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Introduction

On estime que 3% de la population mondiale soit environ 170 millions de personnes dans
le monde [1] sont des porteurs chroniques du virus de 1’hépatite C (VHC) et que 3 4 4 millions de
personnes sont infectées chaque année. En fait, la prévalence du virus est trés variable d’un pays a
Iautre et on estime qu’elle s’étale de 0,3 % en Sueéde a plus de 20 % en Egypte [83]. En France
1,1 % de la population serait atteinte d’aprés une évaluation réalisée en 1994 [178]. A cette
époque, moins de 20 % des sujets connaissaient leur statut virologique. A I’issue des journées
nationales de dépistage du VHC mises en place depuis 2000, 2 associations de biologistes libéraux
publient des données qui réévaluent la prévalence en France au chiffre plus élevé de 1,26% soit

780 000 personnes contaminées [13bis] mais cette étude se base uniquement sur le sérodiagnostic.

Il faut, en effet, faire attention & 1’interprétation de ces données car une sérologie positive
peut indiquer une infection ancienne chez un patient ayant éradiqué le virus. Néanmoins, seules 15
4 20 % des personnes ayant été contaminées par le VHC parviennent a éliminer le virus pendant la
phase aigué de la maladie. Dans environ 80-85% des cas, le VHC cause une infection chronique

qui peut évoluer vers des maladies graves telles que la cirrthose (10-20%) puis le carcinome

hépatocellulaire (1-5%) [1].

Le VHC se transmet principalement par contact direct avec du sang contaminé : les modes
majoritaires de transmission sont la transfusion de sang de sujet non soumis 4 un dépistage et la
réutilisation d’aiguilles et de seringues non stériles. Le développement de tests de dépistage a
permis de réduire considérablement les risques de contamination post-transfusionnelle et
actuellement plus de 70% des cas de contamination sont dus & la toxicomanie. Néanmoins, le

mode de transmission reste encore indéterminé pour pres de 20% des hépatites C.

Le VHC est ’'un des cinq virus (A,B,C,D et E) qui, a4 eux tous, sont responsables de la
grande majorité des cas d’hépatites virales. Il s’agit d’un virus & ARN enveloppé appartenant a la
famille des flaviviridaes (parmi lesquels on peut citer les virus de la fi¢vre jaune, de la dengue et
de I’encéphalite japonaise). Une caractéristique potentiellement importante de ce virus & ARN
tient a la relativement grande capacité de son génome a muter (comme dans le cas du VIH ou du
virus de la grippe), ce qui n’est probablement pas sans rapport avec sa forte propension a
provoquer des infections chroniques. Le VHC présente plusieurs génotypes distincts qui peuvent

jouer un rdle important dans la réponse au traitement.




A T’heure actuelle, le traitement de I’hépatite C chronique est basé sur une bithérapie
associant I’interféron alpha pégylé et la ribavirine. Chez environ 55 % des patients soignés, ce
traitement va permettre d’éradiquer durablement le virus [178], ces patients seront alors appelés
répondeurs. En revanche, dans les autres cas (non-répondeurs), on ne constatera pas de disparition
du virus. Bien que certains facteurs pronostiquant une mauvaise réponse au traitement soient
actuellement connus (virus de génotype 1, forte charge virale, par exemple) et que la résistance a
I’interféron soit I’hypothése la plus travaillée [41, 122, 126], d’autres éléments comme les
paramétres pharmacocinétiques et le mode d’action de la ribavirine méritent d’étre étudiés. En
effet, ’adjonction de la ribavirine a permis un net gain d’efficacité : le pourcentage de patients
répondeurs est passé de 15% avec la monothérapie IFN standard a 40% [178]. Or le mode d’action
de cette molécule reste encore largement inexpliqué. De plus, une grande variabilité inter-
individuelle des concentrations plasmatiques de ribavirine a été décrite chez des sujets sains [125].
Ainsi, un sous-dosage effectif de ribavirine (biodisponibilité trop faible) pourrait étre a I’origine
d’une inefficacité du traitement. Dans la partie expérimentale de ce travail, afin de documenter
cette hypothése, nous avons, dans un premier temps, développé une méthode analytique de dosage
sérique de la ribavirine et éomparé a posteriori les taux sériques de ribavirine chez des patients
répondeurs et non répondeurs au traitement. Parall¢lement a cette hypothése d’ordre
pharmacologique, nous avons entrepris de chercher sur le génome viral lui-méme un facteur de

résistance a la ribavirine.




HCYV Has Broad Global Prevalence
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Figure 1: Extraite du site :
http://www.brown.edu/Courses/Bio_160/Projects2000/HepatitisC/epidmain.html
Prévalence mondiale du virus de I'hépatite C. Basé sur les données de [1].
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Prévalence du virus de 'hépatite C dans différents pays.
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I-Les modéles d’étude du VHC

Bien que la connaissance du génome de I’hépatite C fournisse de nombreuses indications
sur sa structure potentielle (par recoupement avec les données connues concernant d’autres virus
proches structurellement), jusqu’en 1994 cette structure n’est restée qu’hypothétique. A cette
époque, un certain nombre d’équipes [78, 93, 141] vont publier la mise en évidence, grace a des
anticorps contre les protéines d’enveloppe du VHC, par microscopie électronique, de particules
virales de 50 a 70 nm de diamétre issues de sérums ou de tissus hépatiques humains. Ils décrivent
une enveloppe ol sont insérées 2 glycoprotéines de surface entourant une capside icosahédrique
d’environ 50 nm de diametre. Ces caractéristiques confirment la présence chez le VHC de

caractéristiques proches des flavivirus et pestivirus de la famille des Flaviviridae.
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Figure 3 : Extraite de [158]. Vue en coupe d'une représentation schématique de la structure
en 3D supposée du Virus de I'hépatite C.

1-Les modéles animaux :

Le seul animal susceptible de servir de modele valable pour étudier le virus de I’hépatite C
est le chimpanzé. Chez le chimpanzé, le virus se multiplie et cause une infection aigué puis
chronique sur le méme mode que celui observé chez les humains. Il a donc été utilisé pour de
nombreuses €tudes [19]. Mais ['utilisation de chimpanzés est limitée pour des raisons éthiques,
mais également a cause de leur rareté et du colit de I’entretien de ces animaux. Les tentatives de
nombreux chercheurs pour trouver un modele animal plus simple ont échoué. Il a cependant été
montré que les Tupaias, une espece sensible a ’infection par le virus de I’hépatite B, devenaient
parfois infectés par le VHC et développaient une virémie a des taux faibles [168]. Des systémes de
greffe de tissu hépatique humain ou de marmotte chez des souris immunodéprimées ont également

été utilisés pour I’hépatite B et pourraient étre essayés pour le VHC [72, 104].
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Figure 4 : Extraite de [156]: Modéle murin d'infection HCV. Dans ce modéle des hépatocytes
humains sont transplantés dans une souris immunodéprimée (SCID) et transgénique pour la protéine
Alb-uPA (protéine hépatotoxique). Ensuite, le foie chimérique de ces souris est infecté avec un sérum
de patient VHC. Environ 75 % des souris vont développer une hépatite C persistante pour une période
d'environ 15 a 17 semaines.

2-Les virus apparentés :

Pour contourner la difficulté de travailler directement sur le virus de I’hépatite C, un
certain nombre d’équipes ont commencé leurs recherches sur des virus apparentés de structure
proche. Le GBV-B (virus du tamarin) est un Flaviviridae hépatotrope ayant de nombreuses
similitudes avec le VHC tout en présentant I’avantage de donner une virémie trés élevée chez les
tamarins et de pouvoir se cultiver sur hépatocytes de tamarins. Des études ont notamment été
réalisées pour montrer que la ribavirine exerce un effet antiviral direct sur la réplication du GBV-
B et que la ribavirine triphosphate est incorporée par sa polymérase. Ceci aboutit 4 une grande
diminution de I’infectiosité sous ribavirine [88].

Le virus de la diarrhée virale bovine (BVDV) est un pestivirus de la famille des
Flaviviridae ayant une organisation également proche de celle du VHC. Ce virus posséde des
souches cytopathiques ce qui rend I’analyse fonctionnelle plus aisée. Ainsi, il a pu étre montré que
la ribavirine avait un effet antiviral direct sur la réplication du BVDV en culture cellulaire [42].

Le poliovirus a également été utilisé comme modele de virus & ARN, notamment pour

démontrer ’effet mutagéne 1étal de la ribavirine [35].

3-Les systéemes de culture cellulaire :

Afin de pouvoir étudier le cycle réplicatif du virus et de pouvoir tester différentes
molécules thérapeutiques comme c’est en général le cas pour les autres virus, de nombreuses
équipes ont tenté de mettre au point un systéme de culture cellulaire du VHC. Néanmoins, et pour
des raisons encore méconnues, il s’avere trés difficile d’obtenir des lignées cellulaires répliquant

le virus sur une suffisamment longue période pour permetire ces études.
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Il a tout d’abord été essayé de cultiver directement des cellules issues de patients ayant une
infection chronique (cf. Fig.5). Mais ces systémes ont montré une mauvaise reproductibilité et un
trés faible taux de réplication. Puis des lignées d’hépatocytes humains ou de chimpanzé ont été
infectées par des sérums de patients. Iacovacci et al [71] prouvent que les hépatocytes ont bien été
infectés (multiplication par 20 du taux d’ARN négatif signant une réplication virale) sur une
période de 24 jours de culture. Mais le rendement de ce systéme est trop faible : au maximum
20 000 copies d’ARN pour 10° cellules. Dans les derniéres anndes, de nouveaux systémes
expérimentaux ont continué a étre développés avec pour base I’infection de lignées cellulaires. Le
temps de survie a nettement augmenté (jusqu’a 4 mois) sans changement morphologique mais le
rendement de multiplication reste trop faible. L’infection de cellules mononucléées sanguines
(PBMC : peripheral blood mononuclear cells) a également été rapportée [32]. Dans cette étude,
I’ARN viral est détecté pendant 28 jours mais les taux détectés sont encore plus faibles que sur les

cultures d’hépatocytes.

Table 1. Systems af cell culture for the study of BOW,

Cell type Bpecies Methods for detecting HOV replication #  Days of Persistence * Reference
Primary Cell Coltures
Flepatocytes Human RNA (+), (-); antigen (IF); sequence-HVR; Transmission 28 T et al., 1998
Fetal hepatocytes Humuan RNA (), (-) 24 Tacovaeei et al., 1993, 1997
Hepaiceytes Chimpanzee RNA (), (-); INF2 25 Landford et al.. 1994
Hepatocytes ‘Human RNA (), (-): antigen (EIA) 90 Rumin et al.,, 1999
Tmimortalized Lines
PRMCs Human RMA {49, (-} I1SH: Transmission 26 Cribier et ul., 1995
PHSCH. liver cells Human RNA (+); HVR-sequence kli] Kato et al., 199&
PEHSCH Clones Human RNA {+}; INF-ix 100 lkeda et al., 1997, 1998
Hipti2 Hepatomna Human RNA (+5, (=) <28 Tagawa et al., 1995
WRLER Hepatorna
HepG2 and Huh-? Human RNA (+), () 130 Seipp et al., 1997
HepG2 Hepatoma Humamn RNA {(+); HVR-sequence 77 Clarysse et al., 2001
JHH-1, -4, -6 Hepatoma Human BRMA (+), RNA {-) only in JHH- Continusus Tsubod et 4., 1996
Draudi B-Cells Human RNA (+); HVR-sequence; Transmission to chimpameze > 2 years Yoshikura et al., 15995

Nokajima et al., 1994
Shimizu et al.., 1998

MT-2T Cells Human BXaA (4, [); HVR-sequence 15 Kato et al., 1995

lkeda et al., 1997
MT-2C Clone Human RNA (+); Transmission;, HYR-sequence 198 Mizutani et al., 1996
BICGLT-4Ma Cells ‘Human Strand {+), (-3; ISH; antigen (IF) 28 Shimizu et al., 1992
HPB-Ma T-cells Human RMA {4}, (-); antigen {IF) 76 Shimizu et al., 1993
HPBMA 102 Clone Huyman ic transmissi = 365 Shimyizu y Yoshikura,
1994; Nakajima et al.,
1996; Shirmiza et al.,

1995

2 Meothods used for monitering replication of OV Strand (+) and (<) of RNA; Inhikition of HCV replication i the presence of interferon-tr (INE.ar);
Transmission; Detection of antigen by Immunoflusrescence (IF), Enzimatic immunoassay (ELAY; &y sftr hybridization (ISH); Detection of viral particles
by electron microscopy (EM); Determination of the nueleotide sequence of the hypervariable region (HVR-secquence).

" Humber of days between mfection and the last day of detection of FICV plus sirand RNA.

Figure 5. Extraite de [156]: Différents systémes de culture du VHC étudiés.




4-Les réplicons sub-génomiques ou génomiques :

En 1999, un groupe de chercheurs allemands a rapporté un systéme d’étude original du
VHC. 1l s’agit de réplicons sub-génomiques du VHC capables de se répliquer de fagon autonome
sur une culture de cellules hépatiques [96]. La stratégie pour les obtenir consiste & isoler le
génome viral 4 partir du sérum de patients infectés, puis & synthétiser 1’ADN corhplémentaire
(ADNCc) par rétrotranscription et & amplifier cet ADNc par réaction de polymérisation en chaine
(PCR). On sélectionne alors les clones contenant la séquence compléte du génome du VHC y
compris les parties 5° et 3’non codantes (NC). Ces ADNc sont ensuite introduits dans un vecteur
d’expression (pCR2.1) qui contient le promoteur T7 de sorte qu’aprés sa linéarisation il puisse étre
transcrit in vitro et des copies de I’ARN viral puissent étre obtenues. C’est de cette maniére qu’a
été obtenu le premier « replicon », dans lequel a été introduit, plus tard, un géne de résistance 4 la
néomycine et qu’on a ensuite délété de la partie codante pour les protéines structurales. L’enzyme
néomycine-phosphotransférase conférant la résistance a la néomycine est utilisée comme
marqueur de réplication virale. On a également introduit entre le geéne de la résistance a la
néomycine et le géne de NS3, P'IRES (internal ribosome entry site) du virus de
I’encéphalomyocardite (EMCV). Les réplicons sub-génomiques, bien qu’il leur manque une partie
de I’information virale, possédent tous les éléments nécessaires pour la réplication et la traduction
mais ne sont pas capables de fournir des virions infectieux. A ce jour, cette construction a permis
la mise en place de systemes de culture cellulaire, notamment sur la lignée Huh-7, capables de
maintenir sur plus d’un an des hauts niveaux de réplicons. Des mutations conférant un avantage
réplicatif a ces réplicons ont été mises en évidence, notamment dans la région de NS5a. Une
seconde génération de réplicons a été créée avec pour but de produire des particules virales
complétes. Dans ces réplicons, un géne « reporter » a €té introduit permettant la mesure de la
réplication du réplicon. En dehors de cela, la construction comprend tous les génes codant pour
toutes les protéines virales. Malheureusement, en dépit d’une bonne efficacité d’expression des
protéines virales et de taux de réplication élevés, il n’a pas été possible de produire des particules
virales en culture cellulaire. En revanche, le systtme des réplicons délétés des protéines
structurales a été adapté sur des lignées cellulaires variées [9]. Ces modeles sont désormais trés
utiles pour étudier la fonction de telle ou telle partie du génome dans la réplication virale [56] mais

aussi pour évaluer de nouvelles molécules thérapeutiques [97].
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Figure 6 : Extraite de [156]. Comparaison du génome du VHC avec la structure d'un réplicon
sub-génomique. Les régions codant pour les protéines structurales ont été substituées par le géne de
résistance & la néomycine « neo» et I'TRES du virus de l'encéphalomyocardite. Le réplicon sub-
génomique est cloné et traduit /n vitro pour €tre ensuite transfecté dans une lignée d'hépatocytes
humains Huh7 qui exprimera alors les protéines du VHC.



I1-Le virus de I’hépatite C :

1-Son génome :

Constitué d’un ARN simple brin de polarité positive d’environ 9600 paires de bases (pb)
[28], le génome du VHC contient un cadre de lecture ouvert (ORF : Open Reading Frame) et deux
régions non codantes (NC)en 3’ eten 5’.

La région codante va donner, lors de la traduction, une polyprotéine d’environ 3000 acides
aminés dont la partie N-terminale est formée de protéines virales structurales (protéine de capside
C, protéine d’enveloppe E1 et E2) et la partie C terminale de protéines non structurales (NS2,
NS3, NS4A, NS4B, NSSA et NS5B) [28]. Cette polyprotéine est ensuite clivée par 1’action de

protéases virales et cellulaires.
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Figure 7 : Extraite de [151]. Génome du VHC et rales supposés des différentes protéines codées.

A- Larégion 5’ non codante (5’NC) :

La région 5’NC, en amont de la phase ouverte de lecture, comprend 341 pb et contient les
séquences les plus conservées du génome du VHC qui jouent un réle majeur dans la réplication du
génome et la synthése des protéines virales [154]. Comme pour la plupart des virus & ARN, cette

région est impliquée dans le processus d’initiation de la traduction. Bien qu’il utilise le matériel de
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la cellule hote eucaryote, le VHC n’a pas recours au mécanisme classique de traduction dit « cap-
dependant » ou les facteurs de traduction elF4 se fixent sur la coiffe 7-méthylguanine (« cap »)
pour amener la petite sous-unité du ribosome au niveau de I’ARNm. En effet, le complexe
ribosomal 43S (40S + Met-ARNt + facteur d’initiation eucaryote elF3) va venir directement se
fixer sur cette région 5’NC du VHC. Cette région que I’on appelle IRES, pour Internal Ribosome
Entry Site, présente une structure secondaire et tertiaire particuliere. Elle permet la fixation des
facteurs cellulaires a I’ARN viral et I’initiation de la traduction par un positionnement correct du
codon d’initiation AUG situé sur la 4™ boucle de I'IRES dans le site « P » ribosomal sans

phénomeéne de « scanning » comme dans la traduction cap-dépendante [54] (cf. Fig.9).

i
2 g,
8 2
§ ' A
@ 85
fua? &5, ot i
% ,
»

Figure 8 : Extraite de [54]: Structure secondaire de 'TRES du VHC : les sites de liaison de
elF3 et de la sous-unité ribosomale 40 S sont encadrés et la localisation du codon START est indiquée
par une fléche. Les sous domaines dont la structure a été identifiée par RMN sont indiquées par un
astérisque.
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Figure 9: Extraite de [54]
Mécanisme d'initiation de la traduction par
I'TRES du VHC: (a): initiation de la
fraduction « cap-dépendante » : la particule
435S se lie au complexe cap-elF4 et la région
5' non traduite (5'UTR) montrée en ondulé est
« scannée » jusqu'au codon d'initiation AUG oli
le ribosome est alors assemblé (b) : initiation
« cap-indépendante » du VHC : la particule 43
S reconndit directement le codon AUG gréce
a la structure de I'TRES

B- Les protéines structurales :

a) La protéine de capside C :

Cette protéine de 21 kDa est riche en acides aminés basiques permettant sa liaison aux
acides nucléiques et est utilisée lors de I’assemblage cytoplasmique de la nucléocapside virale.
Des études in vitro lui ont, en outre, attribué un certain nombre de propriétés biologiques
supplémentaires, notamment au niveau de la régulation des fonctions cellulaires. Sa localisation
semble étre mixte : cytoplasmique ou nucléaire [163]. On lui a prété un effet pro- puis anti-
apoptotique en fonction des conditions environnementales dans lesquelles étaient réalisées les
expériences. L’interférence avec certains composants cellulaires, entre autres les lipides, semble
lui conférer des propriétés transformantes [163]. Elle pourrait ainsi participer au développement de
carcinomes hépato-cellulaires (CHC) comme le montrent différentes expériences avec des souris
transgéniques [107, 163] o, bien que le mécanisme moléculaire induisant le cancer n’ait pu étre
mis en évidence, on note une accumulation de lipides précédant juste le début de la maladie. Cette
dérégulation du métabolisme lipidique semble étre confirmée par d’autres études [7]. Plus
récemment, 1’équipe INSERM 412 de Lyon travaillant sur les rétrovirus [33] a montré que la
protéine de capside du VHC posséderait également des propriétés de protéine chaperonne qui
« dimériserait » directement la partie 3°NC du brin d’ARN positif du virus. Cette protéine est

maintenant la cible d’un test de recherche d’antigéne développé par Ortho (cf. chapitre VI).
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b) Les glycoprotéines d’enveloppe E1 et E2 :

D’un poids moléculaire respectif de 31 et 70 kDa, E1 et E2 sont des protéines hautement
glycosylées dont les sites de glycosylation semblent trés conservés. E1 et E2 s’associent soit sous
forme d’agrégats de glycoprotéines mal repliées liées par des ponts disulfure (pré-budding
complex), soit sous forme de complexes hétérodimériques non covalents de glycoprotéines natives
correctement repliées. Elles se comportent comme des protéines transmembranaires de type I,
possédant un ectodomaine N-terminal et une région hydrophobe C-terminale d’ancrage qui
contient un signal de rétention dans le réticulum endoplasmique ou elles interagissent avec des
molécules chaperonnes.

CD81 et les récepteurs de lipoprotéines basse densité (Low density lipoprotein receptor :
LDLR) [3] ont été identifiés comme étant des récepteurs cellulaires possibles du VHC. La
caractérisation de ces candidats montre que CD81 se lie & E2 mais n’est pas impliqué dans la
fusion du virus avec la cellule [31]. En revanche, les virions utilisent les LDLR pour la liaison et
I’entrée dans la cellule [167]. Une étude récente tend a montrer qu’il existerait d’autres récepteurs
possibles pour E2 : human scavenger receptor (class B type I) et les héparanes sulfates, ainsi que
de nombreux récepteurs solubles. Ceci suggére qu’il pourrait exister une voie permettant de
biaiser la réponse humorale, fournissant ainsi un mécanisme alternatif d’échappement viral sans
implication de mutation [66].

De plus, il a été démontré que la protéine E2 interagit avec la protéine kinase R (PKR)
induite par I'TFN activé par la présence d’ARN double brin. Suite a 1’induction par I’'TFNo. cette
enzyme réduit la synthése de protéine par la phosphorylation du facteur d’initiation de la
traduction : elF2-o.. Dans les cellules contenant E2, la PKR est inhibée, permettant la continuation
de la traduction en présence d’interféron [153]. Néanmoins ceci ne semble pas influencer la
réponse a la thérapie par IFN [126].

La protéine E2 contient des épitopes importants pour la réponse humorale. Cette protéine
est trés variable, notamment sa partie N-terminale ol on a identifié une région hypervariable
HVR1 [44]. Cette région, récemment soupgonnée de faciliter la liaison du virus & la cellule hdte
par affinité pour les protéoglycanes de surface [12], pourrait également étre & 1’origine de par son
caractére hypervariable d’une partie de 1’échappement du virus a la réponse immunitaire.
Cependant, il semblerait que les propriétés physicochimiques et la conformation spatiale d’HVR1

restent relativement stables en dépit des variations fréquentes de séquence primaire.
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c) La protéine p7 :
Une petite protéine appelée p7 a été identifiée. Elle est localisée entre E2 et la protéine
NS2. Sa fonction est encore en discussion. Sakai et al [134] montrent que p7 est essentielle au
pouvoir infectieux du virus. En effet, les ARN mutants délétés qu’ils ont réalisés ne leur ont pas
permis d’infecter des chimpanzés. Les clivages E2/p7 et p7/NS2 semblent étre catalysés par une
signalase cellulaire. Il semble que les entités E2 et E2p7 soient toutes les deux stables et que

I’efficacité de clivage entre E2 et p7 soit fonction de ’isolat viral.

C- Les protéines non structurales :
a) Les protéases : NS2-3 et NS3-4a :
La protéinase NS2-3 comprend la protéine hydrophobe C-terminale de NS2 et la partie N-

" terminale de NS3. Son r6le semble se limiter au clivage auto-protéolytique de la jonction NS2-3
en cis 4 la séquence Gly-Trp-Arg-Leu-Leu (1026)-V-Ala (1027)-Pro-Ile [129]. 11 est encore
difficile de rattacher cette protéase a une des grandes familles connues : devant le fait qu’elle est
inhibée par ’EDTA, on pourrait penser qu’il s’agit d’une métalloprotéase, mais 1’inhibition
observée peut étre due au fait que NS3 a besoin de cation divalent pour sa structure ; une autre
hypothése est que NS3 est une thiol-protéase dont le site actif contient les Cys993 et His 952. Ces
derniers sont essentiels au clivage de NS2-3 [118].

La protéine NS3 a son activité protéase localisée sur la partie N-terminale, la partie C-
terminale codant pour une activité hélicase et nucléoside triphosphatase. Les clivages des sites en
amont dans les régions non-structurales de la polyprotéine (NS3-4a, NS4a-4b, NS4b-5a, NS5a-5b)
sont dépendants de cette activité protéasique [10]. La structure tridimensionnelle du domaine
protéaéique est maintenant connue. Des études d’expression ont montré que NS3 n’est pas stable
dans les cellules en I’absence du co-facteur NS4a. 11 a été suggéré que NS4a fonctionnerait comme

un modulateur allostérique du domaine N-terminal de NS3 [103].

b) Les protéines de réplication : NS3 hélicase, triphosphatase et NS5b polymérase.

Les propriétés hélicase et nucléotide triphosphatase de la protéine NS3 se trouvent donc
dans ses 500 acides aminés (AA) C-terminaux. L’activité hélicase est indispensable pour la
réplication chez le chimpanzé, elle semblerait stabiliser un éventuel intermédiaire de réplication
double brin ou enlever des structures secondaires, de sorte que I’ARN polymérase ARN
dépendante puisse copier les brins positif et négatif. L’activité nucléoside triphosphatase est
significativement stimulée par les polynucléotides et I’activité de déroulement de I’ARN est
couplée a I’hydrolyse des nucléosides triphosphate, ce qui implique des dépendances cinétiques

complexes [123]. La structure du domaine hélicase a été déterminée par plusieurs groupes. Il y a 3
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sous domaines et la fissure entre les domaines I et II forme le site de liaison de I’ATP, alors que
les interfaces entre le domaine en hélice III et les domaines I et II sont impliquées dans la liaison a
I’ARN.

La protéine NS5b présente des motifs peptidiques analogues a ceux des ARN
polymérases ARN dépendantes (RdRp) de nombreux virus @ ARN. La polymérase du VHC étant
une cible intéressante pour le développement de nouvelles thérapeutiques [166], elle a largement
été étudiée. Sa structure primaire a été comparée aux autres polymérases virales connues comme

celles du Moloney Leukémia Virus, du poliovirus ou du VIH.
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Figure 10 : Extraite de [20]. Alignement de séquences de polymérase du MMLV du VIH et du
VHC : les hélices o sont indiquées en rouge et les feuillets B en bleu au-dessus des séquences.

On retrouve des motifs trés conservés (encadrés ci-dessus de noir) communs a toutes ces
polymérases, entre autres le motif GDD (317-319) commun a toutes les ARN polymérases.

A Tinverse des polymérases cellulaires qui répliquent I'information génomique en copiant
I'ADN en ADN ou transcrivent cette information d'ADN en ARN, la polymérase du VHC copie
une molécule d'ARN en ARN. Ce processus de réplication de I'ARN est unique a certaines classes
de virus, dont le VHC. La structure tridimensionnelle de la polymérase du VHC est également

connue (cf. Fig.11)
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Figure 11 : Extraite de [20]. Modélisation de l'interaction entre la polymérase du VHC et 'ARN

lors de la réplication du génome viral.

La protéine n'échappe pas a la régle qui prévaut dans les structures 3D des polymérases
identifiées. La forme du domaine actif de l'enzyme ressemble & une main droite divisée en trois
sous-domaines : les " doigts ", la " paume " et le " pouce ". Mais a l'inverse des autres protéines de
structure 3D connue, la polymérase du VHC présente une connexion entre les domaines des "
doigts " et du " pouce " qui ferme le site actif de 1'enzyme. Récemment, une équipe américainé de
chez Wyeth [4] a identifié par la technique du « phage display » un peptide contraint FPWGNTW
qui inhibe sélectivement ’activité de la RdRp.

c) Les protéines virales de fonction encore inconnues : NS4b, NS5a
Bien qu’il ait été montré que ces protéines étaient associées a la membrane et donc, en
complexe avec les autres protéines non structurales de HCV dans les cellules transfectées, leurs
fonctions sont encore inconnues. L hyperphosphorylation de NS5a a été beaucoup étudiée : elle
apparait nécessaire dans 1’expression de la phosphorylation des autres protéines non structurales.

Un réle de NS5a dans la réponse a I’interféron a été également largement discuté. La région ISDR
(interferon sensitivity determining region) (AA 2209 a 2248) de NS5a inhiberait ’activité protéine

kinase R, en tout cas sur des populations d’origine japonaise (cf. Fig. 12 & chapitre VI-2-D).
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Figure 12 : Extraite de [53]: Principe de l'inhibition de la PKR par la région ISDR de NS5a. L'TSDR (en
noir) se lierait avec une région de la PKR ce qui empécherait sa dimérisation et ainsi son action sur
elF-2a. Les monomeéres de PKR sont incapables de phosphoryler elF-2a.

D- La région 3’ non codante (3’NC) :

La région 3’NC comprend une séquence d’environ 40 pb assez peu conservée, suivie d’une

séquence poly(U) variable également et pouvant atteindre 50 a 100 pb, en aval de laquelle on
trouve une séquence appelée 3°Xtail de 98 pb hautement conservée. Cette derniére partie serait
responsable de la structure secondaire « stem and loop ». Cette région jouerait un role important
dans I’initiation de la réplication du génome viral. On suppose que I’initiation de la transcription
par ’ARN polymérase ARN dépendante, en coopération avec différents facteurs cellulaires et

viraux, a lieu a la fois aux extrémités 5’ et 3’ non codantes, utilisant les brins positifs et négatifs

d’ARN viral comme matrice [131].

2-Le cycle viral

Le VHC se réplique dans les hépatocytes et les PBMC (peripheral blood mononuclear
cells). Des études sur la dynamique de la réplication virale estiment la demi-vie du virus a 3-5
heures et sa production a 10'? particules /jour [171]. Ce taux peut sembler élevé au vu des faibles
concentrations sanguines retrouvées mais il ne représente pas la production moyenne par
hépatocyte. Seulement environ 10 % des hépatocytes sont infectés et le foie contient environ 2 x

10" hépatocytes, ce qui correspondrait donc a une production de virions de 50

particules/hépatocyte/jour. [108].
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Etant donné les difficultés d’étude du VHC évoquées plus haut (chapitre I), les données sur
le cycle viral de I’hépatite C sont pour la plupart extrapolées d’analogies avec d’autres
Flaviviridae. Néanmoins, certaines sont maintenant confortées par des observations réalisées

grace a la technique des réplicons.

v
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Figure 13 : Extraite de [11]. Modéle hypothétique du cycle viral du VHC. Le brin d'ARN + est libéré
dans le cytoplasme et traduit. La polyprotéine alors traduite et les protéines virales restent
associées a la membrane du réticulum endoplasmique. Le brin négatif est synthétisé par la réplicase
composée de NS3-5B et servira de matrice pour la production d'une grande quantité d'ARNs positifs.
Par son interaction avec les protéines de structure, le brin + est encapsidé. Les particules sont alors
enveloppées et bourgeonnent dans la lumiére du réticulum endoplasmique et sont exportées via le
transport par le Golgi.

La premiére étape du cycle est donc 1’attachement de la particule infectieuse a la cellule
hote. Les récepteurs potentiels permettant cet attachement sont le CD 81 [119] et le récepteur des
LDL [3] auxquels se lierait la protéine E2. E2 serait la protéine majeure d’attachement du virus.
En effet, des anticorps anti-E2 empéchent Ia liaison a la cellule héte [45]. En revanche E2 ne
semble pas permettre la fusion. Le rle de E1 est moins clair mais la présence d’une région avec
de nombreux acides aminés hydrophobes fait penser que E1 pourrait, lui, jouer le role de peptide
de fusion [48].

Dés qu’il est libéré dans le cytoplasme, I’ARN viral est traduit par un mécanisme « cap-
indépendant » (cf. chapitre II-1-A). Ce mécanisme requiert un certain nombre de co-facteurs :

comme la partie X-tail a I’extrémité 3°’NC du génome viral, mais également de nombreux facteurs
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cellulaires. Ceci pourrait expliquer pourquoi 1’activité de IRES est dépendante du cycle cellulaire
[69]. La polyprotéine virale est donc traduite au niveau du réticulum endoplasmique rugueux puis
coupée pendant et aprés la traduction par des signalases de la cellule hdte et 2 protéases virales (cf.
Fig.7).

Comme I’ont montré des études de co-précipitation, la plupart des produits de clivage de la
polyprotéine de HCV, en particulier NS3-5B, forment un complexe réplicase associé avec des
membranes intracellulaires contenant également des protéines de la cellule hote. Cela permet la
production des protéines virales et de I’ARN dans un compartiment distinct. La réplication de
I’ ARN viral est assez mal connue. La RdRp en est ’enzyme clé catalysant la synthése des brins +
et -. Le brin négatif est synthétisé par la réplicase composée de NS3-5B et servira de matrice pour
la production d’une grande quantité d’ ARN positif.

Par son interaction avec les protéines de structure et notamment la protéine de capside, le
brin + est encapsidé. Les particules sont alors enveloppées et bourgeonnent dans la lumiére du

réticulum endoplasmique et sont exportées via le systéme de Golgi [11].

3-Variabilité génomique du VHC :

Le VHC, comme d’autres virus & ARN, présente une hétérogénéité génétique importante.

La classification génotypique actuelle du VHC repose exclusivement sur des comparaisons de
séquences nucléotidiques. La classification de Simmonds, la plus couramment utilisée, repose sur
I’analyse d’alignements de séquences d’un fragment de NS5 et sur la construction d’arbres
Phylogénétiques (cf. Fig. 14). Elle définit 6 génotypes majeurs désignés par un chiffre arabe selon
I’ordre chronologique de découverte (1, 2, 3,...) avec de nombreux sous-types désignés par une

lettre minuscule (1a, 1b, 2a,...).

Cikarmego e ol Enevsotost al.  Simmords eoal,  Chaer al. Cinesensos® \ N
5 {38) £115) (17 ¢Simmonds ot al, Lster) Faample fanlates
I T 1a ! la HEW-1, HEV-E
1 Kl ik 11 1h HEW-J, FECVAIT, HOV-BEK
lo HE£1, ¥Y8-117
1 K2 2a 44 Za HC-I6, HESS, HOW-K3a,
v K2b il m 2b HE-I8, HOC-TZ, BICY-K2h
I 2a §-43, T3
¥ 3 w B VB3, T-1, T-7
Vi v 3h HCW-TR, T4, T-10
4 Lo T4, T8, 5, Syrl, Svi2, N& Cambli, Z1, N1, N2, DKI3
¥ 5l SA-1, BA-7
B HK-2

* Tt bus been peeoomended tht this dessification te tsed in sl fivore pablications

Tableau 1 : Extrait de [170]: Différents systémes de classification des génotypes de HCV décrits
avant que ne soit adopté communément le systéme de Simmonds.
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Figure 14 : Extraite du site BAYER HEPATITIS :
http://www.labnews.de//en/specials/hep/h_c/hc_classi.php:
Arbre Phylogénétique établi a partir d'une partie de NS5B.

Schématiquement, on considére que deux souches virales appartiennent au méme sous-
type lorsque ’homologie de séquence nucléotidique entre elles est de plus de 90 %. Lorsqu’elle
est de I'ordre de 70 %, les souches appartiennent au méme génotype mais a des sous-types
différents. Enfin, en dessous de 65 % d’homologie, les souches sont considérées comme
appartenant a deux types différents [170]. Chez un malade infecté, le VHC circule sous la forme
d’un mélange de variants viraux, apparentés car dérivant tous de la méme population initiale sur le
mode mutations/sélections définissant une distribution en « quasi-espéces » ou isolats, ayant donc

de 90 a 100% d'homologie.

. ) % Mucleatide
Terminalogy Definition similarity®
Genotype Genetic heterogenelty among 5. 7-68.9
different HCV isolates
Subtype Closely related isolates within TH.9-80.1

each of the major genotypes

Cuasispecies  Complex of genetic variants within o0.8-99
individual isolates

® 4% Nudeoiide similamity refors to the nucleatide sequence identities of the
full-length secuences of the HOV genome.

Tableau 2 : Extrait de [170]: Terminologie communément utilisée dans les études relatives a la
diversité génomique du VHC.
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L’appartenance a un génotype donné est associée a certaines caractéristiques
épidémiologiques et cliniques. Chaque génotype a une répartition mondiale qui lui est propre et la
« mondialisation » d’un génotype initialement restreint a une population géographique isolée
semble liée, au moins en partie, aux migrations de population. Ainsi les génotypes la et 1b sont
les plus fréquents en Amérique du Nord et en Europe. Le sous-type 2¢ semble fréquent en Italie du
Nord. Les génotypes 5 et 6 semblent confinés respectivement a I’ Afrique du Sud et 8 Hong Kong.
D’autre part, la répartition des virus suit I’émergence de certains modes de contamination [143] :
la contamination par transfusion sanguine parait étre responsable de la répartition mondiale des
génotypes 1b dont I’origine pourrait étre I’Afrique centrale ou I’Afrique de I’Ouest. L’usage de
drogues par injection intra-veineuse est clairement associée dans la plupart des pays industrialisés,
a la diffusion des génotypes 3a apparemment originaires du sous continent indien ou de 1’Asie du
Sud Est [173bis]. L’association du génotype 1b avec une moindre réponse au traitement est

maintenant communément admise.

7-8-9
Cithera

Figure 15 : Extraite de [170]: Répartition géographique mondiale des génotypes et sous-types
du VHC.

Comme on peut le constater dans le tableau ci-dessous (Tableau 3), la variabilité est

irréguliérement répartie le long du génome viral :

5’NC L El E2 | NS2 | NS3 | NS4 | NS5 | 3’'NC

% d’homologie entre
les séquences 92 81 55 65 57 70 65 66 26
nucléotidiques

Tableau 3 : Pourcentage d’homologie observé par comparaison entre les différentes régions
génomiques du VHC de plusieurs isolats [175].
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Cette observation suggére que la variabilité génomique chez un méme individu n’est pas
simplement liée aux erreurs aléatoires commises par I’ARN polymérase ARN dépendante virale
(1.5 x 107 substitution par position nucléotidique par an selon Bukh et al [23]), mais qu’elle est

aussi le reflet de I’adaptation du virus a son hdte par des mécanismes de sélection actifs [3].

III-Physiopathologie d’une hépatite C humaine

1-Infection aigué :

Quel que soit le mode de transmission du virus, une hépatite aigué survient aprés une
période d’incubation de 4 & 12 semaines. Cependant, elle passe le plus souvent inapergue. Elle est
asymptomatique dans plus de 90 % des cas ou s’accompagne d’une symptomatologie modérée et
atypique (ictére léger, fatigue...). Le déroulement d’une infection aigu& pourrait étre résumé
ainsi :

-L’ARN du VHC est le premier marqueur détectable dans le sérum 7 a 21 jours aprés la
contamination.

-L’augmentation des transaminases sériques, notamment des alanines amino-transférases (ALAT),
est constante, souvent moins importante que dans les hépatites A ou B et survient a partir du 15
jour et le plus souvent vers 4 semaines apres la contamination.

-Les symptémes cliniques, lorsqu’ils existent, s’observent 2 & 12 semaines aprés la contamination.
-Les Ac anti-VHC apparaissent dans le sérum 20 a 150 jours aprés la contamination et permettent
le diagnostic de 1’infection aigué (par séroconversion). La positivité de I’ARN viral, habituelle &
ce stade ne permet pas, a elle seule, de distinguer une infection aigué¢ d’une infection chronique.
Quelques études portent sur le rdle diagnostique des IgM anti-core [109, 133, 142]. Elles semblent
s’accorder sur le fait que les IgM dans 1’hépatite C ne suivent pas un profil classique précédant
I’arrivée des IgG : leur apparition est trés variable et inconstante. En revanche, lorsqu’elles sont
présentes, elles atteignent des taux plus élevés que lors des ré-infections. Actuellement, elles ne
sont pas utilisées pour le diagnostic de routine [178].

En I’absence de co-facteurs, I’hépatite C aigu€ n’est que trés rarement fulminante; sa
survenue pourrait étre favorisée par un portage chronique de I’AgHBs [14, 29]. Dans un cas
d’hépatite C fulminante sans co-infection, 1’équipe de Kato [81] au Japon a séquencé le génome

du virus responsable mais n’a pu mettre en évidence de différence notable conférant une

pathogénicité supérieure a cette souche.
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La guérison de I'infection aigué est définie par ’absence d’ARN VHC détectable dans le
sérum. L’étude de Villano [159] donne un délai médian de 19 mois. La négativité d’ARN viral
dans le sérum serait associée a I’absence d’ARN VHC dans le foie, ce qui traduirait 1’élimination
compléte du virus [8]. La guérison serait plus fréquente chez les patients ayant eu un ictére [8]. La
normalisation des transaminases est fréquente malgré la persistance de I’infection et ne permet, en
aucun cas de conclure a une guérison. On considére actuellement que le pourcentage de guérison
ne dépasse pas 15 a 20 % des malades infectés [110]. Néanmoins, ce pourcentage a été déterminé
a partir de malades contaminés par transfusion sanguine et pourrait étre plus élevé dans d’autres
populations. En effet, I’étude de Kenny-Walsh [82] sur des femmes contaminées par des
Immunoglobulines (Ig) anti-D donne une proportion de guérison de 45 %. Ce pourcentage est
d’autant plus difficile a déterminer sur la population générale qu’il existe des personnes
contaminées séronégatives (on les détecte par la présence d’une immunité cellulaire).

Par conséquent, dans environ 70 & 80 % des cas, I’hépatite ne conduit pas a 1’élimination

du virus et le malade développe une infection chronique.

Infection par le VHC Schéma de l'évolution
| d'une infection
Hepatite aigue par le VHC
Gueérison 'bﬂ°9“hﬁ”iq”‘ 
200 30% du VHC
z T
Portoge Hépstite chronique
asymptomatique 300 40%
206 30% () |
Cirrhosa
10%
~ |
Corcinome
hepatocellulaire 20%

Figure 16 : Extraite de www.doctissimo.fr (source : Secrétariat d'état a la santé).
Schéma de I'évolution d'une infection par le VHC.
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2-Infection chronique :

L’infection chronique est définie par la persistance de I’ARN viral 6 mois aprés I’hépatite
aigué. En pratique, le passage 4 une infection chronique est trés probable si I’ARN du VHC reste
détectable plus de 3 mois apres 1’épisode aigu. La plupart des malades sont identifiés a ce stade
par la détection d’Ac anti-VHC lors d’un dépistage systématique ou fortuit. L’infection chronique
est alors attestée par la présence d’ARN VHC dans le sérum. Certains malades peuvent avoir une
virémie ponctuellement négative [86] et la guérison ne peut étre affirmée que sur plusieurs
résultats négatifs. En 1’absence de maladie hépatique évoluce, les malades atteints d’hépatite C
chronique sont le plus souvent asymptomatiques. Certains malades se plaignent d’asthénie, de
troubles somatiques variés, notamment de douleurs articulaires ou musculaires. La prévalence
élevée de troubles psychologiques a également été soulignée [8] bien qu’il semble difficile de faire
la part entre la maladie elle-méme et le contexte psychologique entourant sa découverte.
L’évolution de la maladie est sujette a controverse. Pour certains, 1’hépatite C reste une maladie
sans impact détectable sur la survie, pour d’autres, il s’agit d’'une maladie grave. En effet, un
certain nombre d’études basées sur des cohortes de patients contaminés jeunes, comme celle sur
les jeunes femmes irlandaises contaminées par des Ig anti-D, décrivent une évolution quasi nulle.
Vingt ans apres la contamination, on trouvait seulement 41 % de Iésions inflammatoires minimes
et 52 % de modérées, une fibrose minime ou modérée était observée dans 51 % des cas, mais
seulement 2 % des malades avaient une cirrthose [82]. D’autres études [49], réalisées dans des
centres de traitement spécialisés dans les maladies hépatiques, fournissent des résultats beaucoup
plus inquiétants. Chez ces patients, la date de contamination est souvent inconnue, ils sont plus
agés au moment du diagnostic et ont été adressés dans ces centres souvent au vu d’anomalies
cliniques ou biologiques évocatrices de pathologies hépatiques, ce qui biaise les résultats. Malgré
toutes ces différences de recrutement, la vitesse de progression vers la cirrhose semble étre trés
variable d’un malade a I’autre. Trois facteurs principaux influengant I’évolution vers la fibrose ont
été identifiés : 1’4ge au moment de la contamination (>40-50 ans), la consommation d’alcool
(>50g/j) et le sexe (masculin). L’obésité, de par la stéatose, serait également un facteur
d’évolution défavorable de la cirrhose [39].

On peut schématiquement distinguer 3 formes d’hépatites chroniques [178]:

-L’hépatite chronique a transaminases normales est définie par la présence d’anticorps anti-VHC,
la présence de ’ARN du VHC et un taux de transaminases réguliérement normal (au moins 3
dosages en 6 mois). Dans ce cas et en 1’absence de facteurs de co-morbidité associés, la ponction

biopsie hépatique (PBH) n’est habituellement pas indiquée et on réalise un suivi des transaminases

2 fois par an.

-4 -




-L’hépatite chronique minime est caractérisée par des transaminases modérément élevées ou
fluctuantes et un score Metavir de fibrose sur la PBH de FO ou F1.

-L’hépatite chronique modérée ou sévere correspond, quant a elle, aux scores de fibrose de F2 a
F4. Bien qu’un malade puisse évoluer d’une forme a [’autre, cette classification permet

globalement d’apprécier le pronostic et d’évaluer le bénéfice potentiel d’un traitement.

PROGRESSION OF FIBROSIS IN CHRONIC
HEPATITIS C

Poynard et al (1997). Lancet 349: 825832

Age at infection > 40 y Age at nfection = 40 y
Alcohal = 50 g/d Alcochol < 50 g'd

Fibrosis »
grade

Figure 17 : Extraite de [124]. Progression de la fibrose dans I'hépatite chronique C.

L’hépatite chronique C est caractérisée, sur le plan histologique, par la présence d’infiltrats
lymphoides dans les espaces portes. Les lésions hépatocytaires associent typiquement une nécrose
cellulaire péri-portale et une inflammation lobulaire modérée. L’absence d’effet cytolytique du
VHC démontrée dans différents systémes d’expression, de méme que la normalisation des
transaminases lors d’une immunodépression transitoire chez un patient souffrant d’hépatite C
chronique, suggérent que la réponse immunitaire joue un rdle fondamental dans le processus de
destruction progressive du tissu hépatique caractérisant 1’hépatite C chronique. L’évolution
ultérieure de la maladie vers I’accumulation de la fibrose et, a terme, la constitution d’une cirrhose
semble dépendre en grande partie de cette réponse immunitaire et notamment de la réponse
cytokinique au niveau hépatique. La fibrose hépatique est la principale complication de 1’hépatite
chronique C. Son terme évolutif, la cirrhose, est responsable de la morbidité et de la mortalité de
I’hépatite C. La fibrogénese est un processus dynamique caractérisé par la synthése de molécules
constitutives de la matrice extra-cellulaire (MEC) : ensemble complexe de molécules protéiques
(collagene, €lastine), glycoprotéines (fibronectine, laminine,...) et de protéoglycanes organisés en
réseau tridimensionnel interconnecté [74]. Il s’agit d’un processus non spécifique d’organe qui se

pérennise tant que 1’agent agresseur reste présent dans le foie et qui vise a limiter 1’extension de la
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réaction inflammatoire. I s’agit donc, au début, d’un mécanisme physiologique bénéfique pour
I’organisme qui fait partie intégrante du mécanisme de cicatrisation [81]. La fibrose est
caractérisée par un dépdt anarchique de molécules de la MEC et leur organisation en polymeres
complexes et peu solubles aboutissant a la perturbation de I’architecture hépatique. Dans ’hépatite
C, la fibrose débute au niveau des espaces portes pour s’étendre ensuite vers les veines centro-
lobulaires réalisant des septa ou ponts fibreux. Le stade ultime du développement de la fibrose
hépatique est la cirrhose, caractérisée par des bandes de tissus fibreux reliant entre elles la majorité
des structures mésenchymateuses portales et centro-lobulaires et isolant des nodules

hépatocytaires.

iy - 'ﬁ‘ﬂﬁﬂ%‘fmw% '

Figure 18 : Extraite de [13].
Evolution du processus de fibrose lors d'une hépatite virale C chronique.
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Figure 19 : Extraite d'un document Schering-Plough.
Schéma de la fibrose hépatique lors d'une hépatite virale chronique C et d'une cirrhose.

La ponction biopsie hépatique (PBH) permet d’apprécier la gravité des 1ésions hépatiques.
Elle est habituellement effectuée par voie trans-pariétale, la voie trans-jugulaire étant plutot
réservée aux malades ayant des troubles de ’hémostase ou dialysés. La PBH est un geste invasif
réalisé en milieu hospitalier sous anesthésie locale ou générale et généralement échoguidé.
La biopsie trans-pariétale se pratique sous anesthésie locale et consiste a prélever un fragment de
foie sur le coté droit en piquant a travers la peau entre deux cotes avec une aiguille trés fine. La
lecture de la biopsie est réalisée par un anatomo-pathologiste. Pour une interprétation optimale, un
échantillon de foie d’au moins 1 cm de haut et 1 mm de diameétre comportant au moins 6 espaces
portes est requis (>10 est mieux).
L’anatomopathologiste donne une évaluation de I’état du foie qui peut étre codifiée selon 2
scores : le score de Knodell qui va de 0 a 22 et le score METAVIR qui est maintenant la référence
dans I’hépatite C. Il s'exprime sur deux dimensions : l'activité inflammatoire représentée par la
lettre A suivi d'un chiffre de 0 a 3, et la fibrose représentée par la lettre F suivie d'un chiffre de 0 a

4.

Lésions Score
Nécrose périportale et nécrose en pont 0al10
Lésions dégénératives et nécroses focales 0a4
Inflammation portale 0a4
Fibrose 0a4
Index total d’activité histologique 0a22

Tableau 4 : Score de Knodell.

= T




Activité Fibrose
AO : Pas d’activité FO : Pas de fibrose
Al : Activité minime F1 : Fibrose portale
A2 : Activité modérée F2 : Quelques sépta
A3 : Activité sévere F3 : Nombreux septa
F4 : Cirthose

Tableau 5 : Score Metavir.

La PBH est un acte médical non anodin. La conférence de consensus frangaise de février
2002 en a d’ailleurs limité I’indication en précisant qu’elle n’était pas obligatoire lorsque la
décision de traiter ne dépendait pas du score histologique (génotype 2 et 3 sans co-morbidité,
femmes ayant un projet de grossesse, cryoglobulinémies, par exemple). De nombreuses équipes
cherchent actuellement a mettre au point des combinaisons de marqueurs sanguins (nécessitant
seulement une prise de sang) qui donneraient un reflet satisfaisant de 1’état du foie. Une équipe
grenobloise [92] a notamment testé un certain nombre de marqueurs et en retient deux : le peptide
N-terminal du procollagéne de type III reflétant la fibrogénése et la métalloprotéase MMP-1
reflétant la fibrolyse. Un autre score est actuellement commercialisé : il s’agit de 1’Actitest-
Fibrotest [73]. L’index de fibrose (FibroTest) combine le dosage dans le sang de 5 marqueurs
indirects de fibrose : Alpha-2 Macroglobuline, Haptoglobine, Apolipoprotéine Al, Bilirubine
Totale, Gamma-Glutamyl Transpeptidase, avec un ajustement selon I'dge et le sexe de la personne.
L’index d’activité (ActiTest) combine les mémes marqueurs avec le dosage de la transaminase
ALAT.

Une régénération hépatique peut s’associer ou survenir apres I’installation de cette fibrose
annulaire [74]. Cette régression nécessite 1’élimination de 1’agent agresseur, en I’occurrence du
VHC. On peut également noter que le traitement par interféron seul semble ralentir la vitesse de

progression de la fibrose et ce, en présence ou on d’un effet virologique complet.

3-Cirrhose et carcinome hépato-cellulaire (CHC) :

C’est presque exclusivement & ce stade que surviennent les complications responsables de
la morbidité et de la mortalité de la maladie : la décompensation de la cirrhose et le CHC. La
décompensation de la cirrhose (traduite cliniquement par une ascite, un ictére ou une hémorragie
digestive par rupture des veines oesophagiennes) résulte de la détérioration de la fonction
hépatique et de 1’aggravation de I’hypertension portale. Le développement du CHC résulte

principalement de 1’accumulation de 1ésions pré-cancéreuses du parenchyme cirrhotique. En effet,
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ce parenchyme présente fréquemment des altérations génétiques, et le caractére monoclonal de la

moitié environ des micro ou macro nodules de régénération suggere fortement que la cirrhose est

une maladie pré-néoplasique [169].
IV-Les mécanismes immunitaires de la persistance virale

Environ 80 % des infections par le VHC deviennent des infections chroniques. Un certain
nombre de mécanismes ont été proposés pour expliquer, du moins en partie, cette persistance

virale.

1-Réponse humorale :

Une région hyper-variable de la protéine E2 nommée HVRI a été identifiée. C’est un
épitope B et sa variation semble influencée par la pression exercée par le systéme immunitaire
[80]. Il a également ¢été montré que les anticorps anti-HVR1 étaient neutralisants [45], ce qui
impliquerait que les mutations de cet épitope participent a la persistance du virus dans
I’organisme. Une équipe [15] a comparé le taux d’évolution nucléotidique de HVR1 chez 4
malades atteints du syndrome d’immunodéficience commune variable (CVID) ou I’influence du
systéme immunitaire est réduit et chez 5 malades controle. Le taux moyen d’évolution
nucléotidique trouvé est de 6,954 bases par an chez les contrdles, contre 0,415 chez les malades
atteints de CVID (p<0,02). Ces résultats semblent aller dans le sens d’une pression de sélection du
systéme immunitaire sur 1’évolution du virus. Dans cette hypothése, 1’élimination du VHC par les
anticorps anti-HVR1 est plus lente que le taux d’échappement par substitution d’acides aminés
[81]. Néanmoins, a ce jour, aucune différence qualitative ou quantitative des réponses humorales
n’a été impliquée dans la guérison ou la persistance de I'infection aprés un épisode aigu. En
revanche, les anticorps anti-VHC seraient impliqués dans certaines manifestations extra-
hépatiques de I’hépatite C comme les cryoglobulinémies de type II et III qui sont trés

fréquemment retrouvées chez les patients atteints d’hépatite C [25, 98].

2-Réponse cellulaire :

Certaines études ont également montré des mutations dans des épitopes T qui pourraient

participer a I’inefficacité de la réponse immunitaire [164].
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a) Réponse lymphocytaire T CD4+ spécifique du VHC :

Les lymphocytes T CD4+ spécifiques du VHC sont détectables dans le sang périphérique
environ 3 4 4 semaines aprés la contamination et leur apparition dans I’infiltrat cellulaire au niveau
hépatique se superpose & I’augmentation de I’activité sérique des ALAT [178]. Les protéines de
capside NS3 et NS4A sont les plus fortement immunogenes. Il existe une corrélation entre
I’existence d’une réponse lymphocytaire T CD4+ spécifique du VHC forte et soutenue chez les
malades et I’obtention d’une clairance virale durant la phase aigué¢ de P’infection [172]. Plus
précisément, il semblerait que ce soit la diversité de réactivité des lymphocytes T CD4+ vis-a-vis
des protéines virales qui intervienne dans la capacité¢ des malades & éliminer le virus [30]. Les
études de prolifération de lymphocytes T CD4+ circulants et 1’analyse de la production
périphérique de cytokines ont montré qu’une sécrétion de cytokines immunomodulatrices Th1 (IL-
2 et IFN-y) prédominait chez les sujets ne développant pas d’hépatite chronique, les autres
présentant un profil pro-inflammatoire Th2 (IL-4, IL-5 et IL-10) plus marqué. La clairance virale
spontanée parait donc d’autant plus probable que se développe une réponse lymphocytaire T

CD4+ de type Thl.

b) Réponse lymphocytaire T CD8+ cytotoxique :

Il a été démontré qu’au cours de I’hépatite aigu€, le nombre de clones lymphocytaires
spécifiques du VHC et produisant de I’IFN-y présents dans le sang périphérique est corrélé avec
I’éradication du VHC 6 mois aprés le début de I’infection [62]. Il semblerait que la diversité
épitopique de la réponse cytotoxique spécifique du VHC soit plus large chez les malades ayant
une hépatite aigué¢ gudrissant spontanément que chez ceux développant une infection chronique.
Au cours d’une hépatite chronique, des lymphocytes T cytotoxiques CD8+ spécifiques du VHC
sont également détectables au niveau de I’infiltrat cellulaire hépatique. Leur action sur la clairance

virale pourrait ainsi étre le résultat de la lyse des cellules infectées par apoptose et /ou de 1’action

de certaines cytokines telles que I’JFN-y ou le TNF [172]

¢) Les cellules dendritiques :

Il semblerait que le VHC puisse se multiplier dans les cellules dendritiques et que ces
derniéres soient également impliquées dans la non efficacité de la réponse immunitaire contre le
VHC. 11 a été récemment démontré qu’en dépit d’un phénotype normal et d’une capacité intacte de
capture de l’antigeéne, la capacité des cellules dendritiques a activer les lymphocytes T
allogéniques était profondément altérée chez les malades avec une hépatite C chronique

contrairement aux sujets sains [6].
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V-Diagnostic et suivi biologique d’une hépatite virale C

Comme on I’a vu dans le chapitre III, I’hépatite C est le plus souvent asymptomatique ce
qui rend difficile son diagnostic clinique. Elle est donc fréquemment découverte de fagon fortuite
lors d’un bilan général. Des campagnes de dépistage ont été mises en place par le ministére de la
santé, visant notamment les personnes présentant des facteurs de risque (antécédents de
transfusion, toxicomanie,...). Certaines personnes peuvent également étre amenées a consulter
pour une fatigue, des douleurs articulaires ou un ictére. Devant ces signes peu spécifiques, le
médecin réalisera un bilan général, qui, s’il montre une augmentation des enzymes hépatiques,
I’ameénera a prescrire les sérologies des hépatites virales.

Le diagnostic d’une hépatite virale C repose donc essentiellement sur le diagnostic
biologique. Ce diagnostic biologique, comme pour la plupart des infections virales, recherche soit
le virus et/ou ses constituants (diagnostic direct), soit les anticorps spécifiques correspondants
(diagnostic sérologique indirect). La culture cellulaire du VHC reste, pour le moment, du domaine

de la recherche.

1-Diagnostic sérologique indirect :

Ce diagnostic repose sur I’utilisation de tests immuno-enzymatiques (ELISA : Enzyme-
linked immunosorbent assay). Disponibles dés le début des années 1990, les tests ELISA de 1%°
génération utilisaient comme antigéne de capture la premiére protéine recombinante synthétisée :
c100-3, localisée dans la région NS4 du génome viral. Ces premiers tests évoluérent rapidement
vers une 2°™ génération incluant, en plus de la protéine de la région NS4, des antigénes de
protéines de capside et NS3. Les études de la cinétique d’apparition des anticorps au cours de
I’infection VHC ayant en effet montré que les anticorps les plus précoces €taient justement ceux
dirigés contre des épitopes des protéines de capside et NS3, une amélioration considérable de la
sensibilité fut obtenue avec 1’introduction de ces antigénes. Les tests les plus récents dits de 3°™

génération utilisent un mélange d’antigénes appartenant aux protéines de capside, NS3, NS4 et

NSS.
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Figure 20: Extraite de [47] :
First Generation Assay Antigénes des différentes
générations de tests sérologiques.

Second Generation Assay

Third Generation Assay



Une équipe de la banque du sang hollandaise [162] a évalué 3 kits de 3°™ génération (Abbott,
Murex et Ortho) et donne des spécificités respectives de 99.7, 99.3 et 99.9%. La nomenclature des
actes de biologie médicale a retenu, du fait d’un meilleur rapport cott-efficacité, 1’utilisation d’un
seul test pour le dépistage avec 1’obligation d’un contréle sérologique sur un nouveau prélévement
au moyen de réactifs ELISA différents en cas de dépistage positif (colt d’un test ELISA B70 soit
actuellement 18,20 €). Ces tests sont pris en charge a 100 % (Art R 322-1 du code de la sécurité
sociale) en cas de prescription et sont gratuits dans les centres de dépistages anonymes et gratuits
(CDAG). L’existence de résultats discordants, d’un test ELISA a ’autre s’explique, en général,
par la nature et la conformation légérement différentes des antigénes employés d’une part, et par le
type de support solide sur lequel sont fixés ces antigénes d’autre part. Ces discordances sont, dans
la grande majorité des cas, des faux positifs.

Un test de 4°™ génération : Monolisa® HCV Ag-Ab ULTRA, développé par la firme Bio-
Rad, est actuellement en cours d’agrémentation. Il combine la recherche de 1’antigéne de capside
avec celle classique d’anticorps contre les régions non structurales du VHC, ainsi que contre la
protéine de capside (mutée pour éviter toute interférence avec la captation de I’antigéne).

Il existe des tests de validation basés sur des méthodes d’immunoblotting. Les antigénes
viraux souvent identiques ou voisins de ceux utilisés dans les tests ELISA sont immobilisés sur
une membrane de nitro-cellulose. Leur spécificité est légérement meilleure que celle des tests
ELISA, cependant ils sont de moins en moins utilisés dans la pratique, a I’exception des primo-
infections ou ils peuvent se révéler intéressants pour suivre 1’apparition progressive du profil des
anticorps.

Les anticorps détectables apparaissent en moyenne 4 a 17 semaines apres le contage ; la
fenétre sérologique est donc importante. Une sérologie positive indique donc un contact avec le
virus mais n’a aucune signification en terme de réplication virale. Elle pourra étre le reflet d’une
hépatite guérie, par exemple.
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Figure 21 : Extraite de [135]. Détection de 'ARN du VHC et des ac anti-VHC par les
différentes générations de tests lors d'une infection aigué par le VHC. Malgré ces progreés la fenétre
sérologique demeure supérieure a 80 j.
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Test Fabricant Méthode Ag utilisé
Ortho HCV 3.0 Ortho-Clinical ELISA microplaque  Capside, NS3, NS4,
ELISA Test system  diagnostics Raritan, NS5 (Chiron
New Jersey corporation)
Vitros anti-HCV Ortho-Clinical ELISA sur Automate  Capside, NS3, NS4,
diagnostics Raritan,  Vitros ECI NS5 (Chiron
New Jersey corporation)
Abbott HCV EIA 3.0  Abbott Diagnostic, ELISA sur billes Capside, NS3, NS4,
Chicago, lllinois NS5 (Chiron
corporation)
IMXHCV 3.0 Abbott Diagnostic, ELISA sur automate  Capside, NS3, NS4,
Chicago, lllinois IMX NS5 (Chiron
corporation)
AXSYM HCV 3.0 Abbott Diagnostic, ELISA sur automate  Capside, NS3, NS4,
Chicago, lllinois AXSYM NS5 (Chiron
corporation)
PRISM HCV Abbott Diagnostic, ELISA sur automate  Capside, NS3, NS4, NS5

Monolisa anti-HCV
Plus version 2

Access HCV Ab
plus

Innotest HCV Ab IV

Chicago, lllinois

Bio-Rad , Marnes-
la-Coquette, France

Bio-Rad , Marnes-
la-Coquette, France

Innogenetics

PRISM

ELISA sur
microplaque

ELISA sur automate
ACCESS

ELISA microplaque

(Chiron corporation)

Capside, NS3, NS4, (Bio-
Rad)

Capside, NS3, NS4, (Bio-
Rad)

Capside, NS3, NS4, NS5
de génotypes 1, 2 et 3a
(Innogenetics)

Tableau 6 : Extrait de [178].
Tests ELISA de détection des Ac anti-VHC disponibles.

2-Diagnostic direct :

A- Technigues de détection qualitative de I’ARN du VHC :

L’ARN du VHC est présent en quantité trop faible pour étre détecté par les

méthodes d’hybridation classique. Une étape d’amplification préalable est nécessaire. Divers

protocoles de « reverse transcription polymerase chain reaction » (RT-PCR ) (rétrotranscription de

I’ARN viral en ADN puis amplification avec une ADN polymérase thermostable), ont été

développés. La plupart utilise un couple d’amorces spécifique de 1a région 5°NC et indépendant du

génotype. La 2°™ étape d’amplification fait appel & un couple d’amorces situé a I’intérieur de la
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région préalablement amplifiée : on parle alors de PCR nichée ou « nested PCR ». Cette double
amplification offre un gain de spécificité et de sensibilité important. Il existe cependant une
deuxiéme technique appelée TMA pour « transcription-mediated amplification » qui utilise une T7
ARN polymérase a température constante pour synthétiser des copies d’ARN simple brin. Les
caractéristiques techniques des tests commerciaux actuellement disponibles sont présentées dans
le tableau 7.

Depuis Juillet 2001, les dons de sang en France sont testés pour la présence d’ARN VHC
et VIH par des techniques de biologie moléculaire (dépistage génomique viral : DGV) ce qui

améne le risque de transmission transfusionnelle a des valeurs proches de zéro.

Test Fabricant Méthode Seuil inférieur  Application
de détection
Amplicor HCV ~ Roche PCR qualitative 50 Ul/ml Diagnostic
v2.0 Molecular manuelle
Systems,
Pleasanton, USA
Cobas Roche PCR qualitative 50 Ul/ml Diagnostic
Amplicor HCV  Molecular semi-
2.0 Systems, automatisée
Pleasanton, USA
Versant HCV Bayer TMA qualitatif 10 UI/ml Diagnostic
RNA Corporation, manuel
qualitative Tarrytown, USA
Assay

Tableau 7 : Extrait de [91].
Tests de détection qualitative de ' ARN du VHC disponibles.

Un ARN qualitatif positif chez un patient ayant des Ac anti-VHC témoigne d’une infection
active. En cas d’ARN qualitatif négatif, I’éradication virale est probable et doit étre contrdlée a 6
mois ou 1 an plus tard. Le colit de cette recherche est un B200 (52 €) avec un remboursement a
100 % en cas d’affection de longue durée (ALD). Les faux positifs sont liés a des problémes de
contamination. Les faux négatifs sont dus & un défaut d’amplification ou & une mauvaise
sensibilité. La fragilité¢ de ’ARN viral impose des conditions rigoureuses de prélévement et de

conservation des échantillons (-80°C pour éviter la dégradation par les RNases) [64].

B- Quantification de ’ARN du VHC : mesure de la charge virale

La charge virale peut étre mesurée dans le sérum ou le plasma par amplification de

la cible (ARN) par les deux mémes types de techniques que celles employées pour la détection
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qualitative de I’ARN VHC. Ces techniques sont fondées sur I’amplification compétitive de ’ARN
viral avec un ARN synthétique dont une quantité connue est rajoutée a 1I’échantillon au début de la
réaction. La charge virale est établie par comparaison & une courbe standard établie en paralléle
[91]. Un autre moyen de mesurer la charge virale est d’amplifier non pas la cible mais le signal.
On utilise pour cela la technique dite des « ADN branchés », qui permet la détection sans
amplification de faibles quantités d’ARN viral aprés hybridation sur un support solide.

Dans I’avenir, ces techniques pourraient étre remplacées par la PCR dite « en temps réel »,
ou la quantification de I’ARN se fait pendant la réaction dans un tube fermé. Ces techniques
quantitatives trés sensibles pourraient, a terme, permettre I’abandon des techniques purement
qualitatives car elle sont trés spécifiques et permettent la quantification de la charge virale sur un
intervalle de valeurs étendu [138]. Un kit de PCR en temps réel vient d’ailleurs d’étre mis sur le
marché par Roche Diagnostics (cf. Tableau 8).

Les caractéristiques techniques des tests commerciaux disponibles sont présentées dans le
tableau 8. Le cofit de cette recherche est un B300 (78 €) avec un remboursement & 100% en cas
d’ALD. Les indications de cet examen sont limitées au bilan pré-thérapeutique et au suivi
thérapeutique des patients infectés par le VHC. Lorsque ’on traitait les patients avec la bithérapie
IFN (3 MUI 3 x/semaine) + Ribavirine, la charge virale avant traitement permettait d’adapter le
schéma thérapeutique. Ce n’est plus le cas actuellement avec I'IFN pégylé: le schéma
thérapeutique dépend essentiellement du génotype. Au cours du suivi thérapeutique, la cinétique
de décroissance de la charge virale permet de définir les patients n’ayant pas une réponse
virologique précoce, en particulier a la 12°™ semaine (S12) de traitement chez les génotypes 1.
Dans ce cas, les chances d’obtenir une réponse virologique soutenue 6 mois aprés 'arrét du
traitement sont trés faibles (0-3%) [64]. Cette absence de réponse virologique précoce est définie
par une virémie toujours positive a S12, avec une diminution de moins de 2 log de la charge virale
entre la mesure pré-thérapeutique et S12. La limite supérieure de l’intervalle de quantification
linéaire varie de 500 000 a 7 700 000 Ul/ml, voire méme maintenant 200 000 000 Ul/ml avec la
derniére technique Roche en temps réel. L’intervalle de quantification linéaire de ces tests peut
étre augmenté en testant, aprés dilution, les échantillons donnant des valeurs supérieures a la
limite haute de quantification du test. La spécificité des tests de mesure de la charge virale est de
I’ordre de 98 4 99% et le génotype viral n’affecte pas leur exactitude. Depuis 1999, ’OMS a mis
en place une unité standardisée de mesure de la charge virale: I’'Ul/ml. A titre indicatif, ’ancien
seuil de décision thérapeutique de 2 millions de copies d’ARN VHC correspond a 800 000 Ul
VHC/ml (données Roche : journal d’information biomédicale, avril 2001). Etant donné le
coefficient de variation non négligeable de ces techniques, il est recommandé de ne pas tenir

compte de variations inférieures a 0,5 log [114].
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Test Fabricant Méthode Seuil inférieur Intervalle de
quantification
Amplicor HCV Roche PCR 600- 850 000
Monitor v2.0 Molecular compétitive 600 Ul/mi Ul/ml
Systems, manuelle
Pleasanton,
USA
Cobas Amplicor | Roche PCR 600 Ul/mi 600- 850 000
HCV Monitor Molecular compétitive Ul/ml
v2.0 Systems, semi-
Pleasanton, automatisée
USA
Versant HCV Bayer ADN branchés 200 000 200 000-
RNA 2.0 Assay | Corporation, manuels équivalents 120 000 000
Tarrytown, USA génomes /mi équivalents
génomes /mi
Versant HCV Bayer ADN branchés 615 Ul/ml 615-7 700 000
RNA 3.0 Assay | Corporation, semi- Ul/ml
Tarrytown, USA | automatisés
LCx HCV RNA | Abbott PCR 25 Ul/ml 25-2 630 000
Quantitative Diagnostic, compétitive Ul/ml!
Assay Chicago, USA semi-
automatisée
Superquant National PCR 30 Ul/ml 30-1 470 000
Genetics compétitive Ul/ml
Institute, Los semi-
angeles, USA automatisée
Cobas Tagman | Roche PCR en temps 30 Ul/mi 30-200 000 000
HCV Test Molecular réel Ul/ml
Systems, automatisée
Pleasanton,
USA

Techniques de quantification de 'ARN du VHC disponibles.

Tableau 8 : Extrait de [91].
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C- Test de détection et de quantification de I’antigéne de capside du VHC :

Un test ELISA de détection qualitative de I’antigene de capside du VHC a été développé
pour permettre de réduire la fenétre sérologique précédant la séroconversion, notamment pour la
qualification des dons de sang [5]. Par ce test, I’antigéne de capside est détecté en moyenne 1 a 2
jours aprés I’ARN viral (qui est lui-méme détecté 1 a 2 semaines aprés la contamination), alors
que la fenétre sérologique est en moyenne de 7 & 8 semaines. Néanmoins, maintenant que le DGV
a été généralisé a I’¢tablissement frangais du sang, cette technique ne semble plus trés intéressante.

Un test ELISA quantitatif utilisant le méme Ac monoclonal et comportant une étape
préliminaire de dissociation des complexes antigéne-anticorps a également été développé pour étre
utilisé dans la prise en charge des malades infectés par le VHC (Total HCV core Ag assay, Ortho-
Clinical Diagnostics, Raritan, New Jersey) [152]. Le titre d’antigéne de capside circulant est
corrélé a la charge virale et peut étre utilisé comme marqueur de celle-ci. La détection-
quantification de I’antigéne de capside du VHC est cependant moins sensible que les tests
moléculaires pour la mise en évidence d’une réplication virale, puisqu’il ne détecte pas la
réplication virale en de¢a d’une charge virale de 1’ordre de 20 000 UI/ml [17]. Ce test est donc trés

peu utilisé en pratique.

3 5 Total HOW core Ag
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Figure 22 : Extraite de [17]. Relation entre 'ARN du VHC (en log10 TU/mL) et le total HCV core Ag
(en log10 pg/mL) dans 293 échantillons.
Les 2 marqueurs sont significativement liés: (~=0.92; £= .0001).

D- Détermination du génotype :

La détermination du génotype, ou génotypage, repose sur des techniques de biologie
moléculaire a partir de ’analyse de la région 5’NC et/ou de la région codant la capside virale par
séquengage direct et analyse Phylogénétique (méthode de référence), ou par hybridation inverse

utilisant des sondes spécifiques de type ou de sous-type.
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Les caractéristiques techniques des tests commerciaux disponibles sont présentées dans le

tableau 9.
Test Fabricant Méthode Types Sous-types
identifiés identifiés
Inno-LiPA Innogenetics, Hybridation inverse 13 6 1a, 1b, 2a/2¢, 2b,
. aprés PCR 3a, 3b, 3¢, 443, 4b,
HCV I Gand, Belgique AciAd, de. 4% 4,
5a, 6a, 10a
Trugene Visible Genetics ~ Séquengagedirect 136 1a, 1b, 1c, 2a, 2b,
HCV 5°NC Inc. Toronto de la région 5’NC 2¢, 2d, 3a, 3b, 3c,
G e kit C ’ B ’ et comparaison 4 3d, 3e, 3f, 3g, 4a,
enotyping anada une banque de 4b, 4c, 4d, 4e, 4f,
séquences de 4g, 53, 63, 6b
reférence

Tableau 9 : Extrait de [91]. Techniques de génotypage du VHC disponibles.

Le génotype viral peut également é&tre déterminé par des techniques sérologiques
(sérotypage) grice a la mise en évidence d’anticorps spécifiques de type par ELISA compétitif (les
sous-types ne peuvent pas étre déterminés par cette méthode). Il s’agit de la technique Murex®
HCV Serotyping 1-6 Assay , commercialisée en France par Abbott Diagnostic, Chicago, Illinois.
Il en existe maintenant une nouvelle version HC03 [57]. Le test est interprétable chez 90 % des
patients immunocompétents ayant une hépatite C chronique et la concordance des tests
moléculaires de la détermination de génotype est de 94 %. Cette concordance est meilleure pour
les types 1 et 3 que pour les autres types. Il est cependant impossible avec ce test d’interpréter les
sérotypes mixtes trouvés. La réponse au traitement étant variable selon les génotypes (cf. chapitre
VI), le génotypage trouve son intérét lors de la décision thérapeutique. Il permet aussi de
déterminer la durée du traitement (6 mois pour les génotypes 2 et 3 et un an pour les génotypes 1).
Le colit du test est un B400 (104 €) pour le génotypage et B200 (52 €) pour le sérotypage (les 2
examens n’étant pas cumulables) avec un remboursement a 100% par la sécurité sociale dans le
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cadre d’une ALD. L’indication du typage du VHC est limitée au bilan pré-thérapeutique d’une
hépatite C.

D’autres techniques de diagnostic sont actuellement en cours d’investigation. On peut
citer, par exemple, 'utilisation de « puces» a basse densité qui permettent une détection
simultanée du génome viral et des anticorps pour le VIH, le VHC et le VHB. Ces puces sont

proposées par la société Apibio basée a Grenoble [117].
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Figure 24 : Extraite de [117]

(A) Modéle du CombOLISA microarray (duplicated spots).

Acides nucléiques pour I'hybridation d'ADN : CHIV [1,9,17], CHBV [3,11], et CHCV [7,15]..
Protéines virales pour la recherche dans le sérum HIV Ag [5,13], HBs Ag [8,16], et HCV Ag [4,12]
Protéines non-spécifiques pour |'évaluation de la spécificité de la puce. NSP1[2,10] & NSP2 [6,14]
(B) CombOLISA array d l'issue de nombreux essais :

-Ajout indépendant des analytes : I: HBV DNA. IT: HIV DNA. III: HBV serum. IV: HIV serum.
(C) Analytes ajoutés consécutivement dans le méme puits: V: HBV et HIV DNAs. VI: HBV, HIV, et
HCV DNAs. VII: HBV, HIV et HCV DNAs et HBV serum. VIII: HBV, HIV, et HCV DNAs et

HBV et HIV sera.
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VI-Traitement d’une hépatite virale C

Depuis la découverte du VHC en 1989, ’efficacité du traitement de ’hépatite chronique C
a considérablement progressé. En 1989, la monothérapie avec I’interféron alpha (IFNa) standard
sur une période de 6 mois permettait d’obtenir a peine 10 % de réponse virologique soutenue
(recherche d’ARN viral négative 6 mois apres 1’arrét du traitement : RVS). L’allongement de la
durée du traitement par [FN a 12 mois a permis d’obtenir environ 15% de réponse virologique
soutenue. Depuis 1998, I’association de la ribavirine (RBV) a I’interféron a nettement augmenté
I’efficacité du traitement : on obtenait alors environ 40 % de RVS. Enfin deux grands essais
contrdlés [52, 100] ont montré que la nouvelle bithérapie associant la ribavirine a ’interféron

pégylé (IFNPeg) permet d’obtenir 55 % de réponse virologique [178].

Evolution des traitements de I'hépatite C chronique

S % de RVS

40

30

20

10

IFN 6 mois IFN 12 mois IFN + RBV IFNPeg IFNPeg +
1989 1994 1998 2000 RBV 2001

Figure 25 : Extraite de [172]. Evolution des traitements de I'hépatite C depuis la découverte
du virus en 1989. RVS : réponse virologique soutenue.

1-Les indications de traitement :

Ce traitement étant lourd d’effets indésirables, il n’est pas systématiquement prescrit a
toute personne chez qui le virus a été détecté. La décision de traiter dépend essentiellement des
données virologiques et histologiques, mais doit étre envisagée au cas par cas en tenant compte de

1'age, du terrain, des contre-indications éventuelles au traitement et des motivations du malade.
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A- L hépatite C aigué :

L’attitude thérapeutique dans I’hépatite C aigué est déterminée par la constatation
rapportée dans de nombreuses études que les patients symptomatiques ont plus de chances que les
asymptomatiques d’éliminer spontanément le virus [59, 159]. Si le contage est documenté, Ia
recherche d’ARN positif et le malade asymptomatique, les recommandations de la conférence de
consensus 2002 [178] sont de commencer immédiatement un traitement (IFNPeg + RBV, 24
semaines) sans faire de biopsie, car la probabilité de passage a la chronicité est élevée. Chez les
malades ayant une hépatite C symptomatique, la conférence de consensus de Février 2002 suggére
une recherche d’ARN viral 12 semaines aprés le début de I’ictére. Si I’ARN reste détectable a ce
moment 13, il est alors recommandé de traiter 24 semaines par IFNPeg + RBV [137]. D’aprés une
étude récente [79], le traitement de I’hépatite aigué par la monothérapie IFNPeg donne un taux de
réponse soutenue de 80 % (n=20) et avec la bithérapie IFNPeg + RBYV, le taux de réponse passe a
85 % (n = 20). De plus, cette étude montre que la réponse CD4+ THI1 est plus importante et plus
étendue chez les patients traités que chez les non traités et que cette réponse est maintenue plus
longtemps chez les sujets traités ou chez ceux qui vont éliminer spontanément le virus que chez

ceux chez qui I’infection devient chronique.

B- L hépatite chronique C « naive » :

L’indication de traitement repose essentiellement sur 2 paramétres : le risque évolutif de la
maladie et les chances de réussite du traitement. En fonction de ce deuxiéme critére, on
recommande de traiter tous les génotypes 2 et 3 car ils ont plus de 80 % de chance de guérir avec
un traitement de 24 semaines [178]. Pour les génotypes 1, on évaluera le risque évolutif de la
maladie gréce a une PBH. Le rapport bénéfice-risque apparait assez élevé pour des patients ayant
une fibrose modérée ou sévére correspondant & un score METAVIR F2-4. L’indication de
traitement est d’avantage a discuter pour des malades ayant une fibrose absente ou minime en
’absence de facteurs aggravants (obésité, consommation excessive d’alcool, co-infections,...). On
recommande alors plutét une surveillance réguliére de la maladie et on ré-évalue I’indication de
traitement si besoin. L’existence de manifestations extra-hépatiques (vascularites, par exemple),

un projet futur de grossesse, ou une forte demande du patient peuvent également faire envisager

un traitement.
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C- L’hépatite chronique C déja traitée :

Les échecs au traitement initial peuvent étre des « rechutes », définies par la réapparition
de I’ARN viral sérique dans les 6 mois suivant I’arrét du traitement, ou des « non-réponses »
définies par la persistance de I’ARN viral sérique a la fin du traitement.

D’apres la conférence de consensus frangaise de Février 2002, un traitement associant [FNPeg et
RBYV doit étre proposé aux patients n’ayant pas répondu ou ayant rechuté aprés un traitement avec
de I'IFN en monothérapie. En effet, les études existantes [37, 121] montrent un intérét de
reprendre une bithérapie IFN + RBV chez les patients ayant été traités en monothérapie. Par
extrapolation des résultats observés chez les patients naifs sur la meilleure efficacité de 'IFNPeg,
on peut ainsi conseiller de retraiter ces patients avec le traitement de référence actuel (IFNPeg+
RBV). En revanche, il n’existe pas d’attitude clairement définie et peu de données sont
actuellement disponibles concernant les patients non répondeurs ou rechuteurs a un traitement par

bithérapie IFN standard-RBV .

Medscapes www.medscape.com ‘
IFN-2b + RBV M PEG-2b 0.5 + RBVY W PEG-2b 1.5 + RBV

All patients Genotype 1 Genotype 2+3

Figure 26 : Extraite de http://www.medscape.com/viewprogram/2035_pnt. Auteur : Norbert Brdu ,
2002. Avancées dans le traitement de I'hépatite C.
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D- Les patients transplantés hépatiques :

La récidive de I’infection par le VHC est quasi systématique aprés transplantation
hépatique pour cirrthose ou CHC 1i¢ au VHC. Une charge virale élevée, la survenue d’une hépatite
symptomatique ou une forte immunosuppression seraient des facteurs d’évolution défavorables,
justifiant le traitement des patients par la bithérapie IFNPeg + RBV [132]. 1l serait intéressant de
pouvoir traiter les patients rapidement en post-opératoire tant que leur charge virale est encore
faible. Cependant, dans cette période, le traitement antiviral entraine des risques trés importants de

toxicité hématologique, d’aggravation de I’état général et de complications septiques.

E- Les traitements d’entretien :

Chez les malades non répondeurs avec une hépatopathie évolutive et un risque important
de progression vers la cirrhose, un traitement d’entretien doit étre discuté pour stabiliser la maladie
et éventuellement attendre I’arrivée de nouvelles molécules thérapeutiques plus efficaces.

Prés de la moitié des non répondeurs présentent quand méme une amélioration
histologique a I’issue de leur traitement. L’IFN diminue 1’activité inflammatoire intra-hépatique et
pourrait ainsi ralentir ’évolution de la fibrose hépatique, et ceci méme en cas de persistance de
I’infection virale [150]. De nombreuses études sont en cours pour évaluer la prise au long cours de
faibles doses d’interféron. Les laboratoires Roche dirigent 1’étude HALT-C (Hepatitis C Antiviral
Long-Term Treatment Against Cirrhosis) avec le Pegasys® sur plus de 1000 patients n’ayant pas
obtenu de réponse soutenue a une bithérapie IFN + RBV d’au moins 12 semaines (quel que soit
I’TIFN). Les patients re¢oivent Pegasys® + Copegus® pendant 6 mois puis, si la charge virale est
toujours détectable a I’issue de ces 6 mois, les patients sont randomisés en 2 groupes : « ¥ dose de
Pegasys® pendant 3 ans et demi» ou « pas de traitement ». Les laboratoires Schering-Plough
coordonnent, eux, I’étude COPILOT (Colchicine versus Peg-intron® Long-Term) qui regroupe
environ 1000 participants n’ayant pas obtenu de réponse soutenue a 1’issue d’un ou plusieurs
traitements. Les patients sont randomisés en 2 groupes : le 1¥ regoit une faible dose de Peg-
intron® 1 x /semaine et le second de la colchicine par voie orale 2x/jour. La colchicine est une
drogue anti-fibrotique qui a montré des effets bénéfiques sur des patients ayant des lésions
hépatiques liées 4 I’abus d’alcool.

La ribavirine en monothérapie, bien que n’ayant a priori pas d’effet durable sur la charge
virale (cf. chapitre VI-3), permet d’obtenir une diminution significative des transaminases et leur
normalisation (=réponse biochimique) chez 30 a 50 % des malades. Le taux de réponse
biochimique est plus faible chez les patients cirrhotiques (24 %) et chez les patients non
répondeurs a 'IFN (26 %) [172]. Hoofnagle et al [70] montrent chez 108 patients non répondeurs

a une 1% cure de 24 semaines d’IFN + RBV, puis randomisés en 2 groupes, I’un recevant de la
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ribavirine 1000 ou 1200 mg/j pendant 48 semaines et 1’autre recevant un placebo, que la
monothérapie RBV permet de maintenir un taux de transaminases plus faible, ce qui diminue

I’apparition de 1ésions nécrotico-inflammatoires du foie.

160 5 Interferon and

Ribavirin Ribavirin or Placebo

SRR |

Mean ALT (UA)

et S e = :
; - i o3 : V_V T
Normal Sustained Response

Pre § 4 B 12 16 20 2410 3% 35 48 44 4B 51 56 64 72

Week of Therapy of Follow up

Figure 27 : Extraite de [70]. Comparaison des taux sériques moyens d'ALAT chez 41 patients qui ont
une réponse virologique soutenue (losanges) et chez 34 patients virologiquement non répondeurs. A la
24%™ semaine, les patients non répondeurs ont été randomisés en 2 groupes : un groupe traité par la
RBV seule (n = 17; ronds ), un groupe traité par placebo (n = 17 ; carrés) pendant les 48 semaines

suivantes.

Pour les patients déja atteints de cirrhose (F4), le but du traitement n’est plus seulement
’éradication virale, mais surtout la stabilisation de la maladie pour éviter 1’évolution vers un
CHC. Les études rapportent quand méme des taux de réponse soutenue de 41 % pour les
génotypes 1 et de 73 % chez les patients génotypes 2 et 3 ayant une fibrose avancée ou une
cirrhose compensée. Ces taux chutent a 30 % pour les patients ayant un génotype 1 et une cirrhose
décompensée [43]. En I’absence de réponse virologique, un traitement d’entretien par IFN seul

peut étre proposé si le patient a eu une réponse biochimique a I’issue du traitement initial.

F- Autres cas [178]:

Les troubles constitutionnels de I’hémostase (hémophilie, notamment) ne modifient pas les

traitements.

Chez les patients thalassémiques, la surcharge en fer, induite par la dysérythropoiése et les
transfusions multiples, aggrave 1’hépatopathie et pourrait diminuer [’efficacité de I'IFN. La
ribavirine est, par ailleurs, généralement contre-indiquée du fait des risques d’hémolyse sévere.
Selon les données de la PBH, un traitement par IFN peut €tre proposé et s’il échoue, on peut alors
envisager une bithérapie sous treés étroite surveillance et avec des transfusions régulieres.

Chez I’insuffisant rénal non dialysé, I'IFN et la RBV sont habituellement contre-indiqués.
L’évaluation histologique du foie est indispensable, notamment pour rechercher une cirrhose qui

contre-indique une transplantation rénale isolée. Un traitement par IFN peut tout de méme étre
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proposé malgré sa mauvaise tolérance. Il est justifié de traiter I’infection virale C avant
d’envisager une transplantation rénale qui contre indique I’IFN.

Chez les alcooliques chroniques, 1’évolution de I’hépatite C est plus rapide. L’efficacité du
traitement antiviral, sa tolérance et son observance sont diminuées. Il est recommandé d’obtenir un
arrét ou une diminution notable de la consommation d’alcool au moins 6 mois avant de débuter un
traitement.

Chez les toxicomanes, I’hépatite C étant le plus souvent détectée assez tOt, I’atteinte
histologique est encore minime et la prévalence du génotype 3 est plus élevée dans cette
population. Tous ces éléments sont plutét de pronostic favorable, néanmoins certains facteurs
fréquemment associés a une toxicomanie active sont moins favorables : consommation d’alcool,
co-infection par le VIH ou le VHB, fréquence des troubles psychiatriques et fragilité du lien
social. Pour ces patients, une prise en charge pluri-disciplinaire doit étre mise en place afin
d’évaluer la stabilité psychologique, relationnelle et sociale et éventuellement pour gérer un
traitement substitutif.

Chez les personnes souffrant de troubles psychiatriques, il semble raisonnable de ne traiter
qu’en cas d’hépatopathie sévére en raison du risque d’apparition ou d’aggravation de
manifestations psychiatriques graves.

Chez les co-infectés VIH-VHC, I’hépatite C est associée a une sévérité accrue des 1ésions
histologiques hépatiques et a une évolution plus fréquente et plus rapide vers la cirrhose. Chez les
patients non immunodéprimés, sans indication immédiate de traitement anti-VIH, on essaiera de
traiter en premier le VHC: cette stratégie facilite 1’observance et évite les interactions
médicamenteuses entre la RBV et les analogues nucléosidiques, ainsi que la majoration de
I’hépatotoxicité des antirétroviraux par I’hépatopathie sous-jacente. Chez les patients co-infectés
recevant déja un traitement antirétroviral, I'indication d’un traitement anti-VHC repose sur les
mémes bases histologiques que celles retenues pour les malades monoinfectés par le VHC, en
faisant attention au risque d’interactions médicamenteuses cité ci-dessus. En cas
d’immunodépression, le traitement anti-VHC n’est pas la priorité. De plus, I’immunodépression
sévére semble associée 4 une diminution de la réponse virologique et de la tolérance clinique et

biologique des traitements anti-VHC.

2-1’interféron :

L’interféron a été découvert en 1957 en tant que substance ayant une activité antivirale
et/ou sur le systéme immunitaire. L’interféron a été largement utilisé comme régulateur négatif de

la croissance cellulaire. L’interféron est produit naturellement dans la plupart des cellules
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humaines mais en quantité trés faible. Il existe plusieurs formes d’interféron : o essentiellement
sécrété par les macrophages, B essentiellement sécrété par les fibroblastes et 7 sécrété par les
cellules T activées et les cellules Natural Killer (NK). C’est I’IFN o qui est utilisé contre 1’hépatite

C. Il en existe 2 formes commercialisées I'IFN o-2a de Roche et IFN o-2b de Schering-Plough.

A- Pharmacodynamie:

Activité antivirale : L’inhibition de la réplication virale par I'IFNo est médiée par sa
liaison aux récepteurs de surface cellulaire de type 1. Par la suite, I’internalisation du complexe
IFN induit la synthése et la libération de plus de 20 protéines effectrices, telles que la 2’5’-
oligoadénylate synthétase, la protéine kinase dépendante de I’ARN double brin et les protéines Mx
qui inhibent la réplication virale a différents niveaux. L’induction de la protéine kinase dépendante
de ’ARN double brin inhibe la traduction virale [136]. La production de 2’5’-oligoadénylate
synthétase entraine la dégradation des ARN messagers [58]. Les modéles mathématiques montrent
que les concentrations d’ARN du VHC diminuent de mani¢re dose-dépendante apres des
injections simples ou multiples sous-cutanées d’IFN. Lors de la phase initiale (0-2 jours), la
décroissance est rapide. Lors de la seconde phase, la diminution de charge virale ralentit et la
variabilité interindividuelle de cette charge virale augmente. Contrairement a la premiére phase, la
seconde n’est pas dose-dépendante mais est corrélée négativement avec la charge virale initiale et

positivement avec le taux d’ALAT sérique [108].
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Figure 28 : Extraite de http://www.lionden.com/ap2out-lymph.htm.
Action antivirale de l'interféron dans une cellule infectée par un virus.
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Effet immunomodulateur: L’IFN a montré in vitro de nombreux effets
immunomodulateurs : activation des monocytes-macrophages, induction de Pexpression
d’antigénes a la surface cellulaire et augmentation de I’activité des lymphocytes T cytotoxiques.
L’TFNa stimule préférentiellement les lymphocytes T CD4+ helpers de type 1 (TH-1) et, par
conséquent, la synthése de cytokines comme 1’interleukine 2 (IL-2) et I’interféron gamma [139].
D’autre part, on sait que lors des hépatites B et C, on a une adhésion des hépatocytes entre eux
médiée par des molécules d’adhésion telles que ICAM-1 dont I’expression augmente lors de ces
infections. Or, aprés une monothérapie d’IFN, il a été noté¢ une diminution significative de
I’expression des ICAM-1 sur des biopsies de foie de répondeurs au traitement par rapport a des
non-répondeurs [55].

Autres effets : L’interféron réduit les concentrations sériques de transforming growth
factor p1 (TGF-B1) [158]. Or le TGF-B1 favorise la synthése de composants de la matrice extra-
cellulaire et ainsi la fibrose. Ceci pourrait expliquer, du moins en partie, I’effet bénéfique de I’'IFN
pour ralentir 1’évolution de la fibrose.

En terme d’histologie hépatique, une méta analyse d’une équipe italienne [26] montre que

I’IFNPeg améliore plus efficacement I’état du foie que I’IFN standard.

B- Pharmacocinétique [139] :

Suite & une injection sous cutanée simple ou multidoses d’TFNo 3MUI, le pic maximum de
concentration plasmatique (Cmax) médian se situe respectivement a 13,9 et 29,7 Ul/ml et est
atteint en environ 7 heures en simple dose et 5 heures en doses multiples. La clairance plasmatique
totale aprés I’injection d’une simple dose de 3MUI est de 14,3 /h. La demi vie de ’IFNa est
d’environ 7h. Une nouvelle forme galénique de I’interféron, I’interféron pégylé, est maintenant sur
le marché et tend & supplanter I’'IFNo classique. La pégylation (attachement a une molécule de
polyéthyléne glycol : PEG) ralentit 1’élimination de la molécule et augmente ainsi sa demi-vie.
Elle permet une seule injection par semaine (au lieu de 3 auparavant) et permet d’avoir des taux
plus stables d’interféron dans le sang [116]. Ceci visait 4 augmenter le confort du patient, &
diminuer les réactions immunologiques et éventuellement le taux de mutation virale. La encore, il
existe 2 molécules : I'IFN a-2a de Roche : Pegasys® dont le PEG est ramifié et pése 40 kDA, qui a
une % vie de 77 heures et le Viraferon-Peg® de Schering-Plough IFN a-2b dont le PEG est
linéaire et pése 12 kDA et qui a une % vie de 59 heures [116]. Les recommandations actuelles de
posologie sont de 180 pg/sem pour le Pegasys® et 1,5 ug/kg/sem pour le Viraferon—Peg®. Elles

peuvent étre diminuées respectivement jusqu’a 90 pg/semaine et 0,5 pg/kg/semaine.
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C- Effets indésirables [139] :

Il sont importants lors de la bithérapie [IFNa + RBV et aménent a diminuer les doses du

traitement initial chez pres d’un tiers des patients. Les effets secondaires amenant le plus
fréquemment a une modification de posologie sont ceux sur la formule sanguine. En effet, on
observe fréquemment une diminution des globules blancs et notamment des neutrophiles lors d’un
traitement par IFN. La neutropénie est le seul effet indésirable de grade 4 (mettant en jeu le
pronostic vital) qui ait une incidence > 1%. Les plaquettes peuvent également étre diminuées.

Un effet secondaire moins grave mais trés fréquemment décrit est le syndrome pseudo-
grippal qui comprend des maux de téte, fatigue, malaises, myalgies, arthralgies, fiévre et apparait
généralement lors des premiéres semaines de traitement. Du paracétamol est couramment prescrit
pour limiter ces symptomes. Ce syndrome n’est responsable que de 6 % des diminutions de dose
en monothérapie IFN.

Vingt pour cent des patients traités par I’IFN souffrent de troubles psychiatriques. Les
dépressions séveres et les idées suicidaires apparaissent souvent chez les personnes ayant déja eu
des antécédents psychiatriques. Une légére dépression, une irritabilité, de I’insomnie sont
fréquemment décrites chez des personnes n’ayant pas d’antécédents. Ces effets indésirables sont &
’origine de 6,4 % des diminutions de dose.

Au total, on estime que des effets indésirables sérieux (grade 3) ou mettant en jeu le
pronostic vital (grade 4) apparaissent chez 17 % des patients recevant un traitemeht pour la
premiére fois et chez 10 % des patients déja traités.

Un des espoirs mis dans 'intérféron pégylé était également une diminution des effets
indésirables étant donné que les patients ne regoivent plus qu’une injection par semaine. Or les
études cliniques [100] ont montré une plus forte fréquence des signes inflammatoires au point
d’injection ainsi qu’un syndrome grippal un peu plus fréquent et un peu plus marqué. Une
neutropénie a également été observée plus fréquemment qu’avec ’interféron standard mais sans
complication. Néanmoins, d’aprés ces mémes études [100], la bithérapie IFN pégylé-ribavirine
donne des taux de réponse prolongée de 56 % contre 45 % avec une bithérapie classique, et 30 %

avec I'interféron pégylé en monothérapie.

D- Facteurs de non réponse au traitement :

Le traitement actuel (bithérapie IFNPeg + RBYV), qui pourtant présente une nette
amélioration par rapport aux précédents, donne un taux d’échec de 18-24 % chez les patients
infectés par un virus de génotype 2 ou 3, et de 54-58 % avec les génotypes 1. Ces échecs peuvent
étre dus a des facteurs liés a I’h6te ou a un phénoméne d’échappement du virus a la thérapeutique.

Un certain nombre de protéines virales ont été incriminées dans ces phénomeénes de résistance.
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Elles inhiberaient in vitro les effecteurs de I’action antivirale de I'IFN. Deux régions du génome
du VHC ont été montrées comme interagissant in vitro avec la protéine kinase R (PKR) cellulaire
induite par I’interféron. Il s’agit de la région déterminant la sensibilité a I’interféron (ISDR) de la
région NSS5A [41] et du domaine d’homologie de phosphorylation du facteur de transcription
eucaryote elF2-a de la protéine kinase activée par I’ARN: PePHD de la région E2. Des mutations
dans ces deux régions pourraient donc étre a 1’origine de résistance a I’interféron. Une étude
espagnole de 2001 [126] trouve des mutations dans la région ISDR associées significativement
une réponse a long terme chez des patients infectés par un virus de génotype 1b, mais pas chez les
patients infectés par un virus de génotype 3a. En revanche, ces mémes auteurs ne trouvent pas de
mutations dans PePHD associées & la réponse au traitement. Récemment, une équipe japonaise
[149] démontre, en culture cellulaire, que la protéine NS5A entiére interagit physiquement avec la
2°, 5’-oligoadénylate synthétase, mais que cette interaction existe aussi avec la région 1-148 de la
protéine NS5A qui ne contient ni I'ISDR ni le domaine de liaison & la PKR remettant ainsi en
cause le role de ces 2 régions.

La région hypervariable 1 (HVR1) a également été beaucoup étudiée. Son hétérogénéité
pourrait &tre a I’origine de 1I’émergence de quasi-especes résistantes non seulement a 1’action des
anticorps mais également a la bithérapie IFNPeg + RBV. Or une étude récente [2] montre que les
modifications des quasi-espéces de HVR1 semblent apparaitre essentiellement lors de la phase
précoce de traitement mais ne jouent pas de rdle dans la réponse soutenue a la bithérapie.

D’un autre coté, la diminution quantitative et/ou qualitative des lymphocytes CD4+ et
CD8+ semble étre un facteur déterminant de la persistance virale [114].

Il a également été remarqué [101] que les non-répondeurs avaient des taux plus élevés de
Tumor Necrosis Factor (TNF-a) que les témoins, et des études récentes suggérent une implication
de cette cytokine dans un contrdle négatif de I'IFNa. Des études complémentaires semblent
néanmoins encore nécessaires afin de mieux comprendre 1’implication de cette molécule dans la
réponse a I’IFNa.

Le virus de I’hépatite C n’étant pas cultivable de fagon stable sur les lignées cellulaires
testées jusqu’a maintenant, un certain nombre d’études sont en cours afin de trouver un moyen
d’étude de la réponse du virus aux traitements (molécules actuelles ou a venir). Les systémes de
réplicons développés plus haut (cf. chapitre I-3) tentent de répondre a cette problématique. Deux
équipes [45, 63] montrent sur un systéme de réplicons que I’'I[FNa induit une diminution de
réplication des réplicons subgénomiques d’un facteur 10, et ceci indépendamment du fait que le
réplicon contienne la région NS5A ou se trouve situé I’'ISDR, région de résistance potentielle a

P’interféron décrite dans de nombreuses études.
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Une équipe japonaise [36] a décrit une puce & ADN de basse densité (295 génes)
comprenant de nombreux génes de l'inflammation des hépatocytes tels que le récepteur de
I’interféron et un des facteurs inductibles par 1’interféron. Cette puce a pour but d’évaluer la

réponse a I’interféron a partir d’une biopsie hépatique.

3-La ribavirine :

Synthétisée en 1970 par les Drs Joseph T. Witowski et Roland K. Robins [90], la ribavirine
(1-B-D-ribofuranosyl-1, 2, 4-triazole-3-carboxamide) est un analogue nucléosidique de la
guanosine. Elle posséde un large spectre antiviral. En 1986, son administration sous forme
d’aérosols au cours des infections pulmonaires & virus respiratoire syncytial fut autorisée par la
Food and Drug Administration (FDA) des USA. Depuis, des essais de traitement d’infections
virales variées (virus de la fievre de Lassa [102], VIH [113], VHB [173]) ont été réalisés.
Pourtant, I’emploi de cette molécule est resté restreint, des effets tératogénes ayant effectivement
été observés chez des rongeurs et des lapins [130]. L’efficacité connue de la ribavirine contre des
virus appartenant a la famille des Flaviviridae incita cependant diverses équipes a 1’évaluer dans
le cadre du traitement de I’hépatite C chronique [130].

Comme pour I’interféron, il en existe 2 formes commerciales : le Rebetol® de Schering-
Plough et le Copegus® de Roche. Elles sont actuellement utilisées dans le cadre d’une
Autorisation de Mise sur le Marché (AMM) en association avec I’IFN a-2b a la posologie de 800
mg pour un poids inférieur a 65 kg, 1000 mg pour un poids compris entre 65 et 85 kg et 1200 mg
au-dela de 85 kg pour le Rebetol®, et en association avec ’'IFN o-2a a la posologie de 1000 mg

pour un poids inférieur a 75 kg et 1200 mg au-dela de 75 kg pour le Copegus®, et cela en 2 prises

orales par jour.
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Figure 29 : Structures de la guanosine et de la ribavirine.

-50-




Utilisée en monothérapie chez des patients infectés chroniquement par le VHC [113], la
ribavirine induit une réponse biochimique compléte, définie comme une normalisation du taux
d’ALAT, reflet de la cytolyse hépatique, dans 30 a 50 % des cas environ, et une réponse partielle
(diminution d’au moins 50 % du taux d’ALAT) dans également pres de 40 % des cas. Cependant,
a Darrét du traitement, une nouvelle augmentation des transaminases survient chez la quasi-totalité
des patients traités pour atteindre en 2 a 3 mois des valeurs semblables & celles mesurées avant

I’initiation du traitement.

A-Pharmacocinétique :

RBVY (600mg)  RBV® (600 mg)
dose simple dose simple

Tmax (h) 1,7 1-2
Cmax (mg/l) 0,78
F (%) 64 45-65
T %2 (h) 43,6 140-160
vd () 2825 4500
CL(/h) 38,2 22-29

Tableau 10 : Extrait des données de 'étude REBETRON de Schering Plough ¥ et dossier

scientifique de Copegus®-, Caractéristiques pharmacocinétiques de la ribavirine. Cmax= concentration

plasmatique maximale, CL= clairance plasmatique totale, F = biodisponibilité, T %: demi-vie

d'élimination, Tmax : temps mis pour atteindre la concentration plasmatique maximale, Vd : volume de
distribution.

D’aprés les données des fabricants Schering Plough et Roche, la ribavirine est rapidement
et massivement absorbée aprés une administration orale. La concentration moyenne plasmatique
de ribavirine est de 2,2 mg/l ; elle est obtenue, avec une dose de 600 mg par jour, en environ 4
semaines. La faible biodisponibilité de la ribavirine est vraisemblablement le reflet d’un fort effet
de premier passage hépatique. La ribavirine a un volume de distribution trés important (2825-4500
1), confirmant la forte affinité pour les tissus de cette drogue. On ne note pas de liaison particuliére
de la ribavirine avec les protéines plasmatiques. La co-administration de ribavirine avec des anti-
acides contenant du magnésium ou de ’aluminium diminue I’aire sous la courbe et le Cmax.
L’administration orale d’une dose unique de 400 mg de ribavirine marquée au BCarbone chez des
volontaires sains montre des résultats proches [125].

Le métabolisme de la ribavirine se réalise via 2 voies : une phosphorylation réversible dans
les cellules nucléées ou une déribosylation et une hydrolyse de la fonction amide qui donne un

-51-




métabolite triazole-carboxylique. A priori, il n’y a pas d’implication des cytochromes P450 dans
les voies de biotransformation de la ribavirine [60]. Les métabolites de la ribavirine sont éliminés
par voie rénale. Une étude suédoise [22] mesurant en paralléle les concentrations sériques de
patients ayant une fonction rénale normale et celles de patients insuffisants rénaux, montre
clairement que la clairance de la ribavirine est liée de facon linéaire & la fonction rénale. Elle
suggére donc d’adapter la posologie chez les patients insuffisants rénaux. La ribavirine n’est pas
¢liminée par 1’hémodialyse. Chez les patients dont la fonction hépatique est diminuée, on ne

remarque pas de changement notable dans la pharmacocinétique de la molécule [61].

B-Interactions médicamenteuses,effets indésirables et contre-indications :

On note une interaction entre la ribavirine et les inhibiteurs nucléosidiques de la reverse
transcriptase (INRT) utilisés contre le VIH. Des cas d’associations s’étant révélées létales ont été
rapportés : par exemple un cas d’acidose lactique et de pancréatite fatale chez un patient prenant
de la ribavirine et de la didanosine (DDI) [24]. Une étude récente [106] montre que sur 35 patients
recevant de la ribavirine et du DDIL, 57 % développent des effets indésirables dans une moyenne
de 87 jours, les plus fréquents étant I’hyperamylasémie et I’hyperlactatémie. Cette étude suggére
qu’une telle association médicamenteuse doit étre évitée autant que possible. Cette toxicité peut
étre due a un mécanisme d’action similaire des deux molécules qui augmenterait ainsi la toxicité
mitochondriale connue du DDI. La ribavirine pourrait également antagoniser 1’activation par
phosphorylation des INRT: il a en effet été démontré [67] que la ribavirine diminue la
phosphorylation de la stavudine (d4T) et de la zidovudine (AZT).

L’effet indésirable le plus fréquent est 1’anémie hémolytique (7 % des patients), rarement
responsable de 1’arrét du traitement (1 %), mais parfois d’une réduction de posologie (14 %)
[139]. Son mécanisme n’est pas encore parfaitement établi. Néanmoins, on sait que la ribavirine
est convertie en son dérivé triphosphate dans les érythrocytes, mais que la conversion retour par
déphosphorylation n’est possible que dans les cellules nucléées. Les érythrocytes n’ont par
conséquent pas ces enzymes de déphosphorylation et accumulent donc la forme triphosphorylée,
ce qui réduit leur demi-vie, peut étre a cause de 1’analogie de structure entre la RTP et I’ATP [90].
Une étude récente [147] précise ’amplitude et la fréquence de ces changements du taux
d’hémoglobine au cours du traitement : une diminution du taux d’hémoglobine de plus de 30 g/L
est observée chez plus de 50 % de leurs patients. Cette baisse du taux d’hémoglobine, méme si elle
n’a pas forcément de répercussion directe grave, peut étre a I’origine d’une certaine diminution de
la qualité de vie (fatigue, dyspnées, etc..), ce qui peut inciter le clinicien & diminuer les posologies
voire arréter le traitement. Diverses solutions sont proposées pour essayer de pallier a cet effet

indésirable du traitement. Notamment, il a été proposé d’adapter les doses de ribavirine en
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fonction de la clairance a la créatinine. Un dosage sérique simple du taux de ribavirine serait aussi
vraisemblablement un atout important pour mieux gérer cette diminution d’hémoglobine. 11 a
également ¢été proposé un protocole avec de 1’érythropoietine recombinante associée aux
traitements classiques lorsque le taux d’hémoglobine passe en dessous de 120 g/l.
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Figure 30 : Extraite de [147]. A gauche : Evolution des concentrations d'hémoglobine chez des
patients traités par la bithérapie IFN-RBV. A droite : Diminution de 'hémoglobine en 4 semaines.

La ribavirine étant également potentiellement tératogéne, elle n’est utilisée qu’avec une
contraception efficace des 2 partenaires, y compris jusqu’a 4 mois apres 1’arrét du traitement pour
une femme et 7 mois pour un homme. Néanmoins un certain nombre de grossesses normales ont

été rapportées sous traitement ou dans le délai suivant son arrét sans probléme particulier [38, 65,

105].

C-Mécanisme d’action :

La ribavirine est transportée activement dans les cellules par des transporteurs
membranaires comme le transporteur de nucléoside sodium-dépendant [112] et les transporteurs
sensibles a la nitrobenzylthioinosine [76]. La plupart des cellules de I’organisme possédant de tels
transporteurs, cela pourrait expliquer I’important volume de distribution observé. Une fois dans la

cellule, la ribavirine est métabolisée en formes actives mono-, di- et tri-phosphate.

> Action immunomodulatrice de la ribavirine : Certaines données suggérent une action de la

ribavirine sur la balance des lymphocytes T [145]. Elle favoriserait le développement d’une
réponse TH1 aux dépens de la réponse TH2. En effet, le profil cytokinique de lymphocytes T
activés sous ribavirine révéle une augmentation des cytokines de type I (IL-2, IFN gamma, TNF
alpha) et une diminution des types II (IL-4, IL-5 et IL-10). Néanmoins, certaines équipes [161]
semblent arriver a des résultats contraires ne mettant pas en évidence d’effet immunomodulateur

de la ribavirine, en tous cas en 1’absence d’un stimulus trés fort. Ce manque d’action sur le
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systéme immunitaire de la ribavirine pourrait expliquer I’échec d’efficacité de la 1évovirine (LVV)

qui était décrite comme possédant les mémes propriétés immunomodulatrices que la ribavirine (cf.

chapitre VI-4).

>Inhibition de I’inosine mono phosphate deshydrogénase (IMPDH) par la ribavirine

monophosphate (RMP). La RMP, par son analogie avec 1’inosine 5° monophosphate, inhibe

I’IMPDH -et, de fait, diminue le pool cellulaire de GTP, ce qui pourrait permettre d’augmenter
I’incorporation de la ribavirine en tant qu’analogue du GTP [146, 165]. D’autres inhibiteurs
connus de I'ITMPDH comme I’acide mycophénolique et le VX-497 ont montré, notamment sur des
systémes de réplicons, une inhibition de la réplication du VHC rétablie par I’ajout de guanosine,
ce qui n’était pas le cas pour la ribavirine. Il semblerait donc que I’inhibition de 'IMPDH ne

puisse pas, a elle seule, expliquer I’action antivirale de la ribavirine.

>Inhibition directe de la réplication du VHC par action sur sa polymérase. De nombreux

analogues triphosphates peuvent s’incorporer dans les polymérases virales et provoquer un arrét
de la réplication. Concernant la ribavirine, il a ét¢ démontré un faible effet inhibiteur du RTP sur
les polymérases de virus comme le virus de la stomatite vésiculaire, le virus de la grippe, des
réovirus et méme le VIH [90]. Récemment, une équipe lyonnaise [42] a montré une faible activité
inhibitrice du RTP contre la polymérase du virus de la diarrhée virale bovine (un virus proche du
VHC). Un effet inhibiteur faible a également ét¢ mis en évidence avec le systéme des réplicons
[90] et plus spécifiquement au niveau de la polymérase, car les tests sur d’autres cibles (Protéase
NS3, RNA hélicase, NTPase et IRES) se sont révélés négatifs. Néanmoins, plusieurs équipes ont
maintenant montré que 1’incorporation d’une RMP n’arréte pas la synthése du brin d’ARN comme
le montre la capacité de I’ ARN polymérase a poursuivre la synthése de plusieurs nucléotides aprés
la RMP incorporée. Si I'incorporation de RMP ne stoppe pas la synthése du brin d’ARN, il
semblerait en revanche que ’accumulation des RMP inclus dans le brin d’ARN a faible
concentration de GTP induise la formation de complexes d’élongation tronqués notamment dans

les régions riches en résidus cytidine. Ceci a pour conséquence de réduire la synthése d’ARN viral

[160].

> a ribavirine triphosphate (RTP) est mutagéne. Il a été montré in vitro sur le modéle de la RNA

polymérase du poliovirus que I’utilisation de RTP induit un grand nombre de mutations de I’ARN.
La ribavirine peut s’apparier de fagon équivalente avec la cytidine ou avec I’uridine [34],

entrainant ainsi des mutations de A en G oude G en A.
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Ribavirin Uridine

Figuf‘e 31. Extraite de [99]. La pseudo base (1,2, 4-triazole 3-carboxamide) de la ribavirine s'apparie
de fagon équivalente avec la cytosine et l'uracile. R représente un ribofuranosyl mono- ou
triphosphate.

L’incorporation de ribavirine au cours des différents cycles de réplication de I’ARN induit une
augmentation significative du nombre de génomes défectifs qui peut mener & « D’erreur
catastrophe » ayant un effet létal sur le poliovirus [34].

Des tests ont été réalisés avec une polymérase de VHC (NS5B recombinante délétée en C-
terminale) [99]. Ils ont montré que la ribavirine était bien un substrat possible pour cette enzyme
qui lui permettait de s’incorporer a I’ARN viral (1 incorporation pour 7000 pb selon les auteurs
[34], ce qﬁi nécessite de nombreux cycles avant d’arriver 4 un nombre suffisant de mutations pour
diminuer la réplication virale). Récemment, une équipe canadienne [16] a publié une étude basée
sur la spectroscopie de fluorescence de ’ARN polymérase du VHC permettant de mesurer ses
interactions avec la ribavirine. Ils montrent que la RTP et la RMP se lient au méme site actif que
les nucléotides mais avec une affinité moindre. En se basant sur le dichroisme circulaire et sur des
études de dénaturation, ils démontrent que I’ARN polymérase subit de subtils changements
conformationnels lors de la liaison avec la RTP, bien que I'interaction ne modifie pas la stabilité
de la protéine. Ceci confirme ’hypothése d’une liaison directe de la forme triphosphate de la

ribavirine dans le site actif de I’ARN polymérase.
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Figure 32 : Extraite de [90]: Différents mécanismes d'action possibles de la ribavirine. (1)
Stimulation du systéme immunitaire : la ribavirine induit un biais de la réponse de TH2 vers TH1. (2)
La RMP peut inhiber I'enzyme IMPDH de I'hdte , et ainsi réduire le taux de GMP et le pool de GTP. (3)
Il a été démontré que le RTP présentait une faible activité contre la NS5B RdRp du VHC. (4) La
ribavirine peut également agir comme mutagéne sur le génome ARN du VHC et induire ainsi la
synthése de particules de virus défectives.

3-La combinaison interféron-ribavirine:

Le taux de réponse soutenue est maximum avec la bithérapie [FNPeg+ RBV par rapport
aux traitements antérieurs. Néanmoins, ce taux de réponse dépend essentiellement du génotype

viral par lequel le patient est infecté (cf. tableau 11).

Table 1
Sustained Virologic Response to PEG-IFN alfa-2a
and RBV According to Hepatitis C Virus Genotype

PEG-IFN IFN PEG-IFN

alta-2a altfa-2b alta-2a

and RBV., 2% and RBV, 2% and Placebo, %o
All genotvpes L 11 29

Genotype | 16 a6 21

Genotype 2 or 3 76 ol 1%

Genotvpe 4 77 16 11

PEG-IFN, peginterferon: RBV, ribavirin, IFN. interferon

Tableau 11 : Extrait de [51]. Pourcentages de réponse virologique soutenue a la bithérapie
IFNPeg + RBV en fonction du génotype du VHC.
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L’étude comparée des pharmacocinétiques respectives de 1’interféron et de la ribavirine ne
semble pas indiquer d’interaction de cet ordre [84]. En effet, on ne note pas de différence entre les
-—paramétres pharmacocinétiques de chacune de ces molécules utilisée en monothérapie et lors de
leur utilisation simultanée en bithérapie [157]. Les études dynamiques de diminution de la charge
virale sous traitement montrent une courbe biphasique. La premiére phase de déclin viral refléte
I’élimination des particules virales du sérum, elle est rapide (approximativement 1 log/48 heures).
La seconde phase de déclin viral est plus lente. La premiére phase se déroule dans les premiéres
semaines de traitement alors que la ribavirine n’a pas encore atteint sa concentration a 1’état
d’équilibre (4 semaines). De plus, il ne semble pas que la ribavirine ait un effet antiviral direct,
puisqu’elle ne permet pas d’éliminer les virus en monothérapie. Néanmoins, elle pourrait donc
jouer un rdle important lors de cette seconde phase de déclin viral pour finir de vider les réservoirs
cellulaires de virus. Pour autant, ce qui semble déterminer I’issue du traitement, du moins chez les
génotypes 1 semble se situer dans ces 4 premicres semaines de traitement : il faut que I'IFN
réduise la charge virale de fagon suffisamment conséquente pour que le patient puisse avoir une
chance d’éliminer complétement le virus par la suite. Les protocoles actuels préconisent donc,
pour les génotypes 1, une mesure de charge virale a 12 semaines. Ils considérent que si la charge
virale n’a pas diminué de plus de 2 log, on peut arréter le traitement car le patient sera non
répondeur (valeur prédictive négative 97-98 %). Ferenci [46] suggére méme que la diminution de
la charge virale 24 h aprés la premiére injection refléte la réponse finale au traitement avec une
spécificité de 100 % et une sensibilité de 83 %o.

Le schéma de traitement classique actuellement reconnu est donc celui présenté dans la
figure 33.

Néanmoins, certaines équipes suggeérent que le traitement de 48 semaines n’est pas
suffisant pour les génotypes 1. En effet, Drusano et collaborateurs [40] développent un modéle
mathématique qui montre que les patients ayant un virus de génotype 1 ont besoin de 36 semaines
pendant lesquelles le virus reste indétectable dans le sérum pour atteindre un taux de réponse
soutenue de 90 %. Le temps moyen mis pour éliminer un virus de génotype 1 du sang est de 30,4

semaines, ce qui indiquerait donc, selon eux, que la durée de traitement de 48 semaines serait

insuffisante.
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Figure 33 : Extraite de [51] : (A) Schéma d'application de la réponse virologique précoce chez des
patients avec un genotype 1. (B) Schéma d'application de la réponse virologique précoce chez des
patients avec un génotype 2 ou 3

4-Nouvelles perspectives thérapeutiques :

A- Amélioration des traitements existants :

»L’interféron : Les différents interférons existant dans la nature semblent avoir des propriétés
antivirales, immunomodulatrices et antifibrosantes différentes. C’est dans cette logique qu’a été
développé un interféron consensus (Infergen®), interferon de synthése regroupant un certain
nombre de séquences consensus retrouvées chez tous les interférons. Il posséde une homologie de
89 % avec I’interféron o, 30 % avec le B et 60 % avec I’®. Son affinité pour les récepteurs
cellulaires est supérieure et son activité biologique est multipliée par 5 a 10. Concrétement, il a été
montré que des patients infectés par un virus de génotype 1 et traités par Infergen® avaient une
clairance de I’ARN viral plus rapide qu’avec de l’interféron o-2b, et que des malades ne

répondant pas a une premiere cure d’interféron o peuvent répondre a cet interféron consensus
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[155]. De méme que pour les essais ayant abouti a I’interféron pégylé, des équipes cherchent 4
modifier les propriétés de l’interféron. Une protéine humaine recombinante, associant de
I’albumine a I’IFNa, appelée Albuféron (Human Genome sciences Inc., Rockville, MD, USA) est
en phase I d’évaluation clinique et a montré une bonne tolérance [111].

»>La ribavirine : Actuellement 2 analogues de la ribavirine sont développés : la lévovirine et la

viramidine. La lévovirine est 1’énantiomere lévogyre de la ribavirine, qui, de par sa stéréostructure
différente, ne peut se transformer en dérivés mono, di et triphosphate. Elle n’a donc pas d’activité
antivirale directe ni de toxicité associée (anémies hémolytiques notamment) mais est présentée
comme possédant les mémes propriétés immunomodulatrices [90] que la ribavirine. Néanmoins
I’étude Roche comparant 1’efficacité d’une bithérapie classique PegIFN-RBV par rapport 4 une
bithérapie PegIFN-LVV vient d’étre interrompue prématurément. En effet, les données a la 12°™
semaine montraient pour le bras de patients traités par lévovirine des résultats non
significativement différents d’une monothérapie PegIFN.

La deuxiéme molécule est la Viramidine qui est une prodrogue de la ribavirine et ne s’accumule
pas dans les érythrocytes (les concentrations retrouvées sont 2 fois moindres) mais se concentre
spécifiquement au niveau du foie ou elle est convertie en ribavirine par 1’adénosine déaminase
(enzyme abondante au niveau des hépatocytes) [50]. Une étude de phase III destinée & comparer
son rapport efficacité/toxicité par rapport a la ribavirine vient d’ailleurs de débuter.

»>1.’amantadine : Cet agent antiviral de spectre large utilisé dans le traitement de la grippe A, mais

également dans le traitement du Parkinson pour ses propriétés dopaminergiques, semble montrer
une légére activité en association a 1’interféron et a la ribavirine dans une tri-thérapie contre le

VHC, bien que les essais cliniques sur ce sujet donnent des résultats assez contradictoires [21].

B- Nouveaux traitements :

»Immunomodulateurs et immunothérapie:

On peut chercher & renforcer la réponse humorale neutralisante en injectant des
immunoglobulines anti-VHC : des immunoglobulines de haut titre provenant de plasma humains
sont développés par la société NABI aux FEtats Unis. Une autre approche utilisant des anticorps
monoclonaux humanisés dirigés contre la protéine d’enveloppe E2 du VHC est en cours de
développement par une société israélienne. Pour I’instant, aucune étude clinique n’a confirmé la
validité de ces stratégies, et le role de la réponse humorale dans 1’éradication du virus reste encore
trés contesté. Le but premier de ces Ig serait d’éviter la ré-infection des greffons aprés une
transplantation hépatique, comme c’est le cas actuellement pour le VHB.

La réponse cellulaire est également, et méme davantage, une cible de choix puisqu’elle

semble é&tre déterminante dans la clairance du virus notamment aprés une hépatite aigu€. De
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nombreuses stratégies vaccinales sont en cours d’étude et sont trés séduisantes de par leur
mécanisme et les technologies de pointe qu’elles mettent en ceuvre. Cependant, elles semblent
encore du domaine de la recherche fondamentale. De plus, elles posent le probléme de savoir si le
fait de favoriser une réponse cytotoxique forte chez les malades ne va pas exacerber I’atteinte
hépatique via la lyse des cellules infectées, plutét que de la diminuer et de la contrdler. Pour
I’instant, seuls quelques vaccins potentiels en sont au stade des études cliniques. Le vaccin de la
société Innogenetics utilisant la protéine E1 passe maintenant en phase II. Les essais de phase I
chez des volontaires sains ont montré une bonne tolérance et une prolifération des cellules
spécifiques d’El, ainsi que des anticorps anti-E1 montrant que le vaccin est immunogéne. Les
résultats préliminaires de la phase II chez les malades ayant une hépatite chronique C montrent un
effet favorable du vaccin sur I’histologie hépatique et sur la valeur des ALAT mais pas sur la
virémie.

Enfin, comme c’est un mécanisme supposé des deux molécules actuellement utilisées, on
peut chercher de nouvelles molécules immunomodulatrices. L’IL-2 associée & I’interféron est en
cours d’étude ; ’IL12, quant a elle, a donné jusqu’a maintenant des résultats plut6t décevants. La
thymosine ol est un peptide synthétique de 28 acides aminés qui a montré des propriétés
immunomodulatrices. Des données sur de petites études suggérent que ’association IFN-
thymosine al est sfire et semble plus efficace que la monothérapie IFNa. L’efficacité de cette
combinaison chez des patients cirrhotiques ou non, n’ayant pas répondu a une premiére cure
d’IFN seul ou avec de la RBV, est actuellement en cours d’évaluation [111].

Une équipe allemande [161] propose également de courts oligodéoxynucleotides contenant
des dinucléotides CpG non méthylés qui miment 1’activité d’ ADN bactériens chez les vertébrés, et
sont reconnus par les Toll-like receptors 9 (TLR9). Ces composés, via leur liaison aux TLR9,
induisent une forte réponse THI et pourraient donc éventuellement étre utilisés dans le traitement

de I’hépatite C pour « booster » la réponse TH1 aux dépens de la TH2.

> Approches antivirales :

Sur le modéle du VIH, de nombreux espoirs ont été¢ mis dans les inhibiteurs de protéase. La
structure de la protéase NS3 du VHC est connue maintenant depuis un certain temps. Récemment,
la bonne tolérance et ’efficacité virologique (baisse de plus de 2 & 3 log aprés 2 jours de
traitement) d’un petit peptide inhibant la NS3 est porteur d’espoir : il s’agit du BILN 2061 [94].
L’étude de phase I a montré une bonne tolérance de la molécule jusqu’a des doses supérieures a
2000 mg et I’étude de phase II est actuellement en cours. Néanmoins, de fagon similaire aux

inhibiteurs de protéases existant pour le VIH, I’apparition de résistances est a craindre. Une équipe
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de Abbott [97] a mis en évidence, sur un systeme de réplicons de génotype Ib, I’apparition, au
contact du BILN 2061, de 3 mutations situées a proximité du site d’inhibition visé.

Tres & la mode, les ribozymes qui sont de petites molécules d’ARN ayant une capacité de

_catalyse spécifique de séquences d’ARN cible, ont été testés in vitro avec succés sur I’ARN du
VHC. Hepatzyme est un ribozyme résistant aux nucléases qui cible ’ARN du VHC. Cette
nouvelle molécule diminue de plus de 0,5 log I’ARN VHC chez 3 des 33 patients inclus avec une
posologie de 10 mg/m* sur 8 semaines. Cing patients ont été obligés d’arréter pour effets
indésirables. Une étude associant 1’hepatzyme a !’interféron est projetée, mais on attend les
résultats d’une étude de toxicologie réalisée sur des singe,s au cours de laquelle un animal a
développé une perte de vision [50].

Une autre stratégie est celle des « anti-sens » qui vise a produire des molécules d’ADN ou
d’ARN complémentaires de séquences virales essentielles des étapes de réplication. Dans le cas
du VHC, I’IRES est une des séquences les plus ciblées. ISIS 14803 est un oligonucléotide de 20
bases qui se lie & une région hautement conservée d’initiation de la traduction de ’ARN du VHC
et inhibe ainsi I’expression des protéines virales. Dans les ‘études de phase I, la molécule a été
administrée par voie intraveineuse (IV) et sous-cutanée (SC) pendant 4 semaines chez des patients
ayant une hépatite C chronique. Trente pour cent d’entre eux ont eu une diminution de leur charge
virale de 1 a 2 log. Des poussées d’augmentation des transaminases ont été observées chez
certains patients, ainsi que des fiévres résultant de la libération de cytokines pro-inflammatoires.
Des études de phase I, dans lesquelles la molécule est administrée a la posologie de 6 mg/kg en

IV, sont en cours [50].

Dans un futur plus proche, un grand probléme reste de savoir que proposer aux patients qui
n’ont pas répondu aux différentes thérapeutiques, afin de ralentir le plus possible I’évolution de
leur hépatopathie, et ainsi 1’apparition d’un carcinome hépatocellulaire. On peut poursuivre
I’IFNo. en monothérapie dans cette indication car il semble avoir des propriétés anti-fibrosantes.
Les effets de I'IFN-Peg dans cette indication sont en cours d’évaluation. La ribavirine en
monothérapie a également apporté une amélioration biochimique et histologique [111]. Un certain
nombre d’autres molécules sont également utilisées en pratique dans cette indication ; on peut
citer le tocophérol (vitamine E) pour ses propriétés anti-oxydantes, le Torental® (Pentoxifylline)
qui est un vasodilatateur périphérique, et la Sylimarine extraite d’une plante, le « chardon-marie »,
traditionnellement connue comme étant un protecteur hépatique. Cependant, leurs activités

antifibrosantes respectives restent a évaluer.
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L’utilisation de la ribavirine en bithérapie avec de I’IFN standard dans le traitement des
hépatites C chroniques a apporté un net gain de réponse virologique soutenue (40% de RVS) par
rapport 4 I’IFN standard en monothérapie (15% de RVS) [139]. Néanmoins, son mode d’action et
ses caractéristiques pharmacologiques sont encore mal connus et pourraient peut étre expliquer

certains cas de mauvaise réponse au traitement.

I-Etude pharmacologique :

L’objectif de ce travail a été de mettre au point une technique analytique de dosage de la
ribavirine facilement réalisable sur sérum. En effet, la biodisponibilité de la ribavirine est faible et
semble variable [125]. 1l était donc intéressant de mesurer, chez les patients traités, les taux
sériques de ribavirine afin de vérifier qu’ils étaient suffisants pour permettre 1’efficacité de la
molécule. Dans le cadre d’une étude bioclinique rétrospective incluant des patients répondeurs et
des non-répondeurs a la bithérapie IFN-ribavirine, nous nous sommes proposé de comparer la
variabilité des taux sériques de ribavirine dans chaque groupe de patients aprés 12 semaines (S12)
et 24 semaines (S24) de traitement, et d’étudier une éventuelle relation statistique entre les taux

sériques de ribavirine et réponse au traitement.

11-Etude virologique :

Parallélement a 1’étude pharmacologique, une étude virologique a été réalisée afin de
vérifier si une non-réponse au traitement pouvait étre expliquée, au moins en partie, par une
résistance du virus a la ribavirine. En effet, la ribavirine étant un analogue nucléosidique incorporé
au génome viral par la polymérase virale, nous avons émis I’hypothése que, pour devenir résistant
a la ribavirine, un virus devait présenter une mutation au niveau de sa polymérase. Nous avons
donc séquencé la région centrale (correspondant au site actif) de la polymérase du VHC, tout
d’abord chez des patients non encore traités (S0) dont nous connaissions le statut répondeur/non
répondeur (étude a posteriori), afin de rechercher une éventuelle mutation initiale du geéne de la
polymérase. Dans un deuxi¢éme temps, un travail identique a été réalisé chez des patients non
répondeurs a une bithérapie IFN-Ribavirine &4 S12 et S24 du traitement. Le but était de mettre en
évidence une éventuelle sélection de souches de VHC portant une mutation au niveau de la
polymérase qui ne permettrait plus I’incorporation de la ribavirine. Nous avons vérifié, au
préalable, que ces patients avaient des concentrations plasmatiques efficaces de ribavirine grice au

dosage HPLC-UV de la ribavirine.
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I-Etude pharmacologique:

1-Matériel et réactifs:

Tous les produits chimiques utilisés sont de grade HPLC et obtenus chez Prolabo (Paris,
France). La Ribavirine (1-B-D-ribofuranosyl-1H-1,2,4 triazole-3-carboxamide) est fournie
gracieusement par Schering-Plough (Kenilworth, NJ, USA) sous la forme d’une poudre blanche
cristallisée. Le 3 methylcytidine méthosulfate utilisé comme standard interne provient de chez
Sigma (Saint-Quentin Fallavier, France). Les colonnes d’acide phénylboronique Bond Elut PBA
[100mg] utilisées pour 1’extraction en phase solide viennent de chez Varian (Harbor City, Cal,
USA).

Des solutions méres de stockage a 10 mg/ml de la ribavirine et de 3 méthylcytidine
méthosulfate sont préparées dans de 1’eau distillée, aliquotées et stockées a -20°C. Des solutions
filles de ribavirine a 100 pug/ml et 10 pg/ml et de 3 méthylcytidine méthosulfate a 100 pg/ml sont
préparées chaque semaine par dilution des solutions méres dans du méthanol et sont également

conservées a -20°C.

2-La Chromatographie liquide haute pression (CLHP) :

A-Principe:
Les composés a séparer (solutés) sont introduits dans une phase mobile liquide qui va étre

poussée a haute pression grace a une pompe sur la phase stationnaire contenue dans la colonne.

Les solutés seront ensuite séparés en fonction de leur affinité pour la phase mobile ou pour la

phase stationnaire.

B-Appareillage et conditions chromatographiques:

Le systéme de CLHP utilisé est constitué d’une pompe Waters 510 (Waters Associates,
Milford, Mass., USA), d’une boucle d’injection Rhéodyne 7125 d’un volume d’injection de 20 pl,
d’une colonne en phase inverse: silice greffée de chaines en C18 (Novapack [3.9sur 300mm)],
Waters Associates, Milford, Mass., USA), d’un détecteur UV L4000 Merck (Darmstadt,
Germany) et d’un intégrateur Shimadzu, modéle C-R3A.

Aprés détection par barrette de diode du maximum d’absorption dans I'UV de la ribavirine,

la longueur d’onde du détecteur est fixée a 207 nm, et la sensibilité est de 0.005 unités

d’absorbance.
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Les conditions chromatographiques sont adaptées de la méthode de Homma [68]. La phase
mobile est du phosphate d’ammonium 10 mM dont le pH est ajusté a 2.5 avec de I’acide
orthophosphorique. Elle est utilisée & un débit de 0.7 ml/min.

Entre les analyses, la colonne de CLHP est rincée et stockée dans une solution

d’acétonitrile:eau (50:50).

3-Extraction en phase solide (SPE):

A-Principe:
Les cartouches utilisées contiennent de 1’acide phénylboronique. Elles permettent de fixer

spécifiquement les nucléotides, nucléosides, les carbohydrates et les catécholamines par leur
fonction diol vicinal. Le mécanisme de fixation est ici covalent. Lorsque le pH est bas, 1’atome
de Bore du groupe acide boronique est li€¢ & 3 atomes différents. Lorsque le pH passe a 8.5, le
groupe acide boronique accepte un ion hydroxyle qui s’attache directement a 1’atome de bore.
La géométrie de ce groupe fonctionnel est alors optimale pour réaliser des liaisons covalentes
sur les 2 atomes d’oxygeéne rattachés au bore. Cette liaison covalente n’est possible qu’avec des
diols, des di-amines ou des amino-alcools surtout s’ils sont en cis. Les espéces retenues ne
seront éluées que par un pH trés acide. En effet, les protons éjecteront 1’hydroxyle du groupe

acide boronique et casseront ainsi les liaisons covalentes établies.

~SCHCHCHH O |
* B(OH),

Figure 34 : Schéma du groupement fonctionnel greffé sur la silice des cartouches d'extraction en

phase solide
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B-Extraction en phase solide:

Une gamme de référence contenant 0.1, 0.5, 1, 3, et 5 pg/ml de ribavirine est préparée par
dilution des solutions filles dans du sérum reconstitué Biotrol (Biotrol diagnostic, Chenneviéres
les Louvres, France). Elle servira & établir la droite d’étalonnage et est préparée pour chaque série

d’extraction.

Les échantillons (500 pl de sérum de patient + 500 ul de Biotrol) ainsi que les points de
gamme seront dilués au 1/4 dans l’acétate d’ammonium 250 mM (pH ajusté a 8.5 avec de
I’ammoniaque). Ces solutions sont ensuite passées sur les cartouches d’acide phénylboronique, qui
ont été préalablement traitées par 1 ml d’acide formique 3 % suivis de 5 ml d’acétate
d’ammonium 250 mM (pH 8.5). Les cartouches sont installées sur le systeme de vide Vac Elut
Vacuum Manifold. Une fois que les échantillons sont passés, les colonnes sont rincées par 5 fois 1
ml d’acétate d’ammonium 250 mM (pH 8.5). La ribavirine et le standard interne sont ensuite élués
avec 1 ml d’acide formique 3 % dans des tubes en verre. Les éluats sont séchés sous azote, puis

repris par 200 pl de phase mobile et injectés dans la colonne de CLHP.

4-Validation de la méthode (normes FDA [31]):

A-Ttems :
» Linéarité: 5 gammes composées chacune des points: 0, 0.2, 1, 3 et 5 pg/ml sont réalisées.
»Répétabilité: 3 points de contrdle: un faible a 0.2 pg/mL, un moyen a 1 pg/ml et un fort a 3
ug/ml repris dans le Biotrol sont analysés 5 fois chacun au cours d’une méme journée.

»Reproductibilité: les 3 mémes points sont analysés une fois par jour, 6 jours de suite.

»Stabilité des concentrations de ribavirine :

-Dans un premier temps, la stabilité de la ribavirine dans le plasma est testée en préparant des
tubes de 6 ml de plasma contenant des concentrations données de ribavirine. Juste aprés leur
préparation, 1 ml est prélevé et analysé : ce sera la valeur de référence, puis les tubes sont
conservés a 4°C et chaque jour pendant 4 jours 1 ml est prélevé et analysé.

-Dans un deuxi¢éme temps, la stabilité de la ribavirine dans les résidus secs obtenus aprés
extraction en phase solide est testée en préparant a JO 4 résidus secs a partir d’échantillons de 1 ml
de plasma surchargés en ribavirine. Le résidu sec chromatographié le premier jour servira de
valeur de référence (J0), les autres résidus sont conservés a -20°C et analysés apres 1 (J1), 2 (J2) et
3 (J3) jours de stockage.

-Enfin, la stabilité de la concentration de ribavirine dans le plasma va &tre testée sur des cycles de

congélation/décongélation. 5 ml de plasma sont surchargés avec une concentration donnée de
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ribavirine. Juste apres leur préparation, 1 ml est prélevé et analysé : il est considéré comme la
valeur de référence, puis le tube est congelé a -20°C. Le lendemain, le tube est décongelé et 1 ml
est prélevé pour I’analyse & J1, puis le tube est recongelé, et ainsi de suite pour 3 cycles de
congélation/ décongélation.

> Spécificité de la méthode:

-Six plasmas provenant de patients différents non traités par la ribavirine sont surchargés avec 2
pg/ml de ribavirine..

-D’éventuelles interférences avec des molécules fréquemment co-prescrites et ayant un structure
chimique proche de celle de la ribavirine sont recherchées. La ribavirine étant un analogue
nucléosidique, les différents inhibiteurs nucléosidiques utilisés contre le VIH (les patients porteurs
du VHC étant fréquemment co-infectés par le VIH) sont ainsi testés. L’aciclovir et le ganciclovir,

ayant également une structure nucléosidique, sont également testés.

B-Expression et analyse statistique des résultats:

Les résultats sont présentés sous forme de moyenne * I’erreur standard a la moyenne.
La précision de la méthode, 'influence de la matrice et des conditions de conservation sur la
concentration de ribavirine sont évaluées par le coefficient de variation de la concentration de
ribavirine.
La conservation de la ribavirine dans le plasma ou le résidu sec est évaluée par le coefficient de
variation des pentes des droites de régression obtenues.
La perte de ribavirine lors des cycles de congélation/décongélation est exprimée en pourcentage de
la valeur initiale.
Le rendement d’extraction est calculé par le rapport entre la pente d’une droite d’étalonnage
obtenue sans extraction et celle d une droite obtenue aprés extraction.
~ Dans I’étude bioclinique, la concentration sérique de la ribavirine est exprimée en pg/ml rapportée
a la dose journali¢re de ribavirine en mg/kg.
La corrélation entre la dose administrée de ribavirine et la concentration sérique trouvée est
étudiée avec un test de rang de Spearman. La comparaison rétrospective des taux sériques de
ribavirine des patients avec leur statut répondeur/non-répondeur a été réalisée grice a un test non

paramétrique de Mann-Withney : dans les deux tests, une valeur de P<0.05 est considérée comme

significative.
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5-Sélection des patients:

Les sérums utilisés provenaient de la sérothéque (conservation a —80°C) du service
d’hépato-gastrologie du CHU de Grenoble (Pr Zarski). 24 patients ayant une hépatite C chronique
prouvée virologiquement (PCR positive) et histologiquement (sur biopsie) ont été sélectionnés
rétrospectivement sur les critéres suivants :

- Génotype 1

- Antigéne HBs négatif

Séronégatifs pour le VIH

Traitement de 1°° intention par bithérapie :

Remarque : 11 patients sont répondeurs (définis comme ayant une charge virale indétectable et

transaminases normales au 6 mois) et ont été traités pendant un an. 13 sont non répondeurs 4 la

bithérapie IFN-Ribavirine qui a alors été stoppée a la fin du 6™ mois.

Caractéristiques cliniques des patients inclus dans I’étude (n=24) :

Age moyen (moyenne et minima-maxima) 44.3 ans (24-67)

Poids (moyenne et minima-maxima) 73.8 kg (50-112)

Principaux critéres d’inclusion : Patients ayant une hépatite C chronique naive
Knodell (moyenne et minima-maxima) 9.7 (4-15)

Métavir : activité (moyenne et minima-maxima) 2.0 (1-3)
fibrose (moyenne et minima-maxima) 2.1 (0-4)
Transaminases : ALAT (moyenne et minima-maxima) 2.2 N (0.94-4.7)
Charge virale (moyenne et minima-maxima) 2208414 Ul/ml (113,300 — 5295043)
Thérapie anti-virale en cours Bithérapie standard (premiére cure)
Posologie de ribavirine 1200 mg/fj: Spatients; 1000 mg/j: 17 patients; 600
mg/j: 2 patients (ajustement pour effets indésirables)
Réponse au traitement Réponse virologique soutenue: 11 patients

Echec au traitement (Non-réponse ou rechute): 13

patients

Tableau 12 : Caractéristiques des patients inclus dans I'étude pharmacologique.

Les dosages de ribavirine ont été effectués sur les prélévements de la 12°™° (S12) et de la 24°™

(S24) semaine de traitement.
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II-Etude virologique :

1-Sélection des patients :

Vingt patients ont été sélectionnés selon les critéres définis plus haut :

- 10 sont répondeurs a une bithérapie IFN ou IFN pégylé + RBV.

- 10 sont non-répondeurs.

Charactéristiques patients

Répondeurs (n=10)

Non-répondeurs (n=10)

Age (moyenne et minima-maxima)
Sexe (moyenne et minima-maxima)
Poids (moyenne et minima-maxima)
Génotype

Sous-type

Knodell (moyenne et minima-maxima)

Metavir : Activity (moyenne et min-max)
Fibrosis (moyenne et min-max)

ALAT (UI/L) : (moyenne et min-max) W4 :
Wi12:
W24 :

Traitement par interféron

44.2 ans (24-67)

3 femmes, 7 hommes
80.7 kg (41-112)
Genotype 1 n=10 patients
lan=3, 1b n=4, ND n=3
10.1 (6-15)

2.1(1-3)
2 (1-4)

2.40 (0.3-4.11)
0.70 (0.27-1.15)
0.59 (0.27-1.04)

Peg-IFN (1.5 pg/kg/W) n=7

IFN Standard (3x3MUI/'W) n=3

51.7 ans (29-67)

4 femmes, 6 hommes
68.4 kg (48-93)
Genotype 1 n=10 patients
lan=1, 1b n=7, ND n=2
11.1 (4-17)

2.2 (0-3)
3.1 (3-4)

2.38 (1.14-4.11)
1.4 (0.37-4.7)
1.11 (0.44-2.15)

Peg-IFN (1.5 pg/kg/W) n=4
IFN Standard (3x3MUL'W) n=6

Dose de Ribavirine 1200 mg n=3 1000 mg n= 3
1000 mg n=2 800 mg n=4
800 mg n=:5 600 mg n=13

Tableau 13: Caractéristiques des patients inclus dans I'étude virologique.

2-Mesure de la charge virale :

Elle est réalisée par la technique COBAS AMPLICOR Hepatitis C virus Test, v 2.0 (Roche

Diagnostics, Meylan) basée, aprés extraction, sur I’amplification en parallele du virus contenu

dans 1’échantillon et d’un standard interne & 1’aide d’amorces communes aux 2 séquences. La

détection de I’ADN amplifié est réalisée par des sondes oligonucléotidiques spécifiques qui

différencient I’amplicon du VHC de celui du standard interne.
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3-Extraction de I’ARN viral en vue du séquencage:

Les ARN viraux sont extraits a 1’aide du kit « Qiagen® QIAamp Viral RNA mini kit » &
partir de-140-pl de sérum. Les virus sont d’abord lysés dans des conditions dénaturantes (560 pl
de tampon AVL/RNA Carrier) permettant d’inactiver les Rnases. L’ ARN est ensuite précipité par
ajout de 560 pl d’éthanol absolu. La solution est déposée sur la colonne de gel de silice. Les
contaminants sont ensuite éliminés par 2 étapes de lavage successives utilisant 2 tampons

différents. Enfin, I’ARN viral est élué par 60 pl de tampon d’élution et stocké a -80°C.

4-Amplification par PCR en vue du séquencage:

L’amplification est réalisée en 2 étapes : une RT-PCR suivie d’une PCR nichée.

A-Principe :
Pour la RT-PCR, on utilise le kit « Qiagen® OneStep RT-PCR ». L’ARN extrait va
d’abord étre transcrit en ADN complémentaire (ADNc), c’est la « reverse transcription » (RT).

Elle est réalisée par deux reverse transcriptases: Omniscript™ et Sensiscript™ qui sont des
enzymes hétérodimériques recombinantes exprimées dans E.coli.

IL’ADNc ainsi obtenu est ensuite amplifié par des cycles successifs de dénaturation
(séparation des 2 brins d’ADN complémentaires), hybridation des amorces, élongation a partir de
la matrice par la HotStarTaq™ DNA Polymerase (forme recombinante modifiée de la polymérase
de Thermus aquaticus, exprimée dans E.coli). Les produits de chaque étape de synthése sont
utilisés comme matrice pour les étapes suivantes, ce qui permet une amplification exponentielle du
produit de départ.

Gréice aux caractéristiques de la HotStarTaq™ DNA Polymerase, ces deux réactions de RT
et de PCR peuvent étre réalisées en un seul tube. En effet, cette polymérase est inactive pendant
toute la « reverse transcription » car elle a besoin d’une étape de chauffage de 15 min a 95°C pour
étre activée. Cette étape de chauffage permet également de détruire les reverse transcriptases qui
seront donc inactives lors de I’amplification.

Afin d’obtenir une quantité suffisante d’ADN en vue du séquengage, les amplicons
obtenus vont étre réamplifiés par une PCR nichée réalisée avec la Taq polymérase Roche et en

utilisant des amorces plus internes.
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B-Les amorces :

Elles ont été décrites par F.Querenghi [128]. Elles délimitent une région de 330 pb (taille
cohérente avec un séquengage aisé) centrée sur le site actif de la polymérase virale et plus

particuliérement sur le site supposé d’incorporation des nucléotides. Les amorces ont &té

synthétisées puis purifiées par HPLC (Genset, Evry, France) et stockées 4 la concentration de 100

uM. Elles sont ensuite diluées pour étre utilisées a la concentration de 10 pM.

Nom de ’amorce Séquence Localisation (pb)*
NSS5b outer sens 5’-CTC TCC TGG GCA GCG GGT TGA-3’ 8171-8191
NS5b outer anti-sens | 5°-ATC AAC TCC AAG TCG TAT TC-3’ 8655-8674
NS5b inner sens 5°-GTC ACC GAG AGT GAC ATC CGT-3’ 8268-8288
NS5b inner anti-sens | 5’-CTC GTA GGC TCG CCG CGT CCT C-3’ 8577-8598

Tableau 14 : Amorces utilisées pour la RT-PCR, la PCR nichée et la réaction de séquence
*La localisation des séquences nucléotidiques correspond a la séquence d'Enomoto .[8]

C-Réaction de RT-PCR :
v'Composition du mélange réactionnel : (volume final 50 pL) : 1X de Qiagen OneStep RT-PCR
Buffer (contenant 12.5 mM de MgCl2), 400 uM de chaque dNTP, 0.6 pM d’amorce NS5b outer
sens et 0.6 uM de outer anti-sens, 2 pl du Qiagen OneStep RT-PCR Enzyme mix, 5 unités de
Rnase inhibitor, 10 pul d’ARN extrait, eau (QSP 50 ul). |

v'Cycles de chauffage réalisés sur le thermocycleur 9600 Perkin:

Etape Température Temps Nombre de cycles

« Reverse transcription » 50°C 40 min 1

Etape d’activation de la Taq polymérase 95°C 15 min 1
Dénaturation de I’ADN 94°C 60 sec

Fixation des amorces 55°C 60 sec 40
Extension par la polymérase 72°C 90 sec

Extension finale 72°C 10 min 1

D-PCR nichée :

v'Mix (volume final 100 puL): 1X de tampon Taq polymerase Roche, 400 pM de chaque dNTP,

0.4 pmole d’amorce NS5b inner sens et 0.4 pmole de inner anti-sens, 1.5 Ul de Taq polymerase

Roche, 10 pl du produit.de la RT-PCR, eau (QSP 100ul).
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v'Cycles de chauffage réalisés sur le thermocycleur 9600 Perkin: :

Etape Température | Temps | Nombre de cycles
1%° étape de dénaturation 94°C 5 min 1
Séparation des brins hybridés -94°C 30 sec
Fixation des amorces 55°C 30 sec 35
Extension par la polymérase 72°C 1 min
Extension finale 72°C 7 min 1

La conservation des produits de PCR s’effectue a 4°C.

E-Anal?se et purification des produits de PCR :

Les produits de PCR sont analysés par migration sur un gel d’agarose MP Roche 4 1.5%
(tampon tris-borate EDTA 1X). Les échantillons sont déposés en mélange avec du bleu de
bromophénol 0.5% (w/v), xyléne cyanol 0.5% (w/v) et du glycérol. La migration est réalisée a
90V. La taille du fragment amplifié est déterminée grice au marqueur de poids moléculaire
(« Smart ladder » de Eurogenetec) que 1’in fait migrer en paralléle apres coloration au bromure

d’éthidium et observation sous UV.

Les produits de PCR sont ensuite purifiés par filtration en utilisant le systéme Multiscreen PCR

Millipore.

-73 -




5-Le séquencage :

A-Principe : technique de Sanger :

Une réaction de PCR est réalisée : une ADN polymérase synthétise le brin complémentaire
du brin d’ADN a séquencer. Dans le milieu réactionnel se trouvent des dNTP en grand nombre, et
une faible proportion de didésoxyribonucléotides (ddNTP) qui différent des ANTP par 1'absence
d'un groupement OH en 3’. Ils sont marqués par des molécules fluorescentes différentes pour
chaque base : A, T, G, C. A un moment aléatoire, un ddNTP sera ajouté a la chaine en cours de
synthése par I'ADN polymérase, la synthése s'arrétera alors a cet endroit. En effet, lorsqu'une ADN
polymérase utilise un ddNTP au lieu d'un dNTP, elle ne peut plus poursuivre 1’élongation. On

obtiendra donc des fragments de taille différente en fonction du site d’incorporation du ddNTP.

didésoxyribonuclé
otides (dNTP)

H

1

Groupement H:
1 "ajout d "un nucléotide

supplémentaire n ’est pas possible

accrochage du nucléotide
suivant par [ "TADN
polymérase
LLa synthése du brin
d ’ADN se poursuit

OH

Arrét de la synthése du brin d ’ADN

] B

Figure 35 : Synthése d'un brin d' ADN apreés ajout d'un désoxynucléotide (A) ou d'un
didésoxynucléotide (B)

Une étape de purification par filtration sur Sephadex G-50 est ensuite réalisée afin
d’éliminer les ddNTP non incorporés. Sur un séquenceur automatique a capillaires CEQ 2000 XL
Beckman, ['échantillon est alors soumis & une électrophorése en condition dénaturante sur un gel
de polyacrylamide. Une haute tension (>100 V/cm) est appliquée entre les deux extrémités du
capillaire : les plus petites molécules migreront le plus vite. Juste avant leur sortie a l'autre
extrémité du capillaire, les fragments d'’ADN marqués passent dans le faisceau de lumiére laser qui

éclaire transversalement les capillaires. Les fluorochromes des ddNTP terminaux sont excités et
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émettent une fluorescence spécifique de la base. La détection s’effectue par une barrette de diodes.

Le traitement informatisé des signaux transmis permet d’obtenir automatiquement la séquence.

B-Préparation de la réaction de séquence et migration :

Le rapport entre I’amorce et la matrice d’ADN est un paramétre important, il est optimum
aux alentours de 40 : 1 (amorce : matrice). Pour un produit de PCR, 2 réactions seront réalisées,
une avec 1’amorce NS5b sens et I’autre avec I’amorce anti-sens, ce qui permettra de séquencer le
fragment d’ADN en partant de chacune de ses extrémités. Le mélange réactionnel contient donc 2
a 4 uL. ’ADN (quantité déterminée en fonction de I’intensité de la bande vue sous UV), 2 ul
d’amorce (10 uM), 8 pl de master mix® du kit Beckman et de 1’eau (gsp 20 pl).

Le programme de thermocyclage est le suivant:  96°C 20 sec
50°C 20 sec pendant 30 cycles

60°C 4 min

puis maintien a 4°C.

La migration est réalisée comme décrit auparavant sur le CEQ 2000 XL Beckman Coulter.
Les fluorochromes employés sont les Well Red™ dont la longueur d’onde d’excitation se situe
entre 650 et 750 nm. Leurs émissions sont bien séparées et se situent dans ’infra-rouge ce qui

permet de diminuer les interférences avec le matériel biologique.

C-Analyse Phylogénétique des séquences obtenues :

Les séquences nucléotidiques obtenues sont alignées en utilisant le logiciel CLUSTAL W,
version 1.8. La création d’arbre Phylogénétique est réalisée avec le logiciel PHYLIP, version
3.572. Dans un premier temps, une matrice de distance (Kimura 2 parameétres) est établie en
- utilisant DNADIST. Puis cette matrice est traitée par Neighbour-joining (NJ). On analyse ensuite
la robustesse des différentes branches par bootstrapping [10? répétitions (programmes SEQBOOT,
DNADIST, NEIGHBOUR et CONSENSE du logiciel PHYLIP)].

Afin d’améliorer la performance de I’analyse , on ajoute également des souches de référence de
génotype différents : HCV-4d (D86537), HCV-4f (L29593), HCV-3a (D28917), HCV-2b
(D10988) et HCV-2¢ (D50409).
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Résultats *




I-Etude pharmacologique :

1-Phase de validation :

Les temps de rétention de la ribavirine et du Standard interne (SI) sont respectivement 6.7

min et 11 min. Des exemples de chromatogrammes sont présentés ci-dessous (cf. Fig. 36).

Temps

ribavirine

SI

ribavirine

Figure 36 : Chromatogrammes typiques de sérums humains aprés SPE , (A) : double blanc, (B) : sérum
humain surchargé avec 2.5 g/ml de SI, (C ) : serum humain surchargé avec de la ribavirine et du ST
et (D) : serum de patients recevant de la ribavirine en bithérapie avec de I'TFN

Une série de droites d’étalonnage a permis d’établir que 1’équation moyenne de la droite
était Y= 0.977 (+0.161) X -0.0173 (0.095) avec un coefficient de corrélation de r’=0.99

(£0.007). Cette corrélation linéaire a été vérifiée jusqu’a une concentration de 10 pg/ml.
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Concentration de RBV en mg/I

Figure 37 : Droite moyenne d'étalonnage de la ribavirine rapportée au standard interne avec
les écarts types pour chaque point.

La « Lower Limit of quantification » (LLOQ) est de 0.2 pg/ml et la limite de détection
(LOD) est de 0.06 pg/ml.

La précision de la méthode est indiquée ci-dessous (Tableau 15) :

Concentration cible n Coefficient de variation (%)
(ng/ml) Répétabilité Reproductibilité
0.2 5 5.1 129
1 5 11.2 9.3
3 5 7 8.4

Tableau 15 : Répétabilité et reproductibilité de la méthode

La concentration de ribavirine dans le plasma conservé a 4°C ne subit pas de baisse

significative sur 5 jours : le coefficient de variation des pentes est de 14 %.

En revanche, la concentration de ribavirine dans les résidus secs stockés a —20°C a
tendance a diminuer. Les pentes sont de 0.9439 a JO, 0.7869 a J1, 0.6237 a J2 et 0.5914 a J3, ce

qui donne un coefficient de variation de 19.1% avec une diminution de la concentration de 37.4 %

entre JO et J3.
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Le test de congélation/décongélation met en évidence une tendance a la perte de

ribavirine : -32.6% aprés 3 cycles de congélation/décongélation par rapport a la valeur initiale.

Le rendement d’extraction, exprimé en pourcentage, est défini comme étant le rapport de la

pente obtenue sur une gamme sans extraction par rapport a une gamme obtenue aprés extraction; il

est ici de 87%.

On ne note pas ici d’influence de la matrice sur la concentration de ribavirine (CV=6%).

Les analogues nucléosidiques anti-VIH n’interférent pas avec la technique de dosage. En
effet, seuls le DDI et le DDC donnent des pics qui perturbent le chromatogramme lorsqu’ils sont

injectés directement, mais 1’étape d’extraction permet d’éliminer ces interférences :

Cmax (litterature) | Concentrations Injection
Molecules testées directe | Apreés
SPE
Lamivudine (3TC) 1.5t0 1.9 pg/ml 10 pg/ml PI PI
Zalcitabine (DDC) 11.6 to 37.5 pg/ml 10 pg/ml [ PI
Zidovudine (AZT) 1.9 pg/ml 10 pg/ml PI PI
Didanoside (DDI) ? 10 pg/ml I PI
Stavudine (D4T) 700 to 900 ng/ml 10 pg/ml PI PI
Abacavir 3 to 6 pg/ml 30 pg/ml PI PI
Aciclovir ? 25 pg/ml PI PI
Ganciclovir 8.3 pg/ml 10 pg/ml PI PI

Tableau 16 : Molécules fréquemment co-prescrites avec la ribavirine (izinterférence, PI= pas
d'interférence).
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2-Etude clinique :

A-Variation de la biodisponibilité :

Les concentrations moyennes de ribavirine apres 12 et 24 semaines de traitement sont

indiquées dans le tableau 17. Ces résultats montrent une importante variation inter-individuelle de

la concentration sérique de ribavirine :

12°™ semaine de traitement 24°™ semaine de traitement
0.19 pg/ml/mg/kg/j (£0.02) 0.24pg/ml/mg/kg/j (£0.02)
CV=44% CV=48%

Tableau 17 : Concentrations sériques de ribavirine aprés 12 et 24 semaines de traitement. Les
concentrations de ribavirine ne sont pas statistiquement différentes a S12 et 524.

Avec un test de rang de Spearman, on ne trouve pas de corrélation entre la dose

administrée et la concentration sérique de ribavirine trouvée : p = 0.25 a S12 et p = 0.27 a S24.

B-Relation avec le statut répondeur/ non-répondeur :

A S12 et S24, les concentrations sériques moyennes de ribavirine sont plus élevés chez les

répondeurs (n = 11) que chez les non-répondeurs (n = 13) (cf. Fig 39).

p =0.05
0.47
> 1 —p=0.03 o -
0 i
S B &
% 0.3 l
£ ] Réponse virologique soutenue
o T [o]
© 0.2 B O | Echec au traitement
e |
= - L
i i 1 1 :
S24 de traitement
S12 de traitement

Figure.38 : Représentation schématique des concentrations de ribavirine (exprimées en pg/ml/dose)
dans les sérums de 11 répondeurs et de 13 non-répondeurs aprés 12 et 24 semaines de bithérapie

IFN-ribavirine.
Les boites représentent 50 % des valeurs. La ligne horizontale correspond a la valeur médiane. Les

traits hauts et bas correspondent aux 25 ®™ et 75 ™ percentiles.
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II-Etude virologique :

L’ARN viral du VHC est extrait du sérum des patients puis par RT-PCR suivie d’'une PCR
nichée, on amplifie la partie centrale du géne de la polymérase virale. A I’issue de cette

amplification, on révele les produits sur un gel d’agarose. Un exemple de gel est montré ci

dessous :

Figure 39 : Visualisation sur gel
d'agarose des produits de PCR : puits
n°l: patient n°1 dont I'ARN viral n'a pu
etre amplifié, puits n°2,3,4,6,7,8,9:
patients 2,3,4,6,7,8,9 , puitsn°5:
marqueur de poids moléculaire et puits
n°10, témoin négatif sans ADN.

Sur ce gel, on voit que 1’on a obtenu un produit d’amplification pour 7 patients sur 8. Au total, on
arrivera a amplifier la polymérase des 10 patients répondeurs a WO et de 28 échantillons des
patients non-répondeurs a W0, W12 et W24. En effet, pour un patient non-répondeur,
I’amplification n’a pas été possible a W12 et W24.

Les produits amplifiés ont tous pu étre séquencés (sens et anti-sens) permettant d’obtenir des

séquences de bonne qualité.
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Figure 40 : Schéma d'électrophérogramme représentant des fragments d'’ADN amplifiés portant a
leur extrémité un ddNTP marqué et exemple de graphe obtenu.

Un arbre Phylogénétique regroupant les 20 séquences (alignées en figure 42) a WO des patients

répondeurs et non-répondeurs a été construit. Il est présenté en figure 41.
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La phylogénie ne met pas en évidence de corrélation directe entre le statut répondeur/non-

répondeur et la séquence de la polymérase virale avant traitement. L’arbre obtenu comporte 2

branches principales retrouvées 1000 fois sur 1000 par la méthode du « bootstrap », ce qui signe

une excellente fiabilité. La premiére branche comprend 2 non-répondeurs sur 7 patients, et la

seconde compte 8 non-répondeurs sur 13 patients. Cette premiére branche regroupe les sous-types

1a (au moins 4/7) et la deuxiéme les 1b (au moins 10/13). Le sous-type n’a pu étre déterminé pour

5 patients.Il semble donc que la répartition Phylogénétique des souches virales & WO soit

davantage en relation avec le sous-type qu’avec le statut répondeur/non répondeur.
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Figure 41 : Arbre Phylogénétique de séquences de NS5B
des patients répondeurs (encadrés) et non répondeurs
(en grisé) avant traitement, le sous-type est précisé
lorsqu'il est connu.
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RTEEAIYXCCDLDPQAXVAIKSLTERLYVGXPLTXSRGENCGYRRCRASGVLTTSCGNTLTCYIKAQAACXAAGLRDCTMLVCGDDLVVICESQGVQEDAXSXR
RTEEAIYQCCDLDPQAXVAIKSLTERLYVGGPLTNSRGENCGYRRCRASGVLTTSCGNTLTCYIKAQAACRAAGLRDCTMLVCGDDLVVICESQGVQEDAASLR
RTEEAIYQCCDLDPQARVAIKSLTERLYVGGPLTNSRGENCGYRRCRASGVLXTSCGNTLTCYIKAQAACRAAGLONCTMLVCGDDLVVICESQGVQEDAASXR
RTEEATIYQXCDLDPQARVAIXSLTERLYVGXPLTNSKGENCGYRRCRASGVLXTSCGNTLTCYIKAQAACRAAGLRDCTMLVCGDDLVVICXSXGVQEDAASXR
RTEEAIYQCCDLDPQARVAIKSLTERLYVGXXLTNSRGENCGYRRCRXSGVLTTSCGNTLTCYIKAQAACRAARLRDCTMLVCGDDLVVICESAGVQEDAASLR
RTEEAIYQCCDLDPQARVAIRSLTERLYVGGPLTNSRGENCGYRRCRASGXLTTSXGNTLTXYIKAXAACRAAGLRDCTMLVXGDDLVVICESQGVQEDAASLR
RXEEXIYQCCDLAPEAXQAIRSLTERLYIGGPLTNSKGONCGYRRCRASGVLTTSCGNTLTCYLKASAACRAAKLQDCTMLVCGDDLVVICESAGTQEDAASLR
RXEESIYQCCDLAPEARQVIRSLTERLYIGGPLTNSKGONCGYRRCXASGXLTTSCGNTLTCYLKASAACRAAKLQXCTMXVCGDDLVVICXSAGTXEDAASLR
RVEESIYQCCDLAPEARQAIRSLTERLYIGGPLTNSKGONCGYRRCRASGXLTTSCGNTLTCYLKASAACRAAKLQDCTMLVCGDDLVVICESAGTQEDAASLR
RVEESIYQCCDLAPEARQAIRSLTERLYIGGPLTNSKGQNCGYRRCRASGVLTTSCGNTLTCYLKASAACRAAKLQDCTMLVCGDDLVVICESAGTQXDAASLR
RVEESIYQCCDLAPEARQATRSLTERLYIGGPLTNSKGONCGYRRCRXSGVLTTSCGNTLTCYLKASAACRAAKLQDCTMLVCGDDLVVICESAGTQEDAASLR
XVEESIYQCCDLAPEARQATIRSLTERLYIGGXLINSKGONCGYRRCRXSGVLTTSCGNTLTCYLKASAACRAAKLQDCTMLVCGDDLVVICESAGTQEDAASLR
RVEESIYQCCDLAPEARQAIKSLTERLXIGGPLTNSKGONCGYRRCRXSGVLTTSXGNTLTCYLKAAAACRAAKLQDCTMLVCGDDLVVICESAGTQEDAASLX
RVEESIYQCCDLAPEARQAIKSLTERLYIGGPLTNSKGQNCGYRRCRASGVLTTSCGNTLTCYLKASAACRAAKLQDCTMLVNGDDLVVICESAGTQEDAASLR
RVEESIYQCCDLAPEARQVIRSLTERLYIGGPLTNSKGONCGYRRCRASGVLTTSCGNTLTCYLKATAACRAAKLQDCTMLVCGXDLVVICESAGTQEDAASLR
RVEESIYQCCDLAPEARQAIRSLTERLYIGXPLTNSKGONCGYRRCRASGVLTXSCGNTLTCYLKATAACRAAKLQDCTMLVCGDDLVVICESAGTQEDAAXLR
RVEESIYQCCDLAPEXKQATIKSLTERLYIGXPLTNSKGQONCGYRRCRASGVLTTSCGNTLTCYLKATAACRAAKLQDCTMLVCGDDLVVICESAGTQEDAASLR
[RVEESIYQCCDLAPEARQATIRSLTERLYIGGPLTNSKGONCGYRRCRXSGVLTTSCGNTLTCYLKATAACRAAKLODCTMLVCGDDLVVICESAGXQEDAASLR
RTEESIYQCCDLAPEARKAIRSLTERLYVGGPLTNSKGONCGYRRCRASGVLTTSCGNTLTCYLKATAACRAAKLQDCTMLVCGXDLVVICESAGTQEDAASLX
RTEEXIYXCCDLXPXAXXAXKXLXEXLYVGXPXXNSRGXNCGYRXXRASGXLTTSCGXTLTXXXKAXAACRXXXLXDCXMLVXXDDXVVICXXXGXQEDAASLR

Figure 42 : Alignement des séquences en acides aminés de 19 patients avant traitement
réalisé avec le logiciel « Clustalw PBIL multiple alignment ».
Dans l'ordre : GRO6, 10, 04, 13, 09, 14, 01, 19, 15, 16, 19, 05, 17, 18, 03, 07, 20, 11, 02.

Il semble donc qu’il n’y ait pas de différence inter-individuelle entre répondeurs et non-répondeurs
dans la séquence du site actif de la polymérase avant traitement. La méme région de la polymérase (nt:
8268 4 8598 = 330 pb) a ensuite été séquencée pour chaque patient non-répondeur a la 12™ et & la 24°™
semaine de la bithérapie IFN-RBV. A ces deux temps, la charge virale (cf. Fig.43) ainsi que la
concentration de ribavirine sériques (cf. Fig.44) ont également été mesurées. Les cinétiques des charges
virales sont typiques de celles de non-répondeurs. Elles ne descendent pas en dessous de la limite de
détection de ’ARN viral, mais certaines diminuent, majoritairement en début de traitement (jusqu’a la
semaine 12) puis semblent se stabiliser a des taux encore assez €levés entre les semaines 12 et 24, alors que

‘les autres ne chutent quasiment pas.
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Les concentrations sériques de ribavirine trouvées sont du méme ordre que celle de notre précédente
étude [89]. Néanmoins, on peut noter que le patient GR14 a des concentrations de ribavirine indétectables a
la 12°™ semaine de traitement, ce qui met vraisemblablement en lumiére un cas de mauvaise observance
du traitement. Les concentrations sont trés dispersées a la 12™ semaine (de 0 4 7,2 mg/ml : CV=76,3%) et

lus homogenes lors de la 24°™ semaine (de 1,4 4 3,8 mg/ml : CV=34,1%).
P g
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Un exemple des séquences obtenues pour 4 patients non-répondeurs sont montrés en figure 45. On
trouve trés peu de différence inter-individuelle dans cette région de la polymérase virale a I’exception d’un
patient (GR13) pour lequel on retrouve 51 mutations (sur 333 pb). Parmi ces mutations, 28 sont des
mutations synonymes et 23 meénent a 12 changements d’acides aminés. Ces mutations par rapport a la
séquence de référence sont principalement observées chez les souches virales avant traitement. Lors du
traitement, cette souche virale assez différente tend a s’estomper au profit d’une souche plus proche de la
séquence de référence obtenue en poolant tous les répondeurs avant traitement. Pour les autres patients
nous observons respectivement 9 mutations de bases pour GR 19, 8 pour GR 15, 4 pour GR 14, 1 pour GR
18 et 0 mutation pour les six derniers patients. Environ 50 % de ces mutations conduisent & un changement
d’acide aminé et 50 % sont silencieuses. On ne remarque pas d’augmentation notable du nombre de

mutation au cours du traitement.
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Figure 45: Exemple de séquences en acides aminés de la région centrale de la polymérase du VHC , des
charges virales et concentrations sériques de ribavirine de 4 patients non répondeurs a WO, W12, W24 d'un
traitement par bithérapie IFN-RBV. La séquence de référence « ref » correspond & la séquence en acides

aminés consensus des répondeurs a WO.

Afin d’analyser ces résultats longitudinaux, un arbre Phylogénétique a été construit (Fig. 46). Il ne
permet pas de mettre en évidence de réelle évolution de séquence au cours des 24 semaines de traitement
chez les patients non-répondeurs. Les 3 séquences d’un méme patient se trouvent regroupées (valeurs de
bootstrap : 69,7 a 82,9 % ). Deux exceptions sont remarquables : la séquence de GR13 avant traitement est

trés éloignée des deux autres obtenues pendant le traitement et la séquence apres 12 semaines de traitement

pour GR19 n’est pas directement reliée aux 2 autres.
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Ce travail présente : -la validation d’une méthode de quantification de la ribavirine dans
le sérum humain. Son application en vue de la surveillance thérapeutique des patients traités
contre I’hépatite C chronique a été évaluée par une étude rétrospective sur 24 patients.

-la recherche de mutations de la polymérase virale qui pourraient

avoir un effet sur I’efficacité de la ribavirine chez 10 patients répondeurs et 9 non-répondeurs.

La méthode de quantification est adaptée de celle de Homma [68], en modifiant la
longueur d’onde de détection (207 nm) et I’étape d’extraction purification (SPE). En effet, une
solution méthanolique contenant 3 % d’acide formique est utilisée pour éluer la ribavirine aprés
son extraction dans le but de faciliter 1’étape suivante d’évaporation.

La méthode présentée a une « LLOQ » de 0.2 pg/ml et une limite de détection de 0.06
ug/ml sur échantillons extraits, ce qui est du méme ordre que celles données dans les méthodes
déja décrites utilisant une HPLC avec détection UV [144, 148].

Le rendement d’extraction, la sensibilité, la linéarité de la courbe de calibration ainsi que la
précision intra et inter-essais de la méthode sont en accord avec les recommandations de
validation d’une méthode bioanalytique de la FDA [140] et permettent donc la quantification de la
ribavirine dans une large gamme de concentrations incluant celles retrouvées en clinique.

Les analogues nucléosidiques testés n’interférent pas avec la méthode. Cette spécificité est
due a I’étape de SPE. En effet, I’extraction est réalisée grice a de I’acide phénylboronique qui, &
pH élevé, fixe les diols vicinaux. La ribavirine a un pentose complet et présente donc un diol
vicinal ce qui n’est pas le cas des autres analogues nucléosidiques testés. C’est un point important
de la validation de la méthode car les patients co-infectés VHC-HIV sont fréquemment traités par
une association de la ribavirine avec d’autres analogues nucléosidiques. Cette association peut
donner une toxicité mitochondriale accrue [87] qui pourrait peut étre étre mieux gérée avec une

adaptation thérapeutique de la ribavirine.

HN 7 /H2
oo | T

[ Zalcitabine —l

Didanoside

[ Ribavirine ‘

Figure 47: Formules chimique de la ribavirine et des deux analogues nucléosidiques utilisés
dans les thérapies anti-VIH: le DDI et le DDC
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L’analyse de la stabilit¢ de la ribavirine dans différentes conditions montre que la
concentration de ribavirine reste stable dans un sérum conservé 5 jours a 4°C ou a —20°C. Elle
tend & diminuer dans les résidus secs d’extraction conservés & —20°C pendant 4 jours de méme que
si on la soumet a des cycles de congélation/décongélation. Ces données indiquent clairement que
le stockage des résidus secs est & éviter, ainsi que les étapes de décongélation/recongélation. En
revanche, le stockage des échantillons & 4°C ou —20°C assure une bonne conservation de la
ribavirine pendant 5 jours.

La dose minimale efficace de la ribavirine n’a pas été cliniquement établie. Les premiers
essais cliniques [18, 60] ont été réalisés sur la base d’une posologie de 1000 mg ou 1200 mg en
fonction du poids du patient (inférieur ou supérieur a 75 kg). La «ribavirine Roche » reste
actuellement prescrite sur ce schéma alors que Schering Plough recommande une posologie
toujours adaptée au poids, mais de la facon suivante : 800/1000/1200mg pour <65/65-85/>85kg.
Cette adaptation posologique ne tient compte que du poids du patient alors que la concentration
sérique de ribavirine semble dépendre également d’autres facteurs tels que la fonction rénale [22,
77].

L’objectif second de cette étude a été d’explorer une possible relation entre la
concentration sérique de ribavirine et 1’efficacité de la bithérapie. Une étude récemment publiée
[115] montre que, chez des patients traités en monothérapie de ribavirine, on obtient une
diminution de la charge virale significative, bien que modérée et transitoire chez la moitié des
patients. Cet effet est 1ié & une ' vie plus longue de la ribavirine et & des concentrations sériques
plus élevées. Une étude de Schering Plough démontre également que la concentration de
ribavirine a la 4°™ semaine de traitement est corrélée positivement avec la réponse virologique
initiale [77]. Nos données ne sont pas basées sur des valeurs mesurées si précocement dans le
traitement mais analysent plut6t le résultat final, c'est-a-dire la réponse virologique soutenue (6
mois aprés I’arrét du traitement). Ces données suggerent que des taux élevés de ribavirine (bonne
biodisponibilité) pourraient étre un facteur prédictif de réponse soutenue au traitement. Cette étude
a également permis de mettre en évidence un cas de non-observance du traitement : le patient

ayant un taux de ribavirine de 1.27 pg/ml lors du dosage a S12 et un taux indétectable & S24.

Cependant, notre étude étant rétrospective et ne portant que sur un petit nombre de patients
(n total=24), il est nécessaire de confirmer les résultats obtenus sur un échantillon plus large et lors
d’une étude cette fois-ci prospective. C’est ce qui a été réalisé avec I’étude RIBATOP dont les
inclusions viennent de s’achever, et qui est en cours d’analyse. Il s’agit d’une étude prospective de
pharmacologie clinique chez des patients en cours de bithérapie pour hépatite chronique C de

génotype 1 ou 4. L’évaluation a porté sur la mesure au cours des 3 premiers mois du traitement,
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des concentrations sériques de ribavirine d’une part et d’autre part des marqueurs d’efficacité
(charge virale VHC) et de tolérance de ce traitement (essentiellement taux d’hémoglobine). Une
corrélation entre ces éléments est recherchée afin de confirmer nos données préliminaires
concernant 1’efficacité de la molécule sur la diminution de la charge virale, mais également afin
d’évaluer la relation entre la concentration sérique de ribavirine et sa toxicité. A 3 mois de
traitement, un ajustement de posologie de la ribavirine a été proposé aux patients sur la base des
données recueillies durant I’étude. La concentration de ribavirine apres ajustement de posologie a
été contrdlée 4 semaines plus tard afin d’évaluer I’effet de cette adaptation thérapeutique sur le
taux sérique mesuré. On teste ainsi le concept d’une adaptation thérapeutique de la ribavirine qui
se ferait en fonction des concentrations sanguines et non plus en fonction du poids du patient et

qui permettrait également de fait de vérifier I’observance du patient.

La non-réponse a la bithérapie interféron-ribavirine pourrait donc étre favorisée par des
taux trop faibles de ribavirine. Mais des taux sériques élevés de ribavirine ne sont pas, pour autant
suffisants pour assurer une efficacité a long terme de cette molécule en monothérapie sur le virus
de I’hépatite C. Son mode d’action est d’ailleurs encore assez mal élucidé (cf. Données
bibliographiques chapitre VI-3). Sa structure chimique, proche de celle de la guanosine fait penser
a un mode d’action d’analogue nucléosidique s’incorporant via la polymérase virale, 4 ’ARN
viral. Il a en effet été démontré que la ribavirine €tait un substrat potentiel pour la polymérase du
VHC et qu’elle pouvait s’incorporer au génome viral tout en favorisant 1’apparition de mutations
[35, 99, 160]. Dans cette optique, et par analogie avec les phénomenes observés avec les
inhibiteurs nucléosidiques utilisés dans le VIH, nous avons émis I’hypothése qu’une cause de
mauvaise réponse au traitement par la ribavirine pourrait étre une mutation au niveau de la
polymérase virale qui ne permettrait plus I’incorporation de la ribavirine. Il a d’abord été vérifié
que les patients répondeurs et non-répondurs ne présentaient pas de différence significative de leur
polymérase virale avant traitement. Nos résultats n’ont pas mis en évidence de mutation favorisant
ou diminuant la réponse ultérieure au traitement. Ils permettent, en revanche, de voir que la région
séquencée de la polymérase virale permettrait de rediscriminer les sous-types a et b des génotypes
I de fagon identique a celle classiquement utilisée, basée sur le séquengage de la région 5’NC.
Pendant le traitement, on observe une moyenne de 7,3 mutations pour 330 pb sur 24 semaines. Si
I’on extrapole ces données sur un an, on obtient 4 x 10" mutations par position nucléotidique par
an ce qui est légérement supérieur au taux donné par Bukh et al [23] pour I’ensemble du génome
(1.5 x 10” substitution par position nucléotidique par an). Néanmoins, ces résultats sont logiques
puisque la polymérase n’est pas une des régions les plus conservées du génome (cf. tableau 3). De

plus, on peut peut-étre voir dans ce taux plus élevé de mutations le reflet de I’effet mutagéne de la
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ribavirine, mais notre population n’est pas assez étendue pour permettre d’étayer cette hypothese.
Seule la moitié¢ des mutations trouvées conduit a un changement d’acide aminé (1,9 %). En
définitive, dans la population étudiée (n = 9), 5 patients ont un changement d’acide aminé ou plus
dans leur souche virale mais aucune de ces mutations n’est récurrente. On peut tout de méme noter
que, méme si la majorité des mutations silencieuses est causée par un échange de base en g
position du codon, environ 20 % concernent le premier nucléotide du codon et n’occasionnent pas
de changement d’acide aminé. Ceci dénote vraisemblablement le fait que certaines régions de la
polymérase doivent rester stables pour le bon fonctionnement de I’enzyme. Un certain nombre de
motifs d’acides aminés trés conservés (A, B, C, D, E, et F), cruciaux pour la réplication virale, ont

été mis en évidence dans la polymérase du VHC par comparaison aux polymérases d’autres virus

[20, 95, 120, 127].
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Figure 48 : Extraite de [127]. Structure primaire et effets divers des mutations de NS5b de la
souche HCV JK-1. Les motifs connus de polymérases de A a F sont encadrés en noir, les nombres sur
la séquence indiquent les hélices o et les lettres, les feuillets B. Les 2 barres verticales rouges
délimitent la région amplifiée dans cette étude (AA 235->337).
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Si 'on se réfere a la notation utilisée dans D’article de Qin et al [127], les mutations
trouvées dans les souches que nous avons étudiées se situent essentiellement (14/17) en dehors de
motifs trés conservés A, B et C. Quelques-unes (4/17) sont localisées entre des structures
secondaires en hélice ou en feuillet B (par exemple entre les hélices o 8 et 9 ou entre le feuillet B L
et I’hélice a. 8), les autres sont dans des feuillets 3 : 4 dans le feuillet B L, 3 dans le N, 2 dans le K

et 2 dans le M. Aucune mutation n’est retrouvée dans les hélices o.

FINGER
TIPS

FINGERS
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Figure 49 . Extraite de [127]. Représentation de la structure secondaire de la polymérase du VHC
avec 'emplacement des acides aminés identifiés comme étant essentiels au fonctionnement de
I'enzyme (cercles bleus et noirs). Les feuillets B sont en jaune et les hélices o en rouge.

I faut cependant noter que lors de notre travail, nous n’avons séquencé que la souche
virale majoritaire. Le clonage des produits d’amplification obtenus dans des plasmides bactériens
pourrait permettre d’avoir une meilleure visibilité sur I’ensemble des sous-populations virales et
éventuellement de mettre en évidence des phénomenes sous jacents dans 1’équilibre des
différentes populations qui n’aboutissent pas pour autant a la modification de la souche
majoritaire. Ils pourraient donc étre passés inapercus dans cette étude. On pourrait ainsi peut étre
expliquer les variations observéesentre W0 et W12 pour les patients GR13 et GR19.

Nous n’avons donc pas mis en évidence de mutation de résistance a la ribavirine, chez la
souche virale majoritaire au niveau du sérum, dans la région centrale de la polymérase du VHC
étudiée. En revanche, nous trouvons des mutations qui, de par leur position et leur nombre, sont en

accord avec les données déja connues concernant la stabilité¢ de la polymérase du VHC. Tres
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récemment, une équipe japonaise [85] vient de publier une étude qui met en évidence, par
séquengage direct de la souche majoritaire, 2 mutations : la substitution d’un acide glutamique par
une lysine en position 124, et celle d’une isoleucine par une valine en position 85. Ces mutations
sont associées A un déclin de la charge virale 4 la 8°™ semaine de traitement chez 5 patients
répondeurs précoces par rapport a 3 non-répondeurs. Ces acides aminés étant situés en dehors de
la région que nous avons amplifiée, il nous est impossible de dire si nos données concordent. Nous
avions choisi d’amplifier le centre de la polymérase virale, car c’est 1a que se situe le site actif
comme 1’ont démontré de nombreuses équipes [27, 75, 95]. Mais, sans doute, et comme elle est
trés importante pour le virus, cette région est assez peu soumise aux mutations. Il est donc possible
que les mutations recherchées se situent plus en aval dans une région plus éloignée du site actif,
mais qu’elles puissent perturber 1’incorporation des nucléotides par des modifications de potentiel

électrostatique a la surface de la protéine, ou par d’autres mécanismes [85].

En conclusion, cette étude propose deux hypothéses, une pharmacologique et 1’autre
virologique, de mauvaise efficacité de la ribavirine chez certains patients traités pour une hépatite
C chronique. Une méthode de dosage sérique de la ribavirine est proposée dans le but de permettre
un suivi pharmacologique des patients sous traitement, afin d’essayer d’adapter au mieux les doses
prescrites. Ceci permettrait de limiter les effets indésirables de la molécule et de s’assurer que sa
concentration est suffisante pour avoir une chance d’étre efficace. Ainsi, cette étude a posé les
bases d’une étude prospective, RIBATOP, dont les objectifs sont d’étudier une éventuelle relation
entre concentration sérique de ribavirine et diminution de la charge virale et/ou diminution du taux
d’hémoglobine.

En ce qui concerne I’étude virologique, la premiére étape n’a pas mis en évidence de
différence au niveau de la partie centrale de la polymérase virale entre les répondeurs et les non-
répondeurs avant traitement. Un travail similaire sur les sérums des patients non-répondeurs & S12
et S24 de traitement ne permet pas non plus de mettre en évidence une sélection de souches de

VHC mutées au niveau de la polymérase.
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THESE SOUTENUE PAR : Sylvie LARRAT

TITRE : RECHERCHE DE FACTEURS PHARMACOLOGIQUES ET VIROLOGIQUES DE
REPONSE A LA RIBAVIRINE CHEZ LES PATIENTS TRAITES POUR UNE HEPATITE C

CHRONIQUE

CONCLUSION :

La bithérapie interferon-a2 - ribavirine est le traitement actuel de 1’hépatite virale chronique C.
Plusieurs études pharmacologiques ont suggéré qu’il existait une grande variabilité inter-
individuelle de la biodisponibilit¢ de la ribavirine, ce qui pourrait influencer ’efficacité
thérapeutique. Afin de mesurer les concentrations de cette molécule pendant la durée du
traitement, nous avons développé et validé une méthode d’analyse quantitative adaptée a la
pratique de routine. Cette méthode comprend une extraction en phase solide sur des cartouches
d’acide phénylboronique suivie d’une chromatographie liquide haute pression avec une détection
par rayonnement ultra-violet.

La sensibilité de la méthode, la linéarité de la courbe de calibration, la répétabilité et la
reproductibilité intra et inter essais, de méme que la stabilit¢ de la ribavirine 4 4°C, sont
compatibles avec ’utilisation de cette technique en routine. De plus, les tests réalisés avec les
analogues nucléosidiques utilisés dans le traitement des co-infections VHC-VIH montrent qu’ils
n’interférent pas avec la méthode.

Dans un deuxiéme temps, une étude clinique a été réalisée a posteriori sur les sérums de 24
patients naifs ayant une hépatite chronique virale C histologiquement prouvée (génotype 1). Le
traitement comportait I’interféron a-2b (3 MUI, 3 fois/semaine) et la ribavirine (>10.6 mg/kg sauf
chez un patient). La concentration sérique de ribavirine était mesurée pour chaque patient avant
traitement ainsi qu’a la 12éme (S12) et a la 24éme (S24) semaine de traitement. La concentration
moyenne de ribavirine dans le sérum était de 2.67 £ 1.03 pg/ml & S12 et 3.24 + 1.35 pg/ml a S24.
Les taux de ribavirine montraient une large variabilité inter-individuelle : les coefficients de
variation des concentrations ajustées a la dose administrée étaient de 44 % a S12 et de 48 % a S24.
La concentration de ribavirine rapportée a la dose administrée était significativement plus élevée
(p=0.030 a S12 et p=0.049 a S24) chez les patients répondeurs (0.24 + 0.03 pg/ml/dose a S12 et
0.28 + 0.03 ng/ml/dose a S24, n=11) que chez les non-répondeurs (0.16 * 0.2 pg/ml/dose a S12 et
0.21 + 0.32 pg/ml/dose a S24, n=13).

La mise en évidence de faibles taux sériques de ribavirine associés a une non-réponse au
traitement suggére que ce dosage pharmacologique pourrait &tre un outil intéressant pour le

monitoring des patients traités contre le VHC, permettant éventuellement d’accroitre 1’efficacité
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de la bi-thérapie mais aussi la sécurité d’utilisation de la ribavirine compte tenu de ses nombreux

effets indésirables.

Parallélement a I’étude pharmacologique, une étude virologique a €t¢ réalisée afin de vérifier si
une non-réponse au traitement pouvait étre expliquée, au moins en partie, par une résistance du
virus a la ribavirine. En effet, la ribavirine étant un analogue nucléosidique incorporé au génome
viral par la polymérase virale, nous avons émis ’hypothése qu’un des modes de résistance
possible a la ribavirine était une mutation de la polymérase.

. Nous avons donc séquencé la région centrale (correspondant au site actif) de la polymérase du
VHC, tout d’dbord chez des paﬁents non encore traités dont nous connaissions le statut
répondeur/non-répondeur (étude a posteriori), afin de rechercher une éventuelle mutation initiale
du géne de la polymérase. Il n’a pas été mis en évidence de corrélation entre le statut
répondeur/non-répondeur et la séquence de la polymérase virale avant traitement.

Les souches virales majoritaires des patients non répondeurs ont ensuite été séquencées a S12 et
S24 afin de rechercher une éventuelle sélection de souches de VHC portant une mutation au
niveau de la polymérase qui ne permettrait plus I’incorporation de ribavirine. On observe une
moyenne de 7,3 mutations pour 330 pb sur 24 semaines, soit 4 x 10 mutations par position
nucléotidique par an. Environ 50 % de ces mutations conduisent a un changement d’acide aminé
mais aucun n’est récurrent. Ces mutations se situent dans les parties les plus variables de la -
polymérase. .

Nous n’avons donc pas mis en évidence de mutation de résistance & la ribavirine, chez la souche
virale majoritaire au niveau du sérum, dans la région centrale de la polymérase du VHC étudiée.
En revanche, nous retrouvons des mutations quij de par leur position,et leur nombre sont en accord

avec les données dé€ja connues concernant la stabilité de la polymérase du VHC.
i
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chaine protéique

Nom Abrévi | Nature du Formule du groupement R | Réle dans la structure des protéines Essenti
ations groupement R el

Alanine Ala, A Aliphatique (CH3)2-CH- Non Polaire. Le faible encombrement stérique confere la flexibilité & la Non
chaine protéique

Arginine Arg, R Diamine NH2-C(NH2*)-NH-(CH2)3- Polaire. Chargé positivement Non

Asparagine Asn, N Amide NH2-CO-CH2- Polaire. Non chargé Non

Aspartate Asp,D Carbonate COO-CH2-CH2- Polaire. Chargé négativement Non

Cystéine CusC Groupe soufré -CG2-SH Polaire. Non chargé. Forme des ponts disulfures entre les chaines qui Non
stabilisent la structure

Glutamine Gln, Q Amide NH2-CO-CH2-CH2- Polaire. Non chargé Non

Glycine Gly, G Aliphatique H- Non Polaire. Le faible encombrement stérique confére la flexibilité & la Non
chaine protéique

Histidine His, H Imidazole Im-CH2- Polaire. Basique Non

Isoleucine Tle, I Aliphatique CH3-CH2-C(CH3)H- Non Polaire. Le faible encombrement stérique confetre la flexibilité  la Oui
chaine protéique

Leucine Lew L Aliphatique (CH3)2-CH-CH2- Non Polaire. Le faible encombrement stérique confére la flexibilité 4 la Oui
chaine protéique
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stabilisent la structure

Phénylalanine Phe, F Aromatique Phe-CH2- Non Polaire. Oui

Proline Pro, P (N)-CH2-CH2-CH2- Non Polaire. L hétérocycle (le dernier carbone est reli¢ au N de la fonction Non
amine) confere rigidité & la chaine protéique

Sérine Ser, S Alcool -CG2-OH Polaire. Non chargé Non

- Thréonine Thr, T Alcool -C(CH3)H-OH Polaire. Non chargé Oui

Tryptophane Trp, W Noyau Indole In-CH2- Le noyau indole (In) absorbe trés fortement les UV Oui

Tyrosine Tyr, Y Aromatique PheOH-CH2- Non polaire. Non

Valine Val, V Aliphatique (CH3)2-CH- Non Polaire. Le faible encombrement stérique confere la flexibilité a 1a Oui

Tableau avec les principaux acides aminés et leurs propri€tés principales
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Ribavirin jn combination with alpha 2 interferon is the consensus treatment for chronic hepatitis C.
However, recent preliminary pharmacological studies have suggested that the bioavailability of ribavirin
displays great interindividual variability. In order to monitor serum ribavirin levels during combination
treatment, we developed and validated a quantitative assay using an-approach adaptable for routine hospital
laboratories. The method involved solid-phase extraction on phenyl boronic acid cartridges followed by
high-performance liquid chromatography with a C,s-bonded silica coluomn and a mobile phase containing 10
mM ammonium phosphate buffer (with the pH adjusted to 2.5) and UV detection (207 nm). The sensitivity,
recovery, linearity of the calibration curve, intra- and interassay accuracies, precision, and stability at 4°C were
consistent with its nse in the laboratory routine, In addition, other nucleoside analogues sometimes used with
ribavirin in patlents coinfected with hepatitis C virns (HCV) and human immunodeficiency virus did not
interfere with the gquantification of ribavirin levels. The ribavirin concentration was quantified in 24 serum
samples from patients with chronic hepatitis C treated with a combination of ribavirin and alpha 2 interferon.
" The mean serum ribavirin concentration was 2.67 £ 1.06 pg/ml (n = 24) at week 12 of treatment (W12) and
3.24 £ 1.35 pg/ml (n = 24) at week 24 of treatment (W24). In addxtmn, ribavirin concentrations displayed high
interindividual variabilities: the coefficients of variation of the serum ribavirin concentrations adjusted to the
administered dose were 44 and 48% at W12 and W24, respectively. Moreover, the ribavirin concentration was
. higher in'patients with a sustained virological response (u = 11) than in patients with treatment failure (n =
13), with significant intergroup differences at Wi2 (P = 0.030) and W24 (P = 0.049). The present stody

describes a simple analytical method for the quantification of ribavirin in human serum that could be a useful

tool for the monitoring of ribavirin concentrations in HCV=mfected patlents in order to fmprove the eﬁmcy

and safety of therapy vnth nbavmn plus mterferon

In patients chronically infected with. héﬁéﬁﬁs C vu'us

(HCV), combination therapy with ribavirin. plus alpha 2 inter-

'phai'macological investigations in order to adﬁist_ the dose of

feron has greatly improved the rates of sustained biochemical -

and virological response compared to those achieved with in-.
terferon monotherapy (3, 6, 12, 14). Unfortunately, more than
40% of treated patients either remain nonresponsive or have
relapses with this treatment. Although some epidemiological
factors support the predictive value of the treatment in terms
of the long-term outcome, no clear explanation for the lack of
efficacy in some patient subgroups has been provided. Resis-
tance to interferon is the hypothesis that has been the most
investigated, but other mechanisms including those related to
" ribavirin should also be closely examined. '

The pharmacokinetics of ribavirin'were initially investigated
in studies with healthy volunteers and patients after the ad-
ministration of either a single dose or multiple doses (4). Al-
though intermediate bioavailability and a high level of interin-
dividual variability were described, no further evaluation was
performed with patients with chronic HCV infection receiving
combination therapy. However, the extensive use of this drug,
which induces numerous side effects, requires complementary
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the drug according to individual patient characteristics. For’
instance, no data on the bioavailability-of ribavirin from large-
scale clinical trials of the efficacy of combmanon treatment
have been published. One reason could be ‘that no standard
assay for plasma ribavirin concentration determination was

‘avajlable for routine laboratories, although -descriptions of

some analytical methods have been published, including radio-

‘immunoassay (1), high-performance liquid -chromatography

(HPLC) with UV (5, 7, 10, 13, 19, 20} or mass spectrometric
(15) detection, and gas chromatography-mass spectrometry
(16). However, these methods differ according to their sensi-
tivities, specificities, and difficulty (time and cost).

The main purpose of the present study was to adapt and
validate a routine assay for the quantification of ribavirin in
serum for the management of therapy in patients with chronic
HCYV infection. In this regard, an HPLC method with com-
mercially available reagents was chosen since its use is feasible
in most hospital laboratories. In order to illustrate this tech-
nique, we retrospectively tested a small number of treated
patients and compared their serum ribavirin concentrations to
their response to treatment.

MATERIALS AND METHODS

Chemicals and instruments, All chemicals were of HPLC or reagent grade
and were obtained from Prolabo (Paris. France). Ribavirin (1-beta-p-ribofurano-
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syl-1H-1,2,4 triazole-3-carboxamide) (purity, 99%) and 3-methyicytidine metho-
sulfate (purity, 98%), which was used as an internal standard (IS), were pur-
chased from Sigma (Saint-Quentin Fallavier, France). Zidovudine, lamivudine,
and abacavir were from Glaxo Wellcome (London, United Kingdom); acyclovir
was from Glaxo Wellcome (Marly le Roi, France); and zalcitabine and ganciclo-
vir were from Roche (Neuilly-sur-Seine, France). Didanosine and stavudine were
from BristolMyers Squibb (Princeton, N.J.). .

Phenyl boronic acid cartridges (Bond Elute phenyl boronic acid [100 mg/10
ml]), which werc used for solid-phase extraction (SPE), were obtained from
Varian (Harbor City, Calif.) Sample Preparation Product. The cartridges were
positioned on a Vac Elut vacuum manifold from the Varian Sample Preparation
Product. Stock solutions of ribavirin (10 mg/ml) and 3-methylcytidine methosul-
fate (10 mg/ml) were prepared in distilled water and were stored in 1.0-ml
aliquots at —20°C until use. Working solutions of ribavirin (100 and 10 pg/ml)
and 3-methylcytidine methosulfate (100 pg/mi) were prepared weekly by dilution

. of stock solutions in methanol. Stock solutions of anti-human immunodeficiency
virus (anti-HIV) mcleoside znalogues (0.1 mg/ml) were prepared in methanol,
stored at —20°C until use, and then diluted in distilled water to 30 pg/ml for
abucavir and to 10 pg/ml for #ll the other nucleoside analogues.

HPLC apparatus and conditions. The HPLC system used consisted of the
following: an M-510 HPLC pump (Waters Associates, Milford, Mass.) set to
deliver 0.7 ml/min, which led to a typical back pressure of 1,500 Ibfin% a Rheo-
dyne 7125 injection system with an injection volume of 20 pl; a Cgbonded silica
column with 5-pm beads (3.9 by 300 mm; Novapak); an 14000 UV detector
(Merck, Darmstudt, Germany); and a Shimadzu model C-R3A integrator,

The wavelength was fixed at'207 nm, and the sensitivity was 6.005 absorbance
units. The mobile-phase solvenf consisted of 10 mM ammonium phesphate
buffer (the pH was adjusted to 2.5 with orthophosphoric acid). After the run
analysis, the HPLC column was stored in an acetonitrile-water (50:50; vol/vol)
mixture. . . }

Solid-phase extraction. The extraction procedure that follows was performed
by a methodology derived from a previous report (7). The assay was calibrated
by using five nonzero calibrators containing 0.2, 0.5, 1, 3, and 5 jug of ribavirin per
ml and the 1S (2.5 pg/m!). The calibrators were obtained by diluting the working
solutions with blunk bovine serum (Biotrol, Biotrol Diagnosis, Chennevrires,
France). Previous experiments demonstrated that double blanks were similar in
human serum and bovine scrum (data not shown).

The samples (1 ml) were diluted (1:4) in 250 mM ammonium acetate buffer
(the pH was adjusted to 8.5 with ammoniac). The diluted samples were loaded
onto phenyl boronic acid cartridges that had been pretreated with 1 mil of 3%.
formic acid in methanol, followed by 5 ml of 250 mM ammonium acetate buffer
{pH 8.5). The samples were drained away and the cartridges were washed five
times with 1-ml aliquots of 250 mM ammonium acetate buffer, Ribavirin and the

IS were subsequently eluted with 1 ml of 3% formic acid into glass tubes. The ., -
effluents were dried under nitrogen and reconstituted with 200 pl of the mobile *

phase. Twenty microliters of the reconstituted sumples was injected onto the
HPLC column. ) .

Validation of the method. The validation of the method was performed in
accordance with Food and Drug Administration guidelines (17, 18). The linearity
was tested by assaying a set of five calibrators (0.2, 0.5, 1, 3, and § pg/mt) six times
and by calculating the measured concentration of each calibrator from the
calibration curve. A plot of the percent deviation from the calculated concen-
tration against the expected concentration was drawn and inspected for trends.

Within-day precision was calculated by repeated analysis of spiked serum
samples (0.2, 1, and 3 pg/ml) during 1 working day by the same operator.
Between-day precision was calculated by analysis of serum samples spiked with

. the same concentration of ribavirin, with one analysis being performed 2 day.

The stability of ribavirin in serum was asséssed by five replicate analyses of
three sumples spiked with ribavirin (0.2, 1, und 3 pg/ml). The samples were
analyzed immediately or after storage at 4°C for 24, 48, 72, or 96 h, respectively.

To determine the stability of ribavirin after freezing-thawing, control plasma
sumples spiked with 2 pg of ribavirin per ml were compared with samples of the
sume batch that were frozen at —20°C and thawed at ambient temperature. This
freeze-thaw cycle was repeated three times. In addition, the stability of ribavirin
in dried residues after SPE was tested with four replicates spiked with 0.2, 1, and
3 g of ribavirin per ml. Each sample was extracted, dried under nitrogen, and
analyzed immediately or after storage at —20°C for 24, 48, or 72 h, respectively.

In order to investigate the influence of the matrix on the concentration of
ribavirin, the specificity of the assuay was investigated by analyzing blank plasma
from six different human plasma samples spiked with 2 pg of ribavirin per ml.

Lastly, some nucleoside inhibitors most likely to be encountered in the plasma
of HCV-positive patients as a result of concomitant therapy were screened by the
HPLC assay. Drugs were tested as pure solutions diluted in methanol so that the
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conceatrations were 30 p.g/ml for abacavir and 10 pg/ml for the other nucleoside
analogue tested; the drugs were then injected into the system, and their peak
retention times were compared with the peak retention time of ribuvirin, An
interfering drug was defined as 4 molecule that exhibited a retention time within
0.3 min of that of ribavirin or the IS.

Demographic and clinical characteristics of the patients tested. Twenty-four
patients with chronic HCV infection previously treated with combination therapy
were selected for the analysis, provided that blood samples recovered on week 12
of treatment (W12) and week 24 of treatment (W24) were available from a
stored serum bank. The patients’ characteristics are summarized in Table 1. Al
patients were infected with a genotype 1 isolate of HCV and were drug-naive
patients receiving their first anti-HCV treatment, consisting of interferon plus
ribuvirin at the doses usually prescribed at that time, as follows: subcutuneous
injection of standard alpha 2 interferon at 3 million IU three times per weck and
1,000- or 1,200-mg ribavirin tablets per day according to their weight (less than
ormore than 75 kg, respectively). Because of side effects cansed by the drugs, two
patients were receiving a reduced ribavirin dose (600 mg/day) at the time of assay
for ribavirin quantification. All the patients were negative for HBsAg and HIV
infection. The clinical outcome unalysis defined among the 24 patients two
subgroups of patients with equilibrated responses: 11 patients had sustained
virological responses and 13 patieats had treatment failures (the patients were
cither nonresponders or relupsers). Responders were defined as patients with a
negative test result for HCV RNA at the end of therapy (48 weeks, which is the
period of treatment for the responders at present), and nonresponders were
defined as patients with a positive test result for HCV RNA at the end of a
course of 24 weeks of therapy.

Blood samples were collected from October 1998 to August 2000 in Vacu-
tainer tubes without additives. After centrifugation the serum was transferred 10
another tube and stored at-—80°C until analysis. Ribavirin quantification was
carried out with serum samples drawn 2 to 4 h after the morning administration
of ribuvirin at W12 and W24 of 4 48-week combination treatment.

No unusual investigations and the administration of no specific drug was
requested from the patients for the purpose of this study, which conformed with
local ethical considerations apd the principles outlined in the Declaration of
Helsinki.

Statistical analysis. For cach series of experimeats, the variability of the
ribavirin concentration was estimated by determination of the relative standard
deviation (17, 18). The dosc-normalized concentration of ribavirin was expressed
as the concentration in serum (in micrograms per milliliter) adjusted to the daily
ribavitin dose according to the patient’s weight (milligrams per day per kilogfam
of body weight). . . .

For the retrospective comparison of serum ribavirin concentrations according
to the outcome for the patients, a nonparametric Mann-Whitney test was used in
order to avoid the making of assumptions about the distributions of the mes-
sured variables. P values <0.05 were considered significant, .

RESULTS

Ribavirin assay validation. Typical chromatograms of blank
serum, blank serum with IS, serum supplemented with a me-
dium-range calibrator, and patient serum containing ribavirin
are shown in Fig. 1. The retention times of ribavirin and the IS
were 6.7 and 11.0 min, respectively.

A plot of the ratio of the height of ribavirin/height of the IS

. versus the ribavirin concentration provides a linear relation-

ship described by the equationy = 0.977 (+ 0.161) x — 0.0173
(= 0.095), with r equal to 0.988 =+ 0.007. This linear correlation
was verified over a range of concentrations from 0.1 to 10.0
pg/ml.

Extraction recovery, expressed as a percentage, was defined
as the ratio of the slope of the calibration curve for the ex-
tracted analytes to the slope of the calibration curve for the
nonextracted analytes. The recovery was 87%.

Within-day and between-day precisions are given in Table 2.
The lower limit of quantification and the limit of detection
were set at 0.2 and 0.06 pg/ml, respectively, for extracted sam-
ples.

The concentrations of ribavirin in serum stored at 4°C were
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not reduced over 96 h; the coefficient of variation of the slopes
of the linear regression lines was 14%.

In contrast, storage of dried residues at —20°C for 72 h
induced a gradual decrease in the ribavirin concentration. The

Three freeze-thaw cycles with spiked samples induced a
trend toward a loss of ribavirin. The concentration of ribavirin
was reduced by 33% compared with the concentration in fresh
samples after three freeze-thaw cycles.

“There was no influence of the matrix on the concentration of
ribavirin (coefficient of variation, 6%). In addition, the mucle-
oside analogues didanosine, stavudine, zidovudine, lamivu-
dine, abacavir, zalcitabine, acyclovu‘, and gancxclovnr did not
interfere with the analytical method.

Serum ribavirin concentrations during combination treat-
ment. The mean absolute concentration of ribavirin. at W12
was(Z67+ 0.21 pg/ml (n = 24). The ribavirin concentration at
W24 (323 = 0.28 pg/ml; n =-24) was similar to that at W12
The mean relative concentratxons of ribavirin adjusted accord-
ing to the dose of ribavirin- reoexved by the ;patient .(in milli-

grams per kilogram per day) were 020 * 0.02 pg/ml/dose (n =
24) at W12 and 0.24 * 0.02 rig/ml/dose (n = 24) at W24. The
coefficients of vanatlon for these adjusted concentratlons were
44 and 48% at ‘W12 and W24, respectively.. The ranges of
ribavirin concentrations at W12 4nd W24 were 0.07to 0.35 and
008t0048p,g/ml/dose, SR

In order to evaluate thc mtenst in quannﬁmnon of ribavirin

. in serum in the: managemen of patlents ‘treated- for HCV
infection, we retrospectlve . : ' i
-ribavirin according to the outoomc status of the patlents tested.
_ In the tesponder group of patlents {n= 11) the relative con-
centrations .of ribavirin ‘were-0.24 +:0.03; and 028 + 0.03
v pg/ml/dose at’ W12 ‘and W24 rﬁpectlvely, while in patients
" with treatment failures (z = 13) they were 0.16 +0.20 and 021
- % 0.32:pg/ml/dose at W12 and W24, ,rwpe__ctlvcly These rela-
five concentrations of ribavirin were significantly different be-
tween patients who were responders and those who were non-
responders (P < 0.030 at W12 and P < 0.049 at W24 [Mann-
Whitney test]) (Fig. 2)-

]f o ? slopes of the linear regression lines were 0.944 for fresh sam-
ST — E ples and 0.787, 0.623, and 0.591 after storage at —20°C for 24,
§ I ;;_: m’ri‘% § 48,and 72 h, respectiv?l.y. After storage for 72 h at ~20°C, the
glea SSagg— concentration of ribavirin was reduced by 37% compared with
g e NNz Eg the concentration int fresh samples.

I
z £

]

=)

1,334,000 TU/ml (111,300-5,078,650)
600 (n = 2, adjusted for adverse effects),

y"
)
- 21(1-3)
2.3 (0.9-4.1)
1,126,218 TU/ml (8,000-3,160,000)

39 (24-67)
76 (50-112
9.5 (6~15
2(1-3)

Responders (n = 11) .
1,000 (n = 9), 1,200 (n = 2)

i

22(094-47)  ©
1,238,767 TU/ml (8,000-5,078,650)

443 (28-67)
738%g(50-112) © . -
9.7 (4-15) 1
2.1 (0-4)

All patierits (n = 24)
2.0 (1-3)

DISCUSSION

This study presents the validation of a simple bioanalytical
method for the quantxﬁcatlon of ribavirin in human serum. Its
feasibility for the monitoring of drug therapy for HCV-infected
patients was also investigated.

The method was adapted from a previous report (7) by
changing the detection wavelength (207 nm) and modifying the
SPE and purification steps. Indeed, a methanolic solution con-
taining 3% formic acid was used to elute ribavirin in the SPE
procedure in order to improve the evaporation step. Finally,
the stability of ribavirin during sample storage and interference
with other nucleoside analogues were assessed.

The method described here yielded linear results, with a
Jower limit of quantification of 0.2 pg/ml with samples from
which ribavirin was extracted. In addition, the limit of detec-

Ny
IU/ml

TABLE 1. Clinical characteristics of patients with ch‘roﬁic’ HCV ‘infection and treated with rib.avirin-interferdn combination therapy®

Patients characteristic
paticnts were infected with genotype 1 HCV isolates and were drug naive and r'ccciving'thcir first standard combination therapy.

ALAT, alanine aminotransferase; ULN, upper limit of normality.

Activity

Fibrosis

Mean (minimum-maximum) ALAT (
Mean (minimum-maximum) viral load

Ribavirin dose (mg/day)

*All

3

Mean (minimum-maximum) Knodell score

Mecan (minimum-maximum) age (yr)
Mean (minimum-maximum) Métavir

Mean (minimum-maximum) wt (kg)
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TABLE 2. Within-day and between-day variabilities of ribavirin
concentrations in serum samples measured by HPLC with
UV detection”

Spiked conca Relative % standard deviation”

(ng/mi) Within-day precision Between-day precision
02 4.8 (0.2 = 0.0) 17.8 (0.2 = 0.0) '
1 11.2 (09 £ 0.1) 9.4 (1.0+£0.1)

3 6.9 (3.1 =0.1) 8.9(28+0.2)

“ Five scrum samples were tested.
¥ The values in parentheses arc means * standard errors of the mean accuracy
(in micrograms per milliliter).

Analysis of the stability of ribavirin under various storage
conditions showed that the ribavirin concentration remains
stable in serum stored for 4 days at 4 or —20°C, whereas it

" tends to decrease in dried residues stored at —20°C for 3 days
as well as in samples undergoing three freeze-thaw cycles.
These data suggest that storage of dried residues as well as
freeze-thaw cycles should be avoided for the preservation of
ribavirin in human serum, whereas storage of serum samples at
4 or —20°C ensures the, good prescrvatlon aof ribavirin for 4
days.

It has been suggestcd that only 27% of the pharmacokmctlc
variability in ribavirin clearance relies on the main cofactors
influencing this clearance, including body weight, gender, age,
and serum creatinine levels (8). Therefore, the bioavailability
of ribavirin is probably controlled by many other, unknown
parameters. In this context, a reliable and simple method for

the quantification of ribavirin in serum could be highly helpful '
for the management of patients with HCV infection receiving '

combination ‘treatment. Indeed, not only response rates but
also the frcquency of adverse events are probably depcndent
" on'the mtermdmdual variability of serum ribavirin concentra-
tions. The momtormg of serum ribavirin concentrations could

improve the eﬂ'icacy and the safety of the combination treat- .
ment. The minimum dose of ribavirin required for efficacy has '

not been clinically established. Initial clinical trials have
adopted a standard dose defined on the basis of the results of
pilot studies (2, 4). The recommended dose of ribavirin was

ANTIMICROB. AGENTS CHEMOTHER.

chosen to be 1,000 or 1,200 mg according to the patient’s
weight (less than or more than 75 kg, respectively). A subse-
quent recommendation for adaptation of the dose according to
body weight was made by the manufacturer (800, 1,000, and

" 1,200 mg for body weights of <65, 65 to 85, and >85 kg,
respectively). To our knowledge, these recommendations are
based not on direct measurements of ribavirin concentrations
but on extrapolation of statistical relations among dose, body
weight, and response status.

Thus, the analytical method for the quantification of ribavi-
rin presented in this paper could be a useful tool that can be
used to define the minimum efficient dose of ribavirin that
takes into account all the factors affecting pharmacokinetic
variability instead of body weight only. Subsequently, it will
probably be used to define new rules for dose adjustment for
the management of ribavirin-related adverse events.

The secondary objective of the study was to explore a pos-
sible relation between the bioavailability of ribavirin and the
efficacy of combination therapy. Our study population was
chosen in order t0 represent the most likely group of patients
who could benefit from monitoring of ribavirin concentrations:
patients infected with HCV genotype 1, patients undergoing
first treatment for cure, and patients undergomg treatment
with the standard combination of interferon and ribavirin. The .
response status of these patients was defined as treatment
success (patients with sustained virological responsés) or treat-
ment failure (nonresponders and patients who were respond-
ers but who then had relapses). Our data suggest that high
serum ribavirin levels could be one factor predictive of long-
term treatment success. A’ recent clinical trial with pegylated
interferon supports our observation by showing that the doses
of the two medications (nbavu'm and interferon) received by
the patxent are significant predictors of a sustained virological
Tesponse (P = 0.015 for ribavirin and P = 0.002 for pegylated
interferon) (11) Another study confirmed that the ribavirin
concentration at treatment week 4 is positively correlated to
the initial virological response (a negative result by an HCV-
specific reverse transcription-PCR at week 24) (8). Our data
suggest that this relation could be extended to the sustained
virological response (a negative PCR result at week 24 of

p=005

—_ 0.4 - 003
( 1 P T
s 1T
) .
g 0.3 ~ —
2] ] Sustained
: ] = virological response
:E 0.2 1 Treatment faifure
8
-4 4

0.1

W12 of treatment

W24 of treatment

FIG. 2. Concentration of ribavirin in sera from 11 responders and 13 nonresponders after 12 and 24 weeks of ribavirin and interferon
combination therapy. Data are presented as box plots in which 50% of the values lie within the box. The horizontal lines drawn through the middle
of the boxes represent the median values. The top and bottom of each box are the 10th and 90th percentiles of all values, respectively. P values
were 0.03 and 0.05 for responder patients versus nonresponder patients after 3 and 6 months of treatment, respectively.
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posttreatment fojlow-up). In this context, monitoring of the
ribavirin concentration at the time of treatment initiation
could fielp to adapt the ribavirin dose to the patient’s pharma-
cological characteristics in order to improve efficacy in the case
of low bivavailability or to prevent severe adverse events in the
case of high bioavailability.

In conclusion, the present study describes a simple analytical
method for the quantification of ribavirin in human serum that
could be a useful tool for the monitoring of ribavirin concen-
trations in patients with chronic HCV infection in order to
improve the efficacy and the safety of therapy with ribavirin
plus interferon.
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RECHERCHE DE FACTEURS PHARMACOLOGIQUES ET
VIROLOGIQUES DE REPONSE A LA RIBAVIRINE CHEZ LES
PATIENTS TRAITES POUR UNE HEPATITE C CHRONIQUE

RESUME :

La bi-thérapie interferon o - ribavirine est le traitement actuel de 1’hépatite chronique C.
Il semble exister une grande variabilité inter-individuelle de la concentration sérique de la
ribavirine qui pourrait influencer sur son efficacité. Afin de mesurer sa concentration pendant la
durée du traitement, nous avons développé et validé une méthode d’analyse quantitative par
HPLC-UV.

Une étude clinique réalisée a posteriori sur les sera de 24 patients naifs ayant une hépatite
chronique C montre des concentrations de ribavirine significativement plus élevées (p=0.030 a
S12 et p=0.049 a S24) chez les patients répondeurs (0.24 + 0.03 pg/ml/dose a S12 et 0.28 + 0.03
pg/ml/dose a S24, n=11) que chez les non-répondeurs (0.16 + 0.2 pg/ml/dose a S12 et 0.21 £
0.32 pg/ml/dose a S24, n=13). Ces résultats suggérent que ce dosage pharmacologique pourrait
étre un outil de suivi thérapeutique intéressant chez les patients traités contre le VHC pour tenter
d’accroitre I’efficacité de la bi-thérapie et la sécurité d’utilisation de la ribavirine.

Une étude virologique a été également réalisée afin de vérifier si une non-réponse au
traitement pouvait étre expliquée par une résistance du virus & la ribavirine. Nous avons
séquencé le site actif de la polymérase du VHC, tout d’abord chez des patients non encore traités
dont nous connaissions le statut répondeur/non répondeur, afin de rechercher une éventuelle
mutation initiale. Il n’a pas été mis en évidence de corrélation entre ce statut et la séquence de la
polymérase virale avant traitement. Les souches virales des patients non-répondeurs ont ensuite
été séquencées a S12 et S24. On observe une moyenne de 7,3 mutations pour 330 pb sur 24
semaines, soit 4 x 10 mutations par position nucléotidique par an. Environ 50% de ces
mutations conduisent & un changement d’acide aminé mais aucun ne semble récurrent.

MOTS-CLES :
- Virus - Ribavirine
- Hépatite C - Interféron
- Polymérase - Pharmacocinétique
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