6 mois en fonction de la 
réponse du patient. 

d. effets indésirables : 

Ce traitement antiviral peut donner les effets indésirables suivants : 

• syndrome pseudo-grippal, constant et bénin, qui se produit au 
moment des injections. 

• neutropénie 
• thrombopénie 
• complications neuropsychiatriques 
• dysthyroïdie 

2. l'adénine arabinosine: VIDARABINE 

a. mode d'action : 

Cette molécule inhibe l'action de l'ADN polymérase du virus de l'hépatite B . 

b. efficacité clinique : 

La VIDARABINE permet d'obtenir une séroconversion HBe chez environ 20 à 30% 
des patients, mais uniquement chez des malades avec faible réplication virale. 

c. mode d'utilisation : 

Cette molécule s'utilise en injection intramusculaire, à des doses de 1 o mg/kg/jour 
durant les 5 premiers jours, puis à une dose de 5 mg/kg/jour pendant les 21 jours 
suivants. 

d. effets indésirables : 

Ce traitement peut donner les effets indésirables suivants : 
• neuropathie périphérique 
• myalgie des membres inférieurs. 
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3. Les corticoïdes. 

Un traitement par une corticothérapie brève peut être utilisé avant le traitement 
par interféron alpha. Cela pourrait améliorer la réponse à l'interféron; notamment 
lorsque l'activité des amino-transférases est faible. 
Le traitement aux corticoïdes est bref (4 à 6 semaines), permet d'obtenir, lors de son 
arrêt brutal, un rebond immunitaire avec augmentation de la lyse des cellules 
hépatiques infectées, surtout pour les patients chez qui les ALA T sont basses. 

4. la transplantation hépatique 

La transplantation hépatique est indiquée en cas de cirrhose severe. La 
transplantation hépatique pose le problème de la réinfection du greffon hépatique en 
post-transplantation. Cette réinfection est d'autant plus risquée que l'ADN viral est 
déjà présent dans le sérum du patient avant la transplantation. 
Le traitement par interféron ou par immunoglobulines anti-HBs peut retarder la 
réinfection. 
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LA LAMIVUDINE 
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La Lamivudine est un nouvel analogue nucléosidique. 
Sa formule chimique exacte est le (-)-f3-2'-3'-didéoxy-3'-thiacytidine. 
Plus communément, on l'appelle 3 TC. 
Sa structure chimique est représentée sur le schéma suivant: ((5)) 

NH2 

Cette molécule est douée de propriétés antivirales. En effet, elle a le pouvoir d'inhiber 
l'ADN polymérase de différents virus, et de bloquer ainsi leur réplication. Cette 
molécule inhibe donc la réplication de nombreux virus, le plus connu étant le VIH. 
Depuis peu, on utilise également la Lamivudine contre le virus de l'hépatite B. Son 
utilisation dans le traitement de l'hépatite B chronique a récemment été approuvée 
par« The Federal Drug Administration ». 

1. Mode d'action 

Afin d'exercer son activité antivirale, la Lamivudine doit subir 3 phosphorylations 
successives (figure n° 3): 
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Lamivudine diphosphate 
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Lamivudine triphosphate (active) 

figure n° 3 

PHOSPHORYLATIONS SUCCESSIVES DE LA LAMIVUDINE 
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Ces trois phosphorylations sont réalisées par des enzymes différentes : 

• la première est due à la déoxycytidine kinase 
• la deuxième est réalisée par la cytidine monophosphate kinase 
• la troisième grâce à la nucléoside diphosphate kinase. 

Une fois métabolisée, la lamivudine tri-phosphate va entrer en compétition avec le 
substrat naturel de l'ADN polymérase: la déoxycytidine tri-phosphate. 

En effet, la Lamivudine et la déoxycytidine ont une structure chimique très proche : 

NH2 

OH--C 

Lamivudine Déoxvcytidine 

Le 3TC-TP va donc rentrer en compétition avec le dC-TP au niveau du site de 
fixation de l'ADN polymérase. Ce phénomène de compétition nécessite donc que la 
Lamivudine soit présente en quantité importante : plus la concentration en 3TC-TP 
est forte, moins le dC-TP sera incorporé et plus l'inhibition de l'ADN polymérase sera 
importante. 

L'efficacité de la Lamivudine dépend donc de la concentration de 3TC-TP que l'on 
retrouvera au niveau de l'ADN du VHB : 
On voit donc très nettement la relation entre : (graphe 1) 

c:> les concentrations de 3TC et l'incorporation du dC 
c:> les concentrations de 3TC et 1 'inhibition de l'ADN polymérase. 
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Une fois l'analogue nucléosidique fixé sur l'ADN polymérase, celle-ci est inactivée de 
façon définitive : le 3TC-TP est ensuite déphosphorylé pour ne donner plus que le 
3TC-MP ; qui va rester fixé sur l'enzyme : 

p ADN+ 3TC-TP --~ -~ p ADN-3-TC-TP --
(active) 

2. Pharmacocinétique 

La Lamivudine présente l'avantage d'être absorbée par voie orale: 

:::::>Sa biodisponibilité est d'environ 86 à 88%. 
:::::>Elle est distribuée dans tout l'organisme. 
=>Le taux de fixation protéique est de 36% 

p ADN-3TC-MP 
(inactive) 

:::::>Sa demi-vie d'élimination est de 6,2 heures,. ce qui permet de ne donner 
qu'une seule prise par jour. 

Il est à noter que cette pharmacocinétique n'est que faiblement modifiée chez un 
sujet souffrant de dysfonctionnement hépatique. 

3. Tolérance 

Les effets indésirables dus à la Lamivudine ont été évalués dans les 
différentes études réalisés afin de déterminer l'efficacité de ce traitement. les 
résultats obtenus sont regroupés dans le tableau 2 et le graphe 2. 

Globalement, l'incidence des effets indésirables est identique entre le groupe traité 
par placebo et par la Lamivudine. 

La toxicité des antiviraux s'explique par le fait qu'ils inhibent l'ADN viral, mais 
également (pour certains seulement), l'ADN mitochondrial des cellules non infectées. 
C'est l'inhibition de l'ADN mitochondrial qui est responsable des effets indésirables. 
Or, la Lamivudine n'a qu'une très faibles affinité pour cet ADN mitochondrial, il est 
donc normal qu'elle soit très bien tolérée. 
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Infections 
respiratoires 
toux 

inflammation 
de la gorge 
irritation nasale 

douleurs musculaires 

inconfort abdominal 

diarrhées 

nausées, 
vomissements 
augmentation ALAT 

maux de tête 

fatigue 

vertiges 

fièvre 

chute de cheveux 

troubles du sommeil 

paresthésies 

rash cutané 

LAI DIENSTAG 1 DIENSTAG Il TASSOPOULOS NEVENS 

35% 3% 

15% 

16% 

8% 

2% 1% 0% 2% 

12% 3% 4% 

18% 1% 6% 3% 

8% 2% 9% 3% 

2% 3% 10% 

15% 2% 9% 10% 

13% 3% 19% 8% 

7% 1% 1% 

7% 2% 5% 

2% 

4% 

3% 

1% 6% 

Tableau 2. Effets indésirables répertoriés dans différentes études 
avec 1 OO mg/jour de Lamivudine 

0% 

0% 

1% 

0% 

1% 

1% 

1% 
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La Lamivudine est un nouvel analogue nucléosidique très prometteur. Son 
efficacité a été testée dans de nombreuses études afin d'évaluer les avantages de 
cette molécule par rapport aux traitements existant actuellement. En ·effet, la 
Lamivudine peut être utilisée pour traiter des patients atteints d'une hépatite B 
chronique, mais également en post-transplantation hépatique, afin d'éviter la 
réinfection du greffon par le virus de l'hépatite B. 

Différentes études ont donc été réalisées chez différentes catégories de patients : 

c:> des patients porteurs du VHB, chez qui la Lamivudine est utilisée comme 
traitement de première intention. 

c:> des patients ayant déjà subis un traitement par INTERFERON , sans 
résultat. 

c:> des patients ayant subis une transplantation hépatique et traités par la 
Lamivudine afin d'éviter la réinfection du greffon par le VHB. 

1 . Etude chez des souches sauvages 

A. La Lamivudine comme traitement de première intention: 

a. Etude de NEVENS (1997) ((6)) 

Cette étude est réalisée sur 51 patients pendant une durée de 6 mois. 
Ces patients sont divisés en 3 groupes: 

• un groupe de 11 patients traités par 25 mg/jour 
• un groupe de 24 patients traités par 1 OO mg/jour 
• le dernier groupe de 16 patients traités par 300 mg /jour 

Ces patients seront ensuite suivis pendant une durée de 20 semaines après l'arrêt du 
traitement. 

Les résultats obtenus sont regroupés dans le tableau 3. 

b.Etude multicentrique américaine de TAN/KAWA (1998) ((7)) 

Cette étude a été réalisée chez 137 patients américains, en double aveugle. 
Ces patients ont été répartis en 2 groupes et traités pendant 52 semaines de la façon 
suivante: 

• le 1er groupe reçoit 1 OO mg par jour de Lamivudine. 
• le 2ème groupe est traité par placebo 
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Cette étude permet d'évaluer l'efficacité de la Lamivudine selon différents critères : 

c:> La séroconversion HBe 
c:> La normalisation des transaminases 
c:> La nécrose inflammatoire 

1. Etude de la séroconversion HBe 

La séroconversion HBe peut être obtenue grâce à l'utilisation de la 
Lamivudine. Après un traitement par 1 OO mg par jour, on obtient les résultats décrits 
sur la figure n°4. 

2. efficacité de la Lamivudine sur l'élévation des transaminases. 

Dès l'instauration du traitement, on constate une régression voire une 
normalisation des transaminases chez les patients traités par la Lamivudine. 

Les résultats obtenus sont regroupés dans le tableau 3. 

Effets indésirables : 

Il se produit parfois l'effet inverse, avec une élévation de ces enzymes 
hépatiques, ce qui survient dans moins de 15% des cas, et qui est considéré comme 
un effet indésirable de la Lamivudine. 

Cette élévation des transaminases peut se faire dans différentes proportions : 

O le niveau le plus couramment obtenu est une augmentation de grade 
3, soit entre 3, 1 à 1 o fois la valeur normale. Cette élévation se 
retrouve ici chez moins de 15% des patients 

o une élévation supérieure est parfois observée: le grade 4 (qui signe 
un augmentation des transaminases à plus de 1 O fois la normale) est 
tout de même plus rare, et ne se retrouve que chez 6% des patients 
touchés par cet effet indésirable. 

3. étude de la nécrose inflammatoire 

Elle permet ainsi d'évaluer, grâce à différentes biopsies hépatiques, l'efficacité du 
traitement instauré. 

>- On obtient à la fin du traitement une diminution de cette nécrose 
hépatique chez 52% des patients traités par la Lamivudine contre 
seulement 25% des patients traités par placebo. 

>- Par contre, cette nécrose augmente chez 26% des patients ayant 
reçus un placebo à la place de la Lamivudine. 
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Etude de la séroconversion obtenue à la fin du 
traitement* 

Lamivudine DAg HBe (+) 
llAg HBe (-) 
•Ac Anti HBe (+) 

placebo 

15°/o 17°/o - So/o 

as01o 
68°/o *TANIKA WA, Hepatology 1997 

Figure 4 
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c.Etude de LAI sur 358 patients chinois (1998) ((8)) 

Cette étude à été réalisée sur une durée totale de 1 an, en double aveugle, sur 
358 patients chinois porteurs d'une hépatite B chronique. 

Ces patients sont répartis en 3 groupes: 
~ un groupe traité par 25 mg par jour de Lamivudine 
~ le deuxième groupe traité par 1 OO mg/ jour 
~ le 3ème groupe sert de référence et reçoit un placebo 

Certains effets indésirables ont tout de même été remarqués : 
• 1, 1 % (soit 3 patients) ont eu une légère augmentation des transaminases 

pendant le traitement. 
• cette élévation est moins fréquente chez les patients traités que chez ceux 

sous placebo (4, 1 %). 

Les résultats obtenus sont regroupés dans le tableau 3. 

c. Etude américaine de DIENSTAG (1999) ((9)) 

Cette étude a été menée aux Etats-Unis. Elle comporte 143 patients, divisés 
en 2 groupes : 

• un groupe de 66 patients traités par 1 OO mg par jour de Lamivudine 
• un groupe de 71 patients traités par placebo, servant de groupe témoin. 

Ces patients sont traités pendant une durée de 52 semaines, et seront ensuite suivis 
pendant une durée de 16 semaines afin d'étudier l'évolution après arrêt du traitement. 
Les résultats obtenus après une année de traitement sont regroupés dans le tableau 
3. 

> aggravation des lésions : 
- 11 % des patients traités par la Lamivudine ont des lésions hépatiques 
plus importantes qu'avant le traitement. 
- contre 24% des patients dans le groupe placebo (17 sur 71 patients) 

)> une augmentation de la nécrose inflammatoire : 
c:> chez 5% des patients recevant la Lamivudine 
c:> chez 20% des patients du groupe témoin. 
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A l'arrêt du traitement : 

~ Etude de la disparition de l'Ag HBe: 

Six semaines après l'arrêt du traitement, cet Ag réapparaît chez 4 patients. Par 
contre, on observe la disparition de cet Ag chez 2 patients qui présentaient toujours 
l'Ag HBe après les 52 semaines de traitement par la Lamivudine. 

~ Réponse biochimique 

Après les 6 semaines d'arrêt, elles restent normales chez 44% des patients. 

Etude des mutations : 

Le génome du VHB est analysé chez chaque patient, avant le traitement et après les 
52 semaines de Lamivudine. 

Après les 52 semaines de traitement, 14% des patients ont une mutation YMDD au 
niveau du site de l'ADN polymérase. 
Seuls les patients sans mutation ont pu obtenir une séroconversion HBe. 

La réponse histologique est différente selon les patients présentant ou non une 
mutation. 
Pour les patients p~ésentant une mutation : 

c:> A la 52erne semaine, seulement 43% des patients présentant une 
amélioration histologique. 

c:> Après 6 semaines d'arrêt de traitement, le taux d'ADN viral est les 
transaminases sont plus augmentés : 

ADN VHB = 112 pg/ml 
ALAT = 110 Ul/1 

B. Etude chez des patients chez qui !'INTERFERON n'a pas été efficace : 

étude multicentrique américaine de DIENSTAG (1996) ((10)) 

Cette étude a été réalisée en double aveugle, sur 32 patients, dont 17 d'entre 
eux n'avaient pas répondu à un traitement préalable par Interféron. Ces patients ont 
reçus de la Lamivudine, cela pendant une durée de 12 semaines à des doses de 25, 
1 OO ou 300 mg par jour afin d'évaluer l'efficacité de cette molécule, ainsi que la dose 
thérapeutique donnant les meilleurs résultats. 
Ces patients seront ensuite suivis pendant une durée moyenne de 36 semaines. 

L'évolution de l'ADN viral pendant le traitement et après l'arrêt de la 
Lamivudine sont regroupés sur les graphes 3 et 4 . 
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C. Patient ayant subis une transplantation hépatique : 

La Lamivudine comme agent prophvlactigue d'une réinfection par le 
VHB après une transplantation hépatique :étude de GRELLIER (1996) 
((11)) 

La transplantation hépatique peut être une solution pour certains patients. Le 
problème, mis à part l'acceptation du greffon par l'organisme, réside dans la 
fréquence de la réinfection de ce greffon par le virus de l'hépatite B. 

L'utilisation de nouveaux analogues nucléosidiques tels la Lamivudine peut 
permettre d'éviter la réinfection du greffon par le VHB. 

Cette étude a été réalisée sur 17 patients, tous présentant un Ag HBs (+), et devant 
subir une transplantation hépatique. Cette étude vise à démontrer l'efficacité de la 
Lamivudine comme agent prophylactique d'une réinfection après une transplantation 
hépatique. 

Parmi les 17 patients sélectionnés : 

• 4 patients sont décédés avant transplantation, en raison de : 
* une péritonite 
* une hémorragie 
* une septicémie 
* un syndrome hépatorénal 

• 1 malade a été exclu de l'étude pour des problèmes de thrombose. 

• 12 patients ont finalement pu être transplantés. 
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Diagramme récapitulatif 

4 décès 

1 décès en 
post-i ntervention 

17 patients 

12 patients transplantés 

1 O patients traités par la 
Lamivudine 

1 

1 patient exclu 

1 suicide 

i 
1 patient porteur 

. r , 
9 patients repondeurs : 

d'un mutant du VHB, 
résistant au traitement 

Ag HBs (-) 
ALAT< N 
ADN VHB (-) 

Pour les 1 O patients transplantés, les résultats sont regroupés dans le tableau 3. 
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DIENSTAG NEVENS TANIKAWA LAI DIENSTAG GRELLIER ~ 

N =32 N = 51 N = 137 N =358 N = 137 N = 17 1 
25 mg/j 100 mg/j 300 mg/j 25 mg/j 100 mg/j 300 mg/j placebo 100 mg/j placebo 25 mg/j 100 mg/j placebo 100 mg I j 100 mg/j ' ' ; 
n = 10 n = 11 n = 11 n = 11 n =24 n = 16 n = 71 n = 66 n = 73 n = 142 n = 143 n = 71 n=66 l 

Homme et Femme Homme et Femme Homme et Femme Homme et Femme Homme et Femme Homme et Femmell 
18à70ans 18 à 70 ans 18 à 76 ans 16à70ans 18 ans minimum transplantation 1 

l 

caratéristiques 17 non répondeurs à l'IFN 43% blans 49% asiatiques hépatique 1 

! 
des patients Ag HBs (+) Ag HBs (+) Ag HBs (+) Ag HBs(+) Ag HBs (+) Ag HBs (+) ' i 

Ag HBe (+) Ag HBe (+) Ag HBe (+) Ag HBe (+) Ag HBe (+) Ag HBe (+) l 
ADN VHB (+) ADN VHB (+) ADN VHB (+) ADN VHB (+) ADN VHB (+) ADN VHB (+) ; 

' ! 
ALAT < 300 Ul/I ALAT = 10N ALAT > 1,3 N ' ! 

Durée de traitement 12 semaines 24 semaines 52 semaines 52 semaines 52 semaines 24 semaines l 
! 
i 

% de patients avec 0% 20% 20% ? ? ? 5% 15% ? ? ? 11% 32% 88°.4 
! 

Ag HBe (-) i 
! 
~ 
' 

% de patients avec 6% 17% 16% 0% 3% 1% 6% 17% 4% 13% 16% 5% 16% ? i • 1 

séroconversion HBe 
1 

% de patients avec 7% 41% 38% 64% 45% 36% 8% 40% 24% 65% 72% 7% 41% 68°1 
des transaminases ' j 
normales l 

f 
i 

Diminution du 25% 52% 48% ? ? ? 25% 50% 25% 49% 56% 34% 64% ? 
; 

1 
score de KNODELL i 

% de patients avec 70% 100% 100% 58% 93% 88% ? ? ? ? ? 16% 44% 80o/cj 
ADN VHB (-) i 

l 

suivi du traitement 36 semaines 20 semaines aucun aucun 16 semaines aucun ; 
i 

% de patients ayant 0% 36% 18% 48% 67% 53% ? ? ? ? ? 73% ? ~ 
; 

maintenu leur résultat ; 

mutants apparus 9% avec 14% 10% 
pendant le sauvage + résistant ~ 

~ 
traitement 5% avec souche \ 

résistance ; 
; 

seule ' ; ; 

Tableau 3. Résultats obtenus dans les différentes études citées. 



Il. Etude chez des souches mutantes 

Efficacité de la Lamivudine chez des patients parleurs d'une hépatite B chronique à 
forme mutante. : étude de TASSOPOULOS (1999). ((12)) 

Cette étude a été réalisée en double aveugle, contre un groupe placebo. 
• un groupe de 60 patients est traité par 1 OO mg de Lamivudine par jour, pendant 

une durée de 52 semaines. 
• un groupe témoin de 65 patients reçoit un placebo, pendant une durée de 26 

semaines. 

Les patients inclus dans l'étude sont des porteurs chroniques de l'hépatite B à forme 
mutante. 
Ils seront suivis pendant une durée de 26 semaines après arrêt du traitement. 
Les résultats obtenus sont regroupés sur le tableau 4 : 
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TASSOPOULOS 
N = 125 

placebo 100 mg I jour 
n = 65 n = 60 

Homme et Femme 
16 à 70 ans 

caractéristiques Ag HBs (+) 
des patients Ag HBe (+) 

ADN VHB (+) 
1,5N<ALAT<10N 

VHB à forme mutante 

Durée du traitement 28 semaines 52 semaines 

% de patients ayant 
un ADN VHB (-) 25% 90% 

0/o de patients avec 5% 63% 
des transaminases 
normales 

Diminution du 7% 60% 
score de KNODELL 

A la fin du traitement 27% 
émergence de mutants 

Suivi après arrêt du traitement 26 semaines 

Ag HBe (-)maintenu 80o/o 

Tableau 4. Etude de TASSOPOULOS 
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La Lamivudine semble, à la suite des études menées, un analogue 
nucléosidiques donnant de bons résultats, et pourrait donc être très utile pour lutter 
contre l'hépatite B, notamment en post-transplantation, afin de prévenir la réinfection 
du greffon par le virus de l'hépatite B . 

Le problème majeur causé par la Lamivudine réside dans l'émergence de 
mutants devenant résistants au traitement. 

Différentes études ont été réalisées afin d'évaluer l'impact clinique des 
résistances : 

1. Etude de patients transplantés où la Lamivudine est utilisée pour lutter contre la 
réinfection du greffon : 

Etude chez un patient porteur d'un virus mutant résistant : étude de TIPPLES. 
(1996) ((13)) 

Il s'agit d'une patiente de 40 ans infecté par le VHB depuis 1985. Cette 
patiente a été traité par Interféron en 1992, mais ce traitement a du être interrompu à 
la suite de thrombopénie importante. 
Devant l'aggravation de son atteinte hépatique avec cirrhose, ascite et oedème, on 
décide de réaliser une transplantation hépatique suivie d'un traitement par la 
Lamivudine à 1 OO mg par jour. 

les résultats obtenus sont regroupés sur le graphe 5. 

Etude des mutations : 

On retrouve donc, ici aussi, une mutation principale sur le site catalytique de 
l'ADN polymérase virale (le motif YMDD). Cette mutation a donc un rôle primordial 
dans l'apparition des mutants résistants à la Lamivudine. Le rôle des mutations 
associées, bien que non encore élucidé, semble potentialiser la résistance. 
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Etude de HONKOOP (1997) ((14)) 

Cette étude a été menée chez 14 patients, ayant reçu une transplantation 
hépatique, et ayant donc un traitement immunosuppresseur pour lutter contre le rejet 
de greffe. Ces patients sont donc traités par 1 OO mg de Lamivudine par jour, ce 
traitement étant instauré afin d'éviter la réinfection du greffon par le virus. 
Cette étude se poursuit sur une durée de 60 semaines. 

Les patients inclus dans cette étude ont été sélectionnés selon les critères 
suivants: 

• patients ayant subis une transplantation hépatique. 
• sont âgés de 17 à 50 ans. 
• ont été traités par la Lamivudine en monothérapie pendant au moins 

les 6 mois précédant la greffe. 
• HBV DNA (+) 
• ALAT > 3 N 

Après 26 semaines de traitement, 5 patients parmi les 14 ont des signes de 
reprise de l'hépatite : 

c:> réapparition de l'ADN VHB 
c:> réaugmentation des transaminases. 

Un patient est exclu de l'étude car il est non compliant à la thérapie, et a donc 
été réinfecté par le VHB à la suite de la transplantation. 

Ces résultats sont regroupés sur le graphe 6 : 
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2. Etude des mutations responsables de la résistance du VHB. 

Etude de CHAYAMA et al. (1998) ((15)) 

Cette étude a été réalisée sur 20 patients. 
ces patients sont recrutés selon les critères suivants : 

•patients d'origine japonaise 
•adultes 
•ont été traités pendant 2 ans par la Lamivudine 
•sont désormais résistant au traitement 

Le génome de ces patients a été analysé par PCR, avant et après l'apparition de 
mutants résistants au traitement. 

Différentes mutations ont été identifiées : 

~ au niveau de l'ADN polymérase 
~ au niveau de la région codant pour l'Ag HBs 

Ces résultats sont regroupés dans le tableau 5. 

3. Etude des différentes mutations du motif YMDD 

Différentes mutations du site YMDD ont donc été identifiées. On a ainsi 
constaté que ces mutations portaient sur le même acide aminé. On a donc étudié les 
différents variants existants , afin de mieux comprendre le rôle de cette mutation. 
((16)) 

On ainsi créé différents mutants, en substituant la méthionine du motif YMDD 
par d'autres acides aminés: 

~ l'isoleucine mutant YIDD 
~ la valine mutant YVDD 
~l'alanine : mutant YADD 
~la leucine : mutant YLDD 
~ la lysine : mutant YKDD 
~ l'arginine : mutant YRDD 
~ la thréonine : mutant YTDD 

On obtient ainsi les génomes suivants (figure n°5): 
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[ ADN polymérase du VHB ) 

type sauvage 

variant YlDD 

variant YVDD 

variant Y AOD 

variant YLDD 

variant YKDD 

variant YRDD 

variant YTDD 

nt593 

TGT TTG GCT TTC AGT TAT ATG GAT GAT GTG GTA TTG GGG 
Y M 0 0 

TGT TTG GCT TTC AGT TAT ATT GAT GAT GTG GTA TTG GGG 
Y 1 D 0 

TGT TTG GCT TTC AGT TAT GTG GAT GAT GTG GTA TTG GGG 
Y V D D 

TGT TTG GCT TTC AGT TAT GCG GAT GAT GTG GTA TTG GGG 
Y V 0 D 

TGT TTG GCT TTC AGT TAT TTG GAT GAT GTG GTA TTG GGG 
Y L D D 

TGT TTG GCT TTC AGT TAT AAG GAT GAT GTG GTA TTG GGG 
Y K D D 

nt634 

TGT TTG GCT TTC AGT TAT AGG GAT GAT GTG GTA TTG GGG 
Y R D D 

TGT TTG GCT TTC AGT TAT ACG GAT GAT GTG GTA TTG GGG 
Y T D D 

Figure 5. Mutations du motif YMDD 
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Après avoir créer les différents mutants, l'étude a montrée que 4 d'entre eux 
étaient réplicables : l'isoleucine, la valine, l'alanine, la leucine. ((17)) 
Mais seulement deux de ces variants, l'isoleucine et la valine, sont résistants à la 
Lamivudine. Or, ce sont ces deux variants qui sont retrouvés chez les patients 
résistants à la Lamivudine. Les autres variants réplicables, l'alanine et la leucine, ne 
sont pas résistants à la Lamivudine. 

Il apparaît ainsi qu'une seule mutation au niveau du site YMDD suffit à 
provoquer une résistance du virus à la Lamivudine. Les autres mutations retrouvées 
parfois en dehors du motif YMDD sont donc secondaires, et leur rôle n'est pas encore 
élucidé. 

a. Rôle de la substitution de la méthionine par un autre acide aminé : 

La structure de l'ADN polymérase a été idéntifiée et est représenté sur 
la figure n°6. 

L'ADN polymérase est codé par un ensemble de nucléotides, allant du nucléotide 411 
au nucléotide 895. Parmi ces nucléotides, 12 d'entre eux sont responsables du motif 
YMDD (du nucléotide 736 au 747). 

Ce motif YMDD est situé au niveau du site catalytique de l'ADN polymérase, et a 
donc un rôle essentiel dans la duplication de l'ADN viral. ((18; 19;20)) 

La Lamivudine se fixe sur l'ADN polymérase et empêche la multiplication du 
virus. 

• En l'absence de mutation : 

Elle se fixe sur les acides amines 521 à 537 qui codent une hélice de l'ADN 
polymérase, adjacente au motif YMDD. 
La distance entre la méthionine 528 et la leucine 552 du motif YMDD. 
La distance entre ces deux acides aminés est de 0,8 A0

• Cette distance est très faible 
et permet l'existence d'une liaison de type Van Der Waals. 

• Lors d'une mutation sur le motif YMDD: 

Lors de cette mutation, la méthionine 528 est remplacée par la Leucine. De même, la 
méthionine 552 est remplacée par la valine. La distance qui séparait ces deux hélices 
passe donc de 0,8 A0 à 4A0

• Cette distance devient trop grande, et ne permet plus 
d'établir une liaison de van Der Waals et donc ne permettant plus la fixation de la 
Lamivudine. 

41 



figure 2 

REPRESENTATION EN 30 DE L'ADN POL YMERASE 
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Autres mutations observées: 

Mis à part la mutation du motif YMDD, on retrouve d'autres différences entre le 
génome des mutants et celui du virus original : 

• une mutation de l'acide aminé 501 : la leucine est remplacée par un 
autre acide aminé. 

• l'acide aminé 515 est également modifié : la leucine est substituée 
par la méthionine. 

• Le tryptophane en position 196 (se trouvant donc sur la protéine S) et 
remplacé par l'arginine. 

b. Conséquences des mutations. 

Les mutations observées sur l'ADN polymérase ont différentes conséquences pour le 
virus, au niveau de : 

c:> la réplication de l'ADN viral 
c:> la sécrétion de l'Ag HBs 

Comme nous venons de la voir, certains mutants YMDD ne sont pas réplicables. 
C'est le cas des mutants YKDD, YRDD et YTDD. (graphe 7) 
D'autres variants permettent toujours une réplication, comme YIDD, YVDD, YADD et 
YLDD. La substitution de la méthionine par un autre acide aminé n'est pas sans 
conséquence sur la synthèse de l'ADN viral. En effet, on constate que la quantité 
d'ADN synthétisé par un virus mutant et bien plus faible que celle synthétisée par une 
ADN polymérase non mutante. On chiffre la quantité d'ADN synthétisée par une 
souche mutante à environ 7 fois inférieure à une souche sauvage. 

Les mutations observées peuvent aussi avoir une conséquence sur la sécrétion de 
l'Ag HBs. En effet, la substitution de la méthionine par un autre acide aminé affecte 
également la protéine responsable de la synthèse de l'Ag HBs. 

En effet, on a obtenu différents résultats par comparaison de la sécrétion de 
1 'Ag HBs par les différents mutants synthétisés lors de cette étude. On constate ainsi 
que certains mutants (YADD, YKDD, YTDD) ne sécrètent pas d'Ag HBs. (figure n°7) 

Ces résultats s'expliquent par la mutation observées sur la protéine S : 
le tryptophane en position 196 est remplacé par l'arginine : un acide amine 
hydrophobe (le tryptophane) est donc remplacé par un acide aminé hydrophile 
(l'arginine). L'Ag HBs, même s'il est toujours synthétisé, ne peut donc plus être 
excrété à l'extérieur du cytoplasme de la cellule. C'est donc pour cela que l'on ne 
retrouve pas de trace de cet Ag. 
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REPLICATION DES DIFFERENTS MUTANTS* ' ~ 
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[-sé~ré;lo~ d'A~-HBs~~e-J 1 Sécrétion d'Ag HBs négative 

YMDD GTT ATA TGG ATG ATG TGG YADD GTI ATG CGG ATG ATG TGG 
V 1 w M M w V M R M M W 

YIDD GTT ATA TTG ATG ATG TGG YKDD GTT ATA AGG ATG ATG TGG 
V 1 L M M w V 1 R M M W 

YVDD GTT ATG TGG ATG ATG TGG YTDD GTT ATA CGG ATG ATG TGG 
V M w M M w V 1 R M M W 

YLDD GTT ATT TGG ATG ATG TGG 
V 1 w M M w 

YRDD GTT ATA GGG ATG ATG TGG 
V 1 G M M w 

Fiaure 7 

Sécrétion de l'Ag HBs chez les différents mutants 

Lt) 
.q-



Dose de Lamivudine 

caratéristiques 
des patients 

Statut clinique 

Durée du traitement 

Apparition d'une 
résistance au traitement 

mutations du 
motif YMDD de l'ADN 
polymérase 
mutation du motif 
responsable de 
l'Ag HBs 

CHAYAMA HONKOOP TIPPLES 
N = 20 N = 14 N=1 

100 mg I jour 100 mg I jour 100 mg/ jour 

Homme et Femme Homme et Femme Femme 
20 à 70 ans 17 à 50 ans 40 ans 
japonais cocasiens cocasien 
Ag HBs (+) Ag HBs (+) Ag HBs (+) 
Ag HBe (+) Ag HBe (+) Ag HBe (+) 

ADN VHB (+) ADN VHB (+) ADN VHB (+) 
ALAT>3N 

VHB chronique VHB chronique Transplantation hépatique 

24 mois 60 semaines 33 semaines 

17 mois 26 semaines 28 semaines 

YVDD 3 patients YIDD YIDDIVL au lieu de YLDDWL 
1 patient YVDD 

nt 195: nt 196: 
lie~ Met Try 7 Leu 

Tableau 5. Etude des mutations du génome du VHB 

c.o 
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La Lamivudine s'avère donc être un analogue nucléosidique intéressant, qui 
permet d'obtenir de bons résultats chez les patients naïfs (n'ayant reçu aucun 
traitement préalable) comme chez les patients ayant déjà reçu un traitement par 
Interféron qui n'a pas été efficace. 

La plupart des études ont été réalisées avec différentes posologies de 
Lamivudine : 25 mg, 1 OO ou 300 mg I jour de Lamivudine. 

La dose de 1 OO mg/jour a été retenue car elle semble donner les meilleurs 
résultats: 

• une séroconversion HBe dans 38% des cas. 
• une normalisation des transaminases dans 51% des cas. 
• une diminution du score de KNODELL dans 55% des cas. 

Les principaux problèmes posés par ce traitement sont : 
- la reprise de la réplication virale à l'arrêt du traitement 
- l'émergence de mutants résistants à la Lamivudine 

Après l'arrêt du traitement, on observe que les résultats obtenus sont 
maintenus pendant plusieurs mois : en moyenne, on note que les résultats obtenus 
(séroconversion HBe, négativation de l'ADN viral) sont maintenus dans 80% des cas, 
après un arrêt de traitement d'environ 19 mois. 

D'autre part, l'émergence de mutants résistants à la Lamivudine est également 
un problème auquel les cliniciens sont confrontés. 
En moyenne, les mutants apparaissent après 6 à 7 mois de traitement. Les mutations 
retrouvées sont principalement : 

• le motif YMDD 
• des mutations associées dont le rôle n'a pas encore été élucidé. 
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1 LE FAMCICLOVIR 1 
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Le Famciclovir est un analogue nucléosidique possédant la formule suivante : 

H2 

AcO 

Le Famciclovir est un analogue nucléosidique, pro-drogue du penciclovir, 
utilisé contre les virus de l'herpès. Le Famciclovir présente l'avantage d'être 
administrable per os, contrairement au penciclovir qui n'est actif que par voie 
intraveineuse. 

Devenir du famciclovir dans l'organisme: 

• Le Famciclovir est administré par voie orale. Il reste dans la lumière 
intestinale pendant 15 à 30 minutes, et est absorbé intact. 

• Le Famciclovir passe dans la veine porte et se retrouve au niveau du foie. 
Le foie est un organe riche en enzymes, et notamment en xanthine 
oxydase, capable de métaboliser la molécule, avec élimination des deux 
groupements acétyle. 

• La xanthine oxydase transforme le famciclovir en penciclovir : la base purine 
est oxydée. 

La métabolisation du Famciclovir est représentée sur la figure n°8 : 
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HO 

NH2 

AcO 

HO 

AcO 

NH2 

OH 

OH 

figure n°8 

METABOLISATION DU FAMCICLOVIR : Voie principale 
( (21)) 

2 

NH2 
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Au niveau sanguin : 

Seul le famciclovir métabolisé entièrement au niveau du foie peut exercer son 
activité antivirale. En effet, le famciclovir qui se retrouve au niveau sanguin ne peut 
pas être métabolisé en penciclovir car on ne retrouve pas de xanthine oxydase dans 
le sang. Donc, même si le famciclovir a subit les deux désacétylations, la fonction 
purine ne peut pas être oxydée, et ne peut donc pas obtenir le penciclovir. 

Mode d'action : 

Une fois métabolisé en penciclovir, cet analogue nucléotidique doit subir de 
nouvelles transformations avant de pouvoir exercer son activité antivirale. 

En effet, il doit ensuite subir trois phosphorylations successives pour aboutir au 
métabolite actif : le penciclovir tri-phosphate. · 
Il va entrer en compétition avec le substrat naturel de l'ADN polymérase : le déoxy-
guanine tri-phosphate. Une fois fixé sur l'ADN polymérase, le penciclovir inhibe 
l'élongation de la chaîne d'ADN et bloque ainsi toute réplication. 

Pharmacocinétique 

c:> Après administration orale, le famciclovir est absorbé rapidement, puis est 
transformé en composé actif : le penciclovir 

c:> la biodisponibilité du penciclovir après absorption orale du famciclovir est de 
77% 

c:> Le pic plasmatique de penciclovir après administration orale se produit 
après 45 minutes. 

c:> le taux de liaison aux protéines plasmatiques est faible (inférieur à 20%), 
avec une demi-vie plasmatique de 2,3 heures. La courte demi-vie explique 
le fait qu'il faut trois administrations en 24 heures, afin d'obtenir une 
concentration plasmatique efficace de façon continue. 

c:> Après des prises répétées de famciclovir, on ne décèle aucun signe 
d'accumulation du penciclovir. 
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Effets indésirables : 

Le famciclovir semble très bien supporté. On relève tout de même quelques 
effets indésirables : 

);;> céphalées 
);;> nausées 
);;> vomissements 
);;> rares cas de confusion chez les personnes âgées 
>vertiges 
);;> hallucinations 
);;> éruptions cutanées de type urticaire. 

52 



Plusieurs études ont testées le famciclovir chez des patients ayant subis une 
transplantation hépatique, comme chez des patients n'ayant pas répondus aux autres 
traitements. 

A. Efficacité du Famciclovir comme traitement de première intention 

1. Etude de BENNER (1996) ((22)) 

Cette étude a été réalisée chez 7 patients porteurs du virus de l'hépatite B. 
Ces patients sont à un stade avancé de cirrhose décompensée. 
Ces patients ont les caractéristiques suivantes : 

~Ag HBe (+) 
~ ALAT > 7N 
~ADN VHB (+) 

Ces patients sont traités par du famciclovir à des doses de 500 mg trois fois par jour. 
le traitement est établie pour une durée minimale de 78 jours. 
Les résultats obtenus sont regroupés dans la tableau 6. 

2. Etude en double aveugle. pour prouver l'efficacité du famciclovir: 
étude de TREPO (1999) ((23)) 

Cette étude a été réalisée chez 333 patients, possédant les caractéristiques 
suivantes: 

• Ag HBe positif 
• Ag HBs positif 
• ADN viral positif 
• 73% de patients hommes 
• 74% de patients de race blanche. 
• 59% des patients ont subis un traitement préalable par INTERFERON. 

Cette étude a été menée contre un placebo, en double aveugle. Les patients sont 
traités par du famciclovir, cela pendant une durée de 16 semaines. 

Ces patients sont répartis en 3 groupes après tirage au sort: 
• Le premier groupe reçoit 125 mg de famciclovir trois fois par jour. 
• Le deuxième groupe est traité par 250 mg trois fois par jour 
• Le troisième groupe est traité par 500 mg trois fois par jour de 

famciclovir. 
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Les résultats obtenus sont regroupés dans le tableau 6. 

On constate que la diminution rapide de l'ADN viral et des transaminases est dose-
dépendante, la dose de 500 mg trois fois par jour semblant être la plus efficace. 
Ce traitement est également très bien toléré, car ces patients ne se plaignent d'effets 
indésirables gênants. 

B. Efficacité du Famciclovir en prévention de la réinfection du greffon 

Les patients porteurs d'une hépatite B chronique évolutive doivent parfois 
recourir à la transplantation comme dernier espoir de guérison. Après cette 
transplantation, ces patients reçoivent un traitement immunosuppresseur, afin de 
lutter contre le rejet de greffe. Mais ce traitement a comme inconvénient principal de 
favoriser la réapparition du virus de l'hépatite B, l'organisme ne possédant plus de 
défense naturelle pour lutter contre l'infection. On est ainsi confronter régulièrement à 
des cas d'hépatites en post-transplantation, dont 72% d'entre elles sont dues à une 
réactivation du VHB, réactivation qui conduit la plupart du temps au décès des 
patients. 

1. Etude de KRUGER (1995) ((24)) 

Cette étude est réalisée chez 11 patients, de janvier 90 à Juin 94. 
Ces patients ont subis une transplantation hépatique et possèdent les 
caractéristiques suivantes : 

c:> patients âgés de 36 à 68 ans 
c:> Ag HBs (+) 
c:> HBV DNA (+) 
c:> ALAT > 2N 

Le traitement est établi pour une durée de 45 semaines. Le traitement est 
instauré de la façon suivante : 

• 750 mg 3 fois par jour pendant 2 semaines. 
• 500 mg 3 fois par jour pendant 2 semaines. 
• puis 125 mg 3 fois par jour. 

Les résultats obtenus sont regroupés dans le tableau 6. 
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2. Etude de RABINOVITZ (1996) ((25)) 

Cette étude est réalisée chez 8 patients ayant subis une transplantation. 
Ces patients ont les caractéristiques suivantes : 

)- 6 hommes et 2 femmes 
)- patients âgés de 36 à 63 ans 
)- Ag HBe (+) 
)- ADN VHB (+) 

Ce traitement est instauré pour une durée de 27 semaines, avec des doses de 
famciclovir de 500 mg trois fois par jour. 

Les résultats obtenus figurent dans le tableau 6. 

3. Etude de GHANY (1998) ((26)) 

Un étude a été conduite chez 11 patients transplantés. Après la 
transplantation, ces patients ont reçus de Immunoglobulines anti-HBs comme 
immunoprophylaxie pour éviter la réinfection du greffon par le VHB. 

6 mois après la greffe, ces patients sont tous redevenus Ag HBs positif, ce qui 
signe la reprise de l'infection virale. 

Parmi ces patients, 5 sont co-infectés par le virus de l'hépatite D. 

Ces patients ont donc été traités par le famciclovir, à des doses de 500 mg 
trois fois par jour. Un seul patient parmi ces 11 a reçu les deux premières semaines 
des doses supérieures : 750 mg trois fois par jour. 

Les résultats sont présentés dans le tableau 6. 

Sur les 11 patients de cette étude, 1 patient est décédé à la suite d'une 
septicémie survenue sur une péritonite, mais cet incident n'a pas été mis en relation 
avec la prise de famciclovir. 
Après une interrogation des patients, le famciclovir semble être très bien supporté, et 
on ne relate aucun effet indésirable notable. 
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C. Le Famciclovir en traitement de deuxième intention chez des patients déjà 
résistants. 

Chez des patients ayant subis une transplantation hépatique : étude de 
WAL TERS et HONKOOP (1998). ((27)) 

Un étude a été réalisée sur 4 patients porteurs du VHB. Ces patients 
sont tout d'abord traités par la lamivudine à une dose journalière de 300 mg. 
Après 20 semaines de traitement, on obtient d'excellents résultats, avec une 
normalisation des transaminases et une négativation du taux d'ADN viral. 
Ces résultats perdurent jusqu'à la 72ème semaine, puis on voit réapparaître l'ADN viral 
et les transaminases réaugmentent. 

Devant cette résistance au traitement, on décide de séquencer l'ADN viral afin 
d'observer les mutations. 
On place également les patients sous un autre analogue nucléosidique : le 
famciclovir. 
Les résultats obtenus sont regroupés dans le tableau 6. 

On retrouve deux mutations différentes au niveau de l'acide aminé 552: 
~ M5521 
~ M552V 

Les deux mutations retrouvés au niveau du génome stabilisent la configuration 
de l'ADN polymérase. Le patient porteur de la mutation M5521 est également résistant 
au traitement. Or, la mutation M5521 est le précurseur de la mutation M552V. En 
réévaluant ce patient, on estime que ces deux mutations coexistent chez ce patient, 
ce qui explique la résistance au famciclovir. 

En conclusion : 

Seul un des 4 patients, porteurs d'une mutation M5521, répond au traitement par 
famciclovir, et voit le taux d'ADN viral se négativer, et les transaminases se 
normaliser. 
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BENN ER GHANY KRUGER 
N=7 N = 11 N = 11 

Dose journalière 500 mg 3 fois /jour 500 mg 3 fois I jour 750 mg 3 fois/j 2 sem. 
500 mg 3 fois/j 2 sem. 
puis 125 mQ 3 fois I i 

Homme et Femme Homme et Femme Hommes 
30 à 60 ans 31 à 64 ans 36 à 68 ans 

Caractéristiques cirrhose décompensée transplantés hépatiques transplantés hépatiques 
des patients lg HB en prophylaxie 

Ag HBs (+) Ag HBs (+) Ag HBs (+) 
Ag HBe (+) Ag HBe (+) Ag HBe (+) 
ADN VHB (+) ADN VHB (+) ADN VHB (+) 
ALAT > 2 N 5 patients VH D ( +) 

Durée de traitement 12 semaines 4 semaines 45 semaines 

% de patients avec ? 10% 11% 
une séroconversion HBe 

% de patients avec 
des transaminases 57% 73% 73% 
normales 

% de patients ayant 
un ADN VHB (-) 43% 88% 36% 

Tableau 6. Etude de l'efficacité du Famciclovir 

RABINOVITZ 
N=8 

500 mg 3 fois/jour 

6 Hommes et 2 Femmes 
36 à 63 ans 

transplantés hépatiques 

Ag HBs (+) 
Ag HBe (+) 
ADN VHB (+) 

27 semaines 

? 

50% 

37% 

" LO 



Le famciclovir semble donc être également un analogue nucléosidique 
donnant de bons résultats contre l'hépatite B, et permettant d'obtenir une 
normalisation des transaminases et une négativation de !'ADN viral. 

Il peut être utilisé en première intention tout comme à la suite d'autres traitements qui 
se sont avérés inefficaces. 

A. Etude chez des patients transplantés hépatiques : 

Etude de PICHOUD et al. (1999). ((28)) 

Cette étude a été mené chez un patient de 25 ans, porteur du virus de 
l'hépatite B depuis 1992. 
Un premier traitement par Interféron est instauré de Mai 1992 à Avril 1995 à la dose 
de 8 M UI 3 fois par semaine. 
Ce traitement s'avère inefficace car l'Ag HBe est toujours présent. On décide donc de 
remplacer !'Interféron par le Famciclovir à une dose de 500 mg trois fois par jour. 

On mène également une étude en parallèle sur 10 patients, répartis en 4 
groupes: 

* 5 patients traités par 500 mg 3 fois/jour 
* 1 patient traité par 250 mg 3 fois/jour 
* 3 patients traités par 125 mg 3 fois/jour 
* 1 patient témoin traité par placebo. 

Les résultats obtenus sont regroupés sur le graphe 8: 

On observe 2 mutations: 

~ une mutation au niveau de l'acide aminé 508 : la valine est 
remplacée par la leucine. 

~ une mutation de l'acide aminé 515 : la leucine est remplacée par la 
méthionine. 

Les mutations observées se répartissent différemment en fonction des groupes de 
patients et des doses de famciclovir administrées. (tableau 7) 
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Evolution de L' ADN VHB et des Transaminases* 

F AMCICLOVIR LAMIVUDINE 
250-r--~~~~~~~~~~~~~~~======~~====~ 

200--r-~~~~~~~-;:::==========================;~~~-t--;-~~~ 

-+-ADN VHB en pg/ml 
150 -- ALA T en Ul/L 

100--t-~~~~-----~~~~~~~~~~----~~------~~-

~ .1 •'• ~ ~ 50 ------- r 1 ------- • ----====- .. I { ======-

QI 'V'" V ~ • :: . . 1 • 

0 5 7 9 12 13 15 18 20 21 22 23 27 31 
Mois de traitement 

* PICHOUD et al. Hepatology 1999 
Graphe 8 

a> 
Lt) 



Jours de traitement 
antiviral 

pré-traitement 

87 

600 

816 

1329 

changement d'AA 

Jours de traitement gènes de 
au famciclovir l'ADN polymérase 

nt 297 nt 1498 nt 1511 nt 1519 nt 2008 nt 2331 

T G c c c G 

154 

370 G,T,C A 

883 c T T A A A 

aucun Val 449 Pro 503 Leu 506 aucun aucun 
Leu Leu Met 

Tableau 7. Mutations retrouvées après traitement par le famciclovir 

inhibition de 
l'ADN polymérase 
par le PCV-TP 

40% 

30% 

0% 

0% 

0 
(.0 



B. Etude de l'efficacité du famciclovir à la suite d'un autre traitement antiviral., chez 
des patients transplantés: Etude de AYE (199!) ((29)) 

Cette étude a été réalisée chez un patient transplanté hépatiques à la suite d'une 
hépatite B chronique. 
Ce patient possède les caractéristiques suivantes : 

• Homme de 42 ans 
.• Ag HBe (+) 
• Ag HBs (+) 
• ADN VHB (+) 

Le génome du virus de l'hépatite B est analysé entre les 816 et 1329ème jours 
de traitement, c'est-à-dire lorsque le patient est traité par 500 mg de famciclovir par 
jour. 

Les variations sont représentés sur le schéma. 
On observe plusieurs mutations qui sont apparues au cours du traitement, et 

qui peuvent expliquer la résistance du virus au famciclovir: 
plusieurs gènes subissent des mutations provoquant ou non des modifications des 
acides aminés correspondant : 

• le nucléotide 297: 
la thymine est remplacé par la cytosine. Cette mutation, qui est apparue au 1329ème 
jour, ne provoque pas de modification d'acide aminé. 

• le nucléotide 1498 : 
la guanine est ici modifiée dès le 816ème jour, et est remplacée par la thymine ou par 
la cytosine. L'acide aminé correspondant ( le numéro 499 ) ; la valine ; est remplacée 
par la leucine. 

• le nucléotide 1511 : 
la cytosine est remplacée par l'adénine dès le 816ème jour de traitement. Cette 
mutation provoque un changement de l'acide aminé 503 : la proline est remplacée 
par la leucine. 

• le nucléotide 1519 : 
la cytosine est remplacée, dès le 816ème jour de traitement, par l'alanine, ce qui 
provoque un changement d'acide aminé : la leucine en position 506 est remplacée 
par la méthionine. 

• D'autres mutations ont été retrouvés après le 1329ème jour de traitement : 

* le nucléotide 2008: la cytosine est remplacée par l'adénine, de même 
que le nucléotide 2331. 

* Ces deux dernières mutations ne provoquent pas de changement 
d'acide aminé. 
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PICHOUD et al. AYE et al. 

(N = 1) (N = 1) 
Homme Homme 
25 ans 42 ans 

caratéristiques Ag HBs (+) Ag HBs (+) 

des patients Ag HBe (+) Ag HBe (+) 
ADN VHB (+) ADN VHB (+) 
ALAT > 1,5 N transplantation hépatique 

Traitement préalable IFN de Mai 92 à Avril 95 Ganciclovir + Foscarnet: 86 j 
Ganciclovir: 87 jours 

Durée du traitement 31 Mois 446 jous : 250mg 3 fois/j 
Famciclovir 500 mg 3 fois I jour 500 jours: 500 mg 3 fois/j 
Apparition d'une 
résistance au traitement 23 Mois 21 O jous de FCV 

Valine 539 lsoleucine Valine 499 Leucine 
mutants observés Proline 503 Méthionine 

Leucine 506 Méthionine 

Tableau 8. Etude de la résistance du VHB au Famciclovir 

62 



Le Famciclovir est donc un analogue nucléosidique, précurseur du penciclovir 
connu pour son action antivirale. Ce précurseur présente l'avantage d'être 
administrable par voie orale. Il peut être utilisé seul ou en association avec un autre 
analogue nucléosidique, chez le patient naïf comme chez une personne ayant reçu 
un premier traitement par Interféron, s'étant avérer inefficace. 

Le famciclovir est utilisée à une posologie moyenne de 500 mg trois fois par jour. 
Cette posologie semble présenter un bon indice EFFICACITE/TOLERANCE, bien 
que d'une manière générale, cette molécule soit très bien supportée. 

Le problème majeur, comme pour les autres analogues nucléosidiques, 
réside dans l'émergence d'une résistance au traitement par mutations de FAON viral. 
Cette résistance apparaît après plusieurs mois de traitement, en moyenne après 20 
mois. 

Les mutations apparues ont été identifiées, bien que leurs rôles soient encore 
inconnus: 

* valine 539 isoleucine 
* valine 499 leucine 
* proline 503 méthionine 
* leucine 506 méthionine 

Le famciclovir peut donc être utilisé seul ou en association avec d'autre 
molécule antivirale afin d'obtenir une efficacité supérieure. 
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1 CAS CLINIQUE 1 
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Il s'agit d'un homme âgé de 41 ans, ayant consulté en raison d'une élévation des 
transaminases qui persiste depuis son épisode aiguë d'hépatite B en 1995. 

A la première consultation, ce patient présente le bilan suivant: 

ALAT = 5 N 
Ag HBs (+) 
ADN VHB = 187 ng/ml 
AcAnti HBc 

Devant ce bilan, on décide de réaliser une biopsie hépatique sous échographie 
afin d'évaluer la gravité des lésions. Après étude de la ponction, on diagnostique une 
hépatite B chronique, avec une activité modérer, accompagnée d'une cirrhose. Le 
score de KNODELL est évalué à 14. Devant ce diagnostic d'hépatite B chronique 
active, on décide de mettre en place un traitement antiviral, à base d'INTERFERON. 

• le 02104197 : 

• 10/97: 

On instaure donc un traitement par INTERFERON à la dose de 6 M UI 
en injection sous-cutanée 3 fois par semaine. Ce traitement est établi 
pour une durée minimale de 6 mois. 
Ce traitement semble bien supporté. Le patient ne se plaint pas de 
syndrome pseudo-grippal. L'activité professionnelle a pu également 
être poursuivie. 
Le traitement est donc bien supporté. 

Après 6 mois de traitement par interféron, on retrouve les résultats 
suivants: 

ADN VHB = 2000 pg/ml 
Ag HBs (+) 

Le traitement par interféron n'a donc donné aucune réponse, ni biologique, 
ni virologique. 

On décide d'instaurer un traitement par la Lamivudine, à des doses de 1 OO 
mg une fois par jour. La durée du traitement n'est pas fixé pour le moment, 
et dépendra de l'efficacité de cette molécule. 
Ce traitement est débuté le 24/10/97, et est instauré pour une durée 
d'environ 1 an. 
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• 12/98: 

• 03/99: 

Après plus d'un an de traitement, on refait un bilan biologique et virologique 
complet: 

c::> ADN VHB = 836 pg/ml 
c::> ALA T = 5 N 
c::> Ag HBs (+) 
c::> Ag HBe (+) 

Après une légère diminution de l'ADN viral, celui-ci augmente de nouveau. 
La Lamivudine n'est donc plus efficace, et n'a pas permis d'obtenir une 
séroconversion HBe . 

Un nouveau traitement est donc instauré: 
Lamivudine 1 OO mg I jour 
CYMEVAN (ganciclovir): 

c::> 1 o mg I kg I jour en IV pendant 5 jours 
c::> 5 mg / kg / jour en IV pendant les 14 jours suivants 
c::> relais par 1 g 3 fois /jour par voie orale. 

Malgré l'addition de CYMEVAN, les taux d'ADN du VHB ne cessent d'augmenter. On 
décide donc de passer de 3 grammes à 6 grammes de CYMEVAN par jour. 
Mais ces doses trop importantes sont mal supportés par le patient et, après 1 O jours 
de CYMEVAN à 6 grammes, on doit rediminuer à 3 grammes par jour. 
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Dates 06/12/96 14/12/96 31/01/97 27102197 02/04/97 
ADN VHB en pg/ml >2000 37 
ASAT en Ul/I 32 64 
ALAT en Ul/I 126 234 182 

Dates 17/07/97 31/07/97 18/08/97 24/09/97 20/11/97 
ADN VHB en pg/ml >2000 >2000 
ASAT en Ul/I 59 46 
ALAT en Ul/I 283 59 109 120 

Dates 25/03/98 28/04/98 29/05/98 03/07/98 30/07/98 
ADN VHB en pg/ml < 2,5 
ASAT en Ul/I 34 68 97 50 40 
ALAT en Ul/I 107 195 399 172 102 

Dates 01/12/98 05/01/99 01/03/99 30/03/99 11/05/99 
ADN VHB en pg/ml 836 925 1304 
ASAT en Ul/I 90 48 38 31 
ALAT en Ul/I 271 163 101 75 

Tableau 9. Valeurs biologiques 
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2ème cas clinique 

Il s'agit d'un homme âgé de 46 ans, ayant consulté pour une augmentation des 
transaminases. Ce patient est connu pour avoir été contaminé par le virus de 
l'hépatite B au début de l'année 1992. 

Ce patient présente le bilan suivant : 
ALAT = 2 N 
ADN VHB = 239 pg/ml 
Ag HBs (+) 
Ag HBe (+) 

• mai à décembre 1992 : 

Il a subit un premier traitement à base d'INTERFERON et de VIDARABINE de: 
Ce traitement s'établit de la façon suivante: 

* VIDARABINE IM 225 mg matin et soir du 25/05/92 au 21/06/92. 
* INTERFRON 8 MUI 3 fois/ semaine du 10/06/92 au 10/11/92. 
* Réduction de !'INTERFERON à 5 MUI/ injection du 10/11/92 au 

10/12/92. 
Ce premier traitement n'a pas été très efficace car on constate toujours, même 
plusieurs mois après l'arrêt du traitement, des transaminases élevées. 

• 10/02/94 au 03/08/94 : 

On instaure donc un deuxième traitement à base d'INTERFERON seul: 
INTERFERON 8 MUI 3 fois/semaine du. 
Ce deuxième traitement s'avère également inefficace. 

Devant la persistance d'un taux élevé de transaminases, on décide de 
pratiquer une biopsie hépatique afin de connaître avec précision le stade 
d'évolution de la cirrhose. 
Après une étude de la biopsie, on obtient les résultats suivants : 

• 23/02/95: 

~ Hépatite B ayant une activité minime avec une fibrose sans cirrhose 
constituée. 

~ La cytolyse est chronique et modérée : les transaminases sont à 2, 5 
fois la normale, et le taux d'ADN viral est de 239 pg/ml. 

On décide d'associer un traitement par INTERFERON à une vaccinothérapie à 
l'aide du vaccin GENEVAC B. 
On réalise donc des injections de GENEVAC B selon le schéma suivant: 

• une injection I mois pendant 3 mois 
• puis une injection à 6 mois 
• une injection à 9 mois 
• une injection à 12 mois. 
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• 12/95: 

A la fin de la vaccinothérapie, on constate que les transaminases sont 
toujours élevées, ce qui signe la poursuite de l'atteinte hépatique. 

c:> ALAT = 3,5 N 
c:> ADN VHB = 265 pg/ml 

La vaccinothérapie n'a donc pas été efficace, et le traitement par 
INTERFERON est indispensable. 

On débute donc le traitement par INTERFERON à des doses de 6 MUI I 
injection, trois fois par semaine. Le traitement est établit sur une durée 
d'environ 6 mois, et sera réévalué durant le traitement. 

• 01/97: 

• 01/98: 

Après 11 mois de traitement, !'INTERFERON ne semble pas être efficace. 
On décide donc d'instaurer un nouveau traitement à base de Lamivudine. 
L'autorisation Temporaire d'Utilisation est obtenue est on instaure le 
traitement à des doses de 1 OO mg par jour. 
Le traitement est prévu pour une durée minimale d'un an . 

Après un an de traitement, on obtient les résultats suivants : 
>- ALAT = N 
>- ADN VHB (-) 
>-Ag HBe (+) 
>- Ac AntiHBe (-) 

On décide donc de poursuivre encore le traitement jusqu'à obtenir cette 
séroconversion . 

• 05/98: 

Entre le 25 mars et le 06 mai : 
Le traitement est interrompu pendant 9 jours . 
Lors du bilan biologique réalisée au milieu du moi de mai, on constate une 
hypertransaminasémie importante, à 1 O puis 15 fois la normale. 
On soupçonne ainsi que l'interruption du traitement pendant 11 jours ait 
permis au virus de reprendre sa réplication, et on craint également 
l'apparition d'un échappement à la thérapeutique, dû à une mutation du 
génome viral. 

On décide donc de continuer le traitement par la Lamivudine en lui 
associant un traitement par INTERFERON. 
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• 08/98: 

Après 3 mois de traitement à base d'INTERFERON et de Lamivudine, on 
obtient les résultats suivants : 

q ALAT =1,5 N 
q ADN VHB (-) 
q Ac Anti HBe (+) 

Devant ces résultats, on décide de poursuivre le traitement pendant encore 
au moins 6 mois . 

• 04199: 

• 10/99: 

Après presque un an de traitement, on constate une reprise de la réplication 
virale: 

~ ALAT = 4,9 N 
~ADN VHB = 1,7 mEq/ml 

On décide donc d'arrêter l'interféron, et de le remplacer par de l'ADEFOVIR, 
mais cette molécule n'est pas disponible à ce moment. 

Devant l'augmentation continue de l'ADN viral et des ALA T, on décide 
d'instaurer un traitement à base de CYMEVAN à 3 grammes par jour, tout 
en maintenant le traitement à base de Lamivudine. 
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Dates 10/01/95 13/01/95 
ADN viral en pg/ml 239 
ASAT en Ul/I 36 19 
ALAT en Ul/I 77 52 

Dates 07/07/97 06/08/97 
ADN viral en pg/ml 1 312 
ASAT en Ul/I 28 
ALAT en Ul/L 83 58 

Dates 19/05/98 25/05/98 
ADN viral en pg/ml 2,6 
ASAT en Ul/I 254 289 
ALAT en Ul/I 644 725 

Dates 31/10/98 23/11/98 
ADN viral en pg/ml 
ASAT en Ul/I 32 16 
ALAT en Ul/I 52 36 

Dates 13/10/99 
ADN viral en pg/ml 
ASAT en Ul/I 42 
ALAT en Ul/I 115 

23/02/95 21/08/95 20/11/95 25/08/96 
265 37 

37 19 20 24 
82 68 71 76 

09/09/07 13/10/97 08/12/97 13/01/98 
< 2,5 < 2,5 

27 22 35 
82 64 53 70 

03/06/98 10/06/98 22/06/98 30/06/98 
< 2,5 

50 
702 527 268 175 

21/01/99 22/02/99 28/04/99 30/04/99 
6 8,6 

21 22 89 91 
36 42 199 253 

Tableau 10. Valeurs biologiques 
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Sandrine PAMIES 

L'EMERGENCE DE MUTANTS DU VIRUS DE L'HEPATITE B SOUS 

L'EFFET DU TRAITEMENT PAR LES NOUVEAUX ANALOGUES 

NUCLEOSIDIQUES : LAMIVUDINE ET FAMCICLOVIR 

De nouveaux analogues nucléosidiques ont été récemment commercialisés 
pour le traitement de l'hépatite B. 

Après avoir étudier l'efficacité et les résistances à ces deux nouveaux 
analogues nucléosidiques, on peut en déduire que : 
la séroconversion HBe qui est le signe le plus significatif de la rémission de 
l'infection par le VHB ne survient en moyenne que dans 20% des cas avec 1 OO mg 
par jour de Lamivudine, contre l 0% des cas avec le Famciclovir à des doses de 
500 mg par jour de famciclovir. 

On rencontre lors de ces différents traitements deux problèmes principaux 
c:· la réapparition de 1 'rilfection lors de l'arrêt du traitement chez un 

pourcentage non négligeable de patients 
"~ l'émergence de mutants résistants aux nouveaux analogues 

nucléosidiques 

=>La réapparition de l'infection après l'arrêt du traitement est un véritable 
problème qui oblige d'instaurer le traitement pendant une durée 
d'environ 1 an. Après l'arrêt du traitement, on constate qu'environ 800/o 
des patients ayant obtenu une rémission complète (disparition de 1' ADN 
viral et surtout séroconversion HBe) ne présente aucun signe de 
réinfection virale, pendant une durée d'environ 19 mois. En revanche, les 
patients ne présentant qu'une réponse partielle (normalisation des 
transaminases sans séroconversion ... ) présentent rapidement des signes 
de reprise de l'infection. 

=> L'émergence des virus mutants pose également un autre problème dans 
l'établissement d'une thérapie antivirale. En effet, le traitement étant 
instauré pour une durée relativement longue (minimum un an), il est 
fréquent de voir apparaître des mutations de I' ADN viral, responsables 
d'une résistance aux analogues nucléosidiques. Cette résistance 
apparaît après une moyenne de 6 à 7 mois de traitement par 1 a 
lamivudine contre 20 mois environ pour le Famciclovir. 
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Les mutations retrouvées chez les virus résistants se localisent à 
plusieurs niveaux en fonction du traitement utilisé. 
La lamivudine provoque au niveau de I' ADN polymérase du VHB, et notamment au 
niveau du motif YMDD. 
Le Famciclovir est responsable de nombreuses mutations de l'ADN viral, 
notamment au niveau de I' ADN polymérase, mais non sur le site YMDD. 

L'émergence de mutants lors de l'utilisation d'un seul 
nucléosidique laisserait penser que des associations de différentes 
éviteraient ou moins retarderaient l'apparition de ces résistances. 

analogue 
molécules 

La parenté moléculaire entre le VHB et le VIH est à l'origine de 1 a 
découverte de l'efficacité de la Lamivudine et du Famciclovir contre le VHB. En 
effet, ces deux molécules sont désormais utilisées dans le cadre d'autres 
infections virales. Cette parenté entre le VIH et VHB pourraient permettre de 
découvrir d'autres molécules efficaces, seules (ou en association avec 
l'interféron ou avec d'autres analogues nucléosidiques). 
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uoinna;o.td n~ 'anbnqnrl ~Jung n1 aq J~.t~JU!,J gunq '.ta1.taxai11 

·1uamauff1agua .tttaJ 
V aHQU JUUJ!iJJ ua a1unnn1nuuo1a.t mu .tauffiom~J JttJJ aq ta JJn 
uom JQ na1rla1~Jd l1JJ nunq J!ll.tJUU! JUO,ut !llh xna1 .ta.Touo4,ff 

: na1dpn1Quo1 nam JQ JJ nuapnm.tn4d naQ J.tQ.tO,J JQ 
n.ta111anuo1 naq '~nn1nJ nJ JQ na.tnnm naq a1uan~.td ua 'a.tni aœ 

9'JJ!Ul!4J1llfV 

naq 

}UJlUJJ~ 

~]Lq[@Jm~JJ~ ~~ ~~JiimuJJJi~Jt1 ~~ ~~]lmJii 1f 
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