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Introduction




Malgré I’existence d’un vaccin efficace, I’infection par le virus de I’hépatite B (VHB)
représente un probiéme majeur de santé publique : I'OMS estime a 350 millions le nombre de
porteurs chroniques dans le monde de ce virus responsable de plus d’un million de décés par
an (70). En France, une ctude réalisée en 2003-2004 sur 15000 sujets de 18-80 ans a estimé la
séroprévalence de I’Ag HBs a 0,65%, ce qui représente environ 300 000 personnes infectées
chroniquement par le VHB. La séroprévalence des anticorps anti-HBc s’éléve a 7,3% et
reflete le nombre de personnes qui ont été en contact avec le virus, soit & peu pres 3 millions
d’individus (96, 119). Dans les pays industrialisés et de faible endémie (< 2% de porteurs
chroniques), les principaux modes de transmission sont la voie parentérale (toxicomanie
essentiellement) et sexuelle, alors que dans les pays en voie de développement et de forte
endémie (8 & 20% de porteurs chroniques), I’infection est acquise tres tét dans I’enfance par
transmission verticale et évolue dans la plupart des cas vers la chronicité.

L’histoire naturelle de 1’infection par le VHB est caractérisée par un grand
polymorphisme clinique déterminé par la qualité de la réponse immune de 1’héte et aussi
probablement par des facteurs viraux : I’'infection est d’abord aigué (parfois symptomatique),
voire suraigué (0,1 % d’hépatite fulminante) puis peut passer a la chronicité et entrainer des
1ésions hépatiques trés variables, allant de la cytolyse anictérique a la nécrose aigué totale du
foie, en passant par toute la gamme des hépatites chroniques persistantes, bénignes ou actives,
cirrhogénes, pour aboutir au cancer primitif du foie.

Le traitement de I’hépatite B chronique a longtemps reposé sur I’interféron alpha,
molécule essentiellement immunomodulatrice. L’efficacité démontrée des analogues
nucléosidiques ou nucléotidiques sur le VHB a permis d’élargir I’arsenal thérapeutique avec
de nouveaux antiviraux tels que la lamivudine ou I’adéfovir. Malheureusement, la pression de
sélection exercée par ces molécules a conduit & I’émergence de souches résistantes
caractérisées par la présence de mutations au niveau de la polymérase virale.

La détection génotypique de la résistance a la lamivudine ou a ’adéfovir peut précéder
de plusieurs mois son expression phénotypique qui s’accompagne de I’élévation de ’ADN
viral et parfois des transaminases, et voire de 1’apparition de symptomes cliniques (62, 79).
L’avénement de la biologie moléculaire a permis le développement de nombreuses techniques
de génotypage qui différent notamment par leur sensibilité. Une hypothése vraisemblable
suggere que le variant du VHB responsable de la résistance pourrait se trouver initialement
minoritaire au sein de la population virale hétérogéne de I’individu infecté pour finalement

devenir majoritaire et étre responsable de 1’échec thérapeutique (105). Des techniques




sensibles de génotypage sont nécessaires pour détecter de maniere la plus précoce possible
I’émergence du variant de résistance.

Ce travail présente la mise au point d’une technique de PCR sélective en temps réel
pour étudier la détection et la quantification des variants de résistance du VHB a la
lamivudine et a I’adéfovir. Cette méthode de génotypage sera validée par 1’utilisation de
plasmides construits au laboratoire puis comparée & 2 autres techniques de référence : le
séquengage direct et une technique commerciale d’hybridation inverse. La technique ainsi
caractérisée a ensuite été utilisée pour analyser des sérums de patients atteints d’hépatite B
chronique traités par lamivudine et/ou adéfovir et suivis dans le service d’Hépato-Gastro-
Entérologie du CHU de Grenoble. La dynamique d’émergence du variant de résistance a pu
étre étudiée chez le patient ainsi qué sa disparition aprés arrét de la pression de sélection

exercée par le traitement.




Données Bibliographiques




1. Biologie du virus de I’hépatite B

1. Historique

En 1963, un nouvel antigéne (dit antigéne Australia) est détecté dans le sérum d’un
aborigéne australien par Blumberg qui étudiait le polymorphisme des glycoprotéines
humaines (6, 10). Son équipe, avec celle de Prince, montrent que cet antigéne est un marqueur
d’une hépatite virale post-transfusionnelle, dite hépatite B appelée aussi, en 1947 par Mc
Callum, hépatite sérique a incubation longue, par opposition & I’hépatite épidémique A a
incubation courte. Dane, en 1970, décrit la morphologie en microscopie électronique de cet
antigéne (28) dont on sait qu’il correspond aujourd’hui & ’antigéne de surface ou d’enveloppe
du virus (Ag HBs). En 1976, I’équipe de Maupas, de Tours, publie les premiers résultats
d’une vaccination contre le.virus de I’hépatite B en utilisant comme source vaccinale
Pantigéne Australia purifié et inactivé par le formol & partir de plasmas de porteurs
chroniques (95). En 1986, le premier vaccin mondial obtenu par génie génétique et

commercialisé est un vaccin contre 1’hépatite B (42).
2. Taxonomie

Le virus de I’hépatite B est un virus & ADN double brin possédant une transcriptase
inverse qui fait partie de la famille des Hepadnaviridae (virus hépatotropes & ADN). Cette
famille comprend 2 genres. Les virus infectant les mammiféres sont regroupés dans le genre
Orthohepadnavirus dont fait partie le virus de ’hépatite B humaine, ainsi que les virus des
rongeurs (Woodchuck Hepatitis B virus, [WHB] chez la marmotte, Ground Squirrel Hepatitis
B virus, [GSHBV] chez les écureuils). Le genre Avihepadnavirus rassemble les virus de
I’hépatite B du canard de Pékin (Duck Hepatitis B virus [DHBV]) et du héron (Heron
Hepatitis B virus, [HHVB]) (122). Nombre de connaissances sur les Hepadnavirus viennent
des modéles WHB/marmotte et DHBV/canard. Les virus appartenant a cette famille infectent
de préférence les hépatocytes mais de faibles quantités d’ADN viral peuvent étre retrouvées
au niveau des reins, du pancréas et des cellules mononuciéées du sang. Cependant I’infection

a ces sites n’a pas été mise en relation avec des manifestations extra-hépatiques (42, 56).




3. Structure

Le virus de I’hépatite B humaine est de culture difficile mais a pu étre mis en évidence
trés tot par microscopie électronique grace a la forte concentration de particules virales dans
le sérum des malades. Trois types de particule sont observés (Figure 1). La particule
infectieuse ou particule de Dane a un diametre de 44 nm. Elle est composée d’une
nucléocapside icosaédrique ou core renfermant le génome et la polymérase du virus. Cette
capside est enveloppée par une bicouche lipidique dans laquelle sont insérées des
glycoprotéines de surfaces virales possédant toutes la méme spécificité antigénique (antigene
de surface HBs). Dans le sérum se trouvent aussi, souvent en large excés, des particules
d’enveloppes vides qui peuvent prendre une forme sphérique de 22 nm de diamétre ou une
forme en batonnets de méme diamétre mais de longueur variable (50 a 250 nm). Ces
enveloppes vides sont essentiellement constituées de lipides et de I’Ag HBs et peuvent étre

1000 a 10 000 fois plus nombreuses que les virions infectieux (42).
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Figure 1: A. Représentation schématique des particules virales infectieuses et non infectieuses
('enveloppe est constituée de I'Ag HBs et des protéines pré-S1 et pré-S2, la capside de I'Ag HBc)
(33). B. Image en microscopie électronique des particules virales (42) (particules infectieuses,

sphéres, filaments).



4. Organisation du génome viral

Le génome du VHB est constitu¢ par un ADN circulaire, partiellement double brin (un
brin - complet et un brin + incomplet), non fermé de maniere covalente et de 3200 nucléotides
ce qui représente le plus petit génome connu d’un virus animal a ADN (Figure 2). Le brin +
chevauche les extrémités du brin -, assurant la circularité¢ du génome. Le brin - est rattaché a

son extrémité 5° a une partie de la polymérase virale.

Figure 2 : Organisation du génome viral du virus de I'hépatite B (56). L'ADN peut étre
appelé ADN circulaire relaché ou ADN RC.

Le génome du VHB possede 4 cadres de lecture ouverts, codant respectivement les
protéines de surface (géne pré-S1, pré-S2 et S), les protéines de core ou capside (géne pré-
core ou pré-C et C), ’enzyme de réplication ou polymérase (géne P) et une protéine
transactivatrice de la transcription (géne X) soupconnée d’étre impliquée dans
I’hépatocarcinogénése. Les ARN messagers correspondant a ces genes sont de taille
variable, comprise entre 700 et 3500 nucléotides, avec un chevauchement des différents

cadres de lecture.



5. Protéines virales
5.1 La polymérase virale

La polymérase virale (Pol) est une protéine d’environ 850 acides aminés qui possede a la
fois une activité transcriptase inverse ARN-dépendante et une activité polymérase ADN-
dépendante. Elle est constituée de 4 domaines protéiques (Figure 3) :

- le domaine N- terminal ou protéine terminale (TP) (résidus 1 a 177 environ), est lié¢ a

la partie 5° du brin — et sert d’amorce a ’initiation de la synthese de ce brin négatif.

- le domaine « espaceur » ou « charniere » (résidus 178 a 346 environ) qui assure la
flexibilité de la polymérase.

- le domaine transcriptase inverse /ADN polymérase (résidus 347 a 690 environ) qui
posséde certaines homologies de séquence avec les transcriptases inverses des
rétrovirus et partage avec ces dernieres le méme site catalytique : le motif YMDD
(tyrosine, méthionine, aspartate, aspartate). La transcriptase inverse (RT) comporte
différents domaines (A-E) impliqués dans [’activité enzymatique. La polymérase
virale ne possede pas d’activité correctrice (3°, 5’-exonucléase) permettant I’excision
des bases mal incorporées (activité « proofreading ». Ce phénomene est a I’origine de
la grande variabilité du génome.

- le domaine RNase H (résidus 691 a 843 environ) qui posséde une activité enzymatique

capable de digérer I’ARN qui se trouve dans une hélice mixte ARN/ADN.
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Figure 3 : Représentation schématique de la polymérase du VHB (32). Plus d'un tiers du génome code pour
la polymérase et a cause du chevauchement des cadres de lecture, code également pour d’autres protéines
telles que les protéines de I'enveloppe (S, pré-S1, pré-S2).



5.2 L’antigene HBc et I’antigéne HBe (Ag HBc et Ag HBe)

Les antigenes HBc et HBe sont codés par le cadre de lecture C. L’Ag HBc forme la
capside du virus : c¢’est une protéine de 183-185 acides aminés de poids moléculaire apparent
de 22 kDa. Elle contient des sites de localisation nucléaire, ce qui permet de diriger I’ADN
viral vers le noyau lors de I’infection d’un hépatocyte. L’Ag HBc est trés immunogéne.
L’anticorps anti-HBc persiste trés longtemps, méme apres résolution de I’infection. Les anti-
HBc ne sont pas neutralisants et leur présence peut donc étre le signe d’une infection ancienne
résolue, d’une infection aigué€ en cours ou d’une infection chronique.

L’Ag HBe est d’abord synthétis¢é comme une protéine de 25 kDa, comprenant en N-
terminal 29 acides aminés codés par la région pré-C, suivi des 183-185 acides aminés de I’Ag
HBc. La partie codée par la région pré-C est tres hydrophobe et constitue un peptide signal,
ciblant I’Ag HBe naissant vers le réticulum endoplasmique et la voie de sécrétion (97). La
protéine de 25 kDa est maturée par 1’élimination de la queue basique de la partie HBc et
clivage du peptide signal, ce qui aboutit a la sécrétion de I’Ag HBe, protéine de 17 kDa
(Figure 4). L’Ag HBe n’est pas essentiel pour le cycle réplicatif du VHB. Il sert plutdt de
leurre, protégeant les cellules infectées qui peuvent exprimer des déterminants d’HBc exposés
a la surface. L’Ag HBe est utilisé en clinique comme marqueur de réplication virale et de
réponse au traitement (97). La séroconversion vers un état anti-HBe marque, en général, la fin
de la réplication et le début de la résolution de 1’hépatite, excepté la survenue d’une mutation

pré-core (cf chapitre 8.2.1) ou la possibilité d’une séroréversion.
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Figure 4 : Structure du géne codant pour les protéines HBc et HBe. Le virus sauvage produit les 2
protéines. La maturation de HBe conduit a I'élimination du peptide signal et de la queue basique
commune a HBc (32).



5.3 Les protéines pré-S1, pré-S2 et Ag HBs

Les protéines pré-S1, pré-S2 et Ag HBs sont codées par le cadre de lecture S et elles
forment, avec une bicouche lipidique d’origine cellulaire, ’enveloppe des particules virales.
L’Ag HBs est le constituant majeur de 1’enveloppe. Apres ’infection aigué, la persistance de
I’Ag HBs circulant pendant plus de 6 mois est le signe que I’infection évolue vers la
chronicité. L’Ag HBs est le constituant principal du vaccin anti-VHB. L’Ag HBs est
invariablement de 226 acides aminés. La protéine est formée de 4 régions hydrophobes
capables de former des hélices transmembranaires. Les extrémités N- et C-terminales sont
exposées a la surface de la particule virale ainsi qu’une région hydrophile majeure (RHM,
résidus 100 a 170 environ). Le déterminant « a » (résidus 124 & 147) se trouve dans cette
région et est la cible majeure des anticorps anti-HBs neutralisants induits par la vaccination.
Au moins une partie de la RHM participe probablement a la reconnaissance des hépatocytes
par les virions (122).

La protéine pré-S2 contient toute la séquence de I’Ag HBs additionnée en N-terminal de
55 acides aminés supplémentaires. Elle n’est pas essentielle pour la morphogénése des
particules virales. |

La protéine pré-S1 est de longueur variable et contient 100 a 120 acides aminés
supplémentaires par rapport & la protéine pré-S2. La protéine pré-S1 est essentielle pour la
formation des particules virales infectieuses mais absente des particules d’enveloppes vides :
sa détection dans le sérum est un bon indicateur du niveau de particules infectieuses
circulantes. Sa partie N-terminale participe a la reconnaissance des hépato<cytes par les virions

(122).

5.4 L’antigéne HBx

L’Ag HBx est une petite protéine de 154 acides aminés, codée par le cadre de lecture X.
L’Ag HBx est instable avec une demi-vie trés courte. Son existence a été démontrée par la
présence d’anticorps anti-HBx chez de nombreux malades. Son role n’est pas clairement
.compris. Des expériences avec le virus de [’hépatite B de la marmotte ont montré que les
particules de WHV mutant n’exprimant pas I’Ag HBx ne sont pas infectieuses. L’ Ag HBx est
un transactivateur de la transcription soupgonné d’étre impliqué dans le développement des

cancers du foie chez les patients chroniquement infectés (122).
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6. Les séquences régulatrices

Le promoteur core régule la transcription de 2 ARN de 3,5 kb. Le premier transcrit sert
d’ARNm pour la protéine pré-C et est initié en amont du codon ATG initiateur pour cette
protéine. Le deuxiéme transcrit appelé ARN prégénomique (ARNpg) est initié en aval de
I’ATG initiateur pré-C et sert d’ARNm pour I’Ag HBc et pour la polymérase, et aussi comme
matrice pour la synthése de I’ADN de brin - du génome viral. Les 2 ARN sont plus longs que
le génome. En effet, le signal de polyadénylation unique du VHB se trouve dans le géne C, au
début des 2 transcrits mais il n’est reconnu qu’au deuxiéme passage. Les 2 transcrits
possédent donc une redondance terminale. Le promoteur core est constitué d’un noyau appelé
promoteur basal du core (PBC). Le PBC contient un site de liaison pour un facteur spécifique
du foie capable par lui-méme d’initier la transcription des ARN pré-C et prégénomique (86).

D’autres promoteurs sont présents pour réguler la transcription des ARNm des protéines
de I’enveloppe (promoteur pré-S1 et promoteur S) ou de I’Ag HBx (promoteur X) et sont
également sous la dépendance de facteurs de transcription.

Comme les rétrovirus, les hepadnavirus posseédent un signal pour I’encapsidation de
I’ARN prégénomique (g). Ce signal peut adopter une structure en tige-boucle (Figure 5). Il
existe deux répétitions directes (DR1 et DR2) qui sont impliquées dans la réplication virale.
DR1 se trouve immédiatement en 5° du signal d’encapsidation. DR1 et € sont situés entre le
site d’initiation et le signal de polyadénylation de I’ARNpg. Ils sont donc présents deux fois

aux extrémités 5° et 3° (redondance terminale) (86).

7. Le cycle original de Ia réplication virale

La réplication virale a pu étre étudiée grace au modéle DHBV/canard V(Figure 6).
L’absence de systéme d’infection in vitro adapté explique que les premiers événements soient
encore en cours d’étude. Le virus circulant du sang s’attache a4 un hépatocyte par des
interactions entre les protéines de 1’enveloppe et des corécepteurs cellulaires mal connus.
Ensuite, une probable fusion de I’enveloppe virale avec la membrane cellulaire libére la
nucléocapside dans le cytoplasme. Aprés décapsidation dans le cytoplasme, le génome
pénétre dans le noyau de la cellule. Le brin positif est complété, ce qui donne naissance a un
ADN bicaténaire circulaire fermé de maniére covalente et super-enroulé, appelé ADNccc

(covalentely closed circular). L’ ADNcce est extrémement stable et est a4 I’origine du portage
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chronique et des phénoménes de réactivation. Il sert de matrice pour la transcription des ARN
viraux. Aprés transport des ARN vers le cytoplasme, les différentes protéines virales sont
synthétisées. L’ARNpg est le messager pour la synthése de 'HBc et de la polymérase. Le
domaine Protéine Terminal (TP) est le premier & étre traduit et reconnait le signal
d’encapsidation en 5> pendant la synthése des autres domaines. Un complexe
ARNpg/polymérase est encapsidé dans une structure icosaédrique formée par I’Ag HBc. La
polymérase amorce alors la synthése du brin - de I’ ADN (activité reverse transcriptase) par la
polymérisation d’une molécule de dGTP avec le résidu tyrosine 65 du domaine TP puis par
’addition de deux dATP supplémentaires en utilisant la boucle intérieure du signal

d’encapsidation comme matrice (Figure 5).
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Figure 5 : Amorcage de la synthése du brin moins d’ADN (33).

L’événement suivant est une translocation de la polymérase et de la chaine d’ADN
naissante au niveau DR1 en 3° de ’ARNpg. Les trois nucléotides sont complémentaires de la
séquence en DRI et peuvent s’hybrider, permettant & la Pol de continuer la transcription
inverse de ’ARNpg en ADN brin moins. Le domaine RNase H dégrade I’ARNpg qui a été
répliqué au fur et & mesure que la Pol avance jusqu’a son extrémité 5° (122). Ensuite, la
synthése du brin + est réalisée & partir du brin - pour produire I’ADN circulaire reldché (ADN
RC). Cet ADN RC peut étre recyclé vers le noyau pour amplifier le stock d’ADNcce ou bien
la nuclécapside peut étre maturée en préparation de la sécrétion. La nucléocapside maturée
acquiére les protéines d’enveloppe, préalablement synthétisées, au niveau du réticulum
endoplasmique, puis le virion est libéré de la cellule par bourgeonnement, sans la lyser, pour

infecter de nouveaux hépatocytes. Le génome viral peut aussi se retrouver sous forme intégrée
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dans I’ADN de I’hépatocyte aprés recombinaison a partir d'un ADN double brin. Cet ADN
viral intégré ne sert pas de matrice pour la production d’ARNpg. La présence de cet ADN
étranger dans la cellule de 1’hote pourrait favoriser le développement d’un hépatocarcinome

(153).
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RNA packaging

Figure 6 : Représentation simplifiée du cycle de réplication virale du VHB (42).

8. Variabilité du génome

La production quotidienne de virus est de I’ordre de 10" virions. Le taux d’erreur de la
RT, estimé a 10™ par base et par cycle de réplication, entraine une mauvaise incorporation de
10" paires de bases par jour. Le VHB circule chez un malade infecté sous la forme d’un
mélange complexe et instable de variants viraux génétiquement distincts, quoique apparentés,
définissant une distribution en quasi-espéces. La sélection des particules virales les mieux

adaptées se fait sur la base de leur capacité intrinséque de réplication (« fitness ») et sous
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I’action de fortes pressions de sélection exercées par le systtme immunitaire de 1’h6te ou du

traitement regu par le malade.

8.1 La variabilité génotypique

La classification des souches était réalisée dans le passé par sérotypage dans un but
essentiellement épidémiologique. Trois déterminants antigéniques majeurs ont été établis. Le
déterminant « a » est commun a presque toutes les souches-de VHB et est composé d’épitopes
immunodominants situés entre les résidus 124 et 147 de I’Ag HBs. Deux autres déterminants
« d/y » et « r/w » permettent d’établir des sous-types de I’Ag HBs en fonction de la nature des
résidus aux positions 122 et 160. D’autres déterminants mineurs localisés & d’autres positions
ont été trouvés pour aboutir a une classification en 9 sous-types (38, 86).

Avec I’évolution des techniques de biologie moléculaire et 1’analyse des séquences du
génome entier du virus, les souches ont été classées en différents génotypes. La variabilité
génotypique est stable et refleéte I’évolution des Hepadnavirus. Le génotype prend en compte
la totalité du patrimoine génétique du VHB. Un nouveau génotype est défini par une séquence
qui difféere de celles des autres génotypes connus par au moins 8%. Huit génotypes sont
connus & ce jour (A a H) et ont une répartition géographique particuliere (Tableau I). En
Europe par exemple, prédominent les génotypes D et A, alors qu’en Asie les génotypes C et D

sont les plus nombreux (9).

Génotype Sérotype Distribution géographique
Europe Nord, Amérique Nord,
. dida :frique subsaharcgenne
B adw2, aywl Asie du Sud-Est, Chine, Japon
C adr, ayr, adrg-, | Asie du Sud-Est, Chine, Corée,
adw?2, adrg+ Japon, Polynésie, Australie
Bassin méditerranéen, Inde,
D ayw2,3 etd Moyen Orient
E ayw4, adw2 Afrique Centrale
F adw4q-, adw2, | Amérique du Sud, Amérique
ayw4 Centrale, Polynésie
G adw2 France, Etats-Unis
H adw4 Amérique Centrale

Tableau |: Caractéristiques moléculaires et sérotypiques des différents génotypes du VHB et leur

répartition géographique (figure a droite) (9).
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La relation entre sérotype et génotype n’est pas directe mais certaines associations sont
plus fréquemment retrouvées (Tableau I). De récentes études phylogénétiques ont montré que
les génotypes pouvaient étre séparés en sous-groupes de génotypes (variabilité < 8%) avec
des origines ethniques et géographiques distinctes. Ainsi le génotype A peut étre divisé en
sous-groupe Aa (Afrique et Asie) et Ae (Europe et Etats-Unis). Le génotype B comprend le
sous-groupe Ba (Asie) qui montre une recombinaison avec la région précore/core du génotype
C et le sous-groupe Bj (Japon) qui n’a pas subi de recombinaison. De méme le génotype C a
été divisé en sous-groupe C1 (Asie du Sud-est) et C2 (Asie de I’Est), et le génotype F en sous-
groupe F1 (Amérique Centrale) et F2 (Amérique du Sud) (38, 119).

Plusieurs études ont montré que le génotype viral pouvait influencer la sévérité de la

maladie (B et A ayant une meilleure évolution que C et D) ou la réponse au traitement par

I'IFN-a (20, 51).
8.2 La variabilité phénotypique

8.2.1 Les variants émergeant sous une pression immunologique
Les mutations affectent surtout les génes C et S qui codent les protéines les plus exposées

au systéme immunitaire ou qui sont cibles de la vaccination.

8.2.1.1 Les mutants affectant I’Ag HBs

Ces mutants sont souvent appelés « mutants d’échappement a la vaccination ». Ils ont été
mis en évidence d’une part chez la population vaccinée, et surtout chez des enfants nés de
meéres VHB positives dans les pays de forte endémie. D’autre part, ils ont été retrouvés chez
les patients transplantés hépatiques recevant une prophylaxie par des immunoglobulines
spécifiques anti-HBs pour éviter la récidive de I’infection du greffon par le VHB. Le plus
souvent, le mutant incriminé porte la mutation Gl145R ce qui modifie le déterminant
antigénique de la protéine S. D’autres variants de I’Ag HBs ont été décrits parmi la population
vaccinée mais sont souvent trouvés en association avec le mutant G145R (38). Ces variants
sont peu fréquents mais posent le probléme de la formulation future des vaccins, avec
incorporation éventuelle d’Ag HBs mutés en position 145. La modification du déterminant
antigénique peut aussi remettre en question les tests de détection en laboratoire de I’Ag HBs

reposant sur I’utilisation d’anticorps monoclonaux (139).
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8.2.1.2 Les mutants affectant les protéines pré-S1 et pré-S2

Les mutations affectant ces 2 protéines sont généralement des délétions et semblent plus
fréquentes chez les patients traités a ’interféron-o (traitement immunomodulateur) ou lors
des séroconversions anti-HBe et anti-HBs. Les mutants pré-S2 sont stables, probablement en
raison du réle mineur de cette protéine dans la réplication du virus. Les mutants pré-S1 sont
défectifs et ne sont retrouvés qu’en association avec une population virale sauvage qui peut

les complémenter (60, 86).

8.2.1.3 Les mutants précore

La protéine précore (ou Ag HBe) est codée par la région préC/C. L’ Ag HBe est une cible
majeure pour le systéme immunitaire pendant la phase immunoactive de la clairance virale.
Les mutants précore sont caractérisés par une mutation du codon 28 de la région pré-C qui
entraine la disparition de la synthese de I’Ag HBe : mutation G1896A (apparition d’un codon
STOP). D’autres mutations, retrouvées au niveau du codon d’initiation de la protéine, ou des
délétions/insertions dans la séquence précore, ont été décrites. Elles provoquent aussi un

phénotype HBe négatif, mais elles sont beaucoup plus rares (82, 86, 119).

Gene preC

ATG ATG vl TAG
?l_]l - 1814 /} 1901 2450 ®
X { Mutation E;E)
N )
T Ag HBc g
p21 ’ o ‘

Figure 7 : Structure du géne codant pour les protéines HBc et HBe et émergence des mutants
précore. La sélection d'un mutant précore conduit a I'apparition d’'un codon stop (UAG) dans la
région préC, ce qui abolit la synthése de la protéine HBe (32).

Le signal d’encapsidation qui possede une structure secondaire chevauche une grande
partic de la région pré-C et impose une contrainte sur les mutations précore permises, et ceci
d’une maniére "génotype spécifique". Dans le signal d’encapsidation, le nucléotide G a la
position 1896 s’apparie avec le nucléotide 1858. Ce dernier est normalement un C pour les
génotypes A, F et H et un U pour les autres génotypes. Les appariements C-G et U-G sont
permis, donc la structure du signal d’encapsidation est conservée quel que soit le génotype.
En revanche, dans le cas d’un mutant précore, le signal d’encapsidation des génotypes A, F et

H est déstabilisé (appariement C-A non permis) (97). Les rares mutants précore de génotype
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A ont une double mutation C1858T et GI1896A ce qui représente un événement moins

probable qu’une mutation ponctuelle.

.Uc \UU
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Figure 8 : Représentation schématique de la structure secondaire du signal d’encapsidation. La
mutation précore G1896A est plus fréquente pour les génotypes B-E et G (appariement U-A) que
pour les génotypes A, F et H pour lesquels une seconde mutation C1858T est nécessaire (33).

Les mutants précore sont donc plus nombreux dans le bassin méditerranéen, en Russie et
en Asie (génotypes D, B et C) (Tableau I et II). La mutation précore semble délétére pour la
réplication virale : la charge virale d’un patient Ag HBe négatif est 10 a 100 fois moindre que
celle d’un patient Ag HBe positif, mais les conséquences des infections Ag HBe — sont toutes

aussi néfastes que les infections chroniques Ag HBe + (97).

8.2.1.4 Mutants du promoteur core (PBC)

Le promoteur core contrdle la transcription des ARN précore et prégénomique. La double
mutation A1762T et G1764A a pour effet de diminuer I’expression de I’Ag HBe mais
d’augmenter la production virale in vitro (86). Le génotype peut aussi influer sur le type de
mutation affectant ’expression de I’Ag HBe. Cependant, un méme isolat peut comporter a la
fois des mutations BCP et des mutations précore (9) (Tableau II).

Les mutations du BCP sont associées a un risque plus important pour le malade de

développer un hépatocarcinome (53, 78).
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Génotype Gé(nc’:;ne Fréquence de mutations retrouvées
I )
Précore G1896A BCP A1762T/G1764A

A 3221 6,5% (C1858) 45%

B 3215 50% (T1858) 16%
50% (T1858) R

C 3215 (C1858) 58%

D 3182 43% (T1858) 12%

E 3212 27% 7%
16% (C1858)

F 3215 65% (T1858) ND

G 3248 100% ND

H 3215 ND (C1858) ND

Tableau Il : Fréquence des mutations précore et du promoteur BCP retrouvées en fonction du
génotype. La nature du nucléotide en position 1858 influence la fréquence de la mutation
précore et est indiguée entre parenthése. Les génotypes C et F possedent & la fois des souches
T1858 et C1858. ND =Non Décrit (9).

8.2.2 Mutants de résistance aux traitements anti-polymérase.

La pression de sélection exercée par les analogues nucléosidiques ou nucléotidiques
entraine I’émergence de mutants résistants au traitement, caractérisés par la présence de

mutations au niveau de la polymérase virale, site d’action de ces antiviraux. Ce probléme sera

développé ultérieurement dans le chapitre 4.

-18 -




2. Diagnostic biologique du VHB
1. Diagnostic immunologique du VHB par la recherche des antigénes et des anticorps

Les principaux marqueurs sériques utilisés pour le diagnostic sont représentés par 3
systémes principaux : Ag HBs et Ac anti-HBs, Ac anti-HBc, Ag HBe et Ac anti-HBe. Ces
marqueurs sont mis en évidence par des techniques immuno-enzymatiques (Microparticle

Enzyme Immunoassay, MEIA).

1.1 Cinétique des marqueurs au cours des hépatites aigués

Dans la grande majorité des cas, ’hépatite aigu& est inapparente et évolue vers la
guérison. Apres un délai de 1 4 3 mois suivant le contage, I’ Ag HBs est le premier marqueur,
avec ’ADN VHB, a étre détectable dans le sérum. Cette présence précéde parfois de 2 4 4
semaines les signes biologiques (¢é1évation des transaminases) ou cliniques (ictére). L’ Ag HBs
persiste généralement 1 a 2 mois, disparaissant plusieurs semaines aprés normalisation des
transaminases. Les Ac anti-HBc apparaissent 2 & 4 semaines aprés I’Ag HBs. Leur présence
révele une réponse de ’organisme & I’infection et persiste durant toute la vie de I’individu.
Les IgM anti-HBc apparaissent durant la primo-infection et peuvent étre détectées dans 70%
des cas jusqu’a un an. La présence de I’Ag HBe signe la réplication virale. Il disparait avant
I’Ag HBs.

L’évolution favorable est annoncée par la normalisation des transaminases, par la
disparition de I’Ag HBs et de I’Ag HBe, enfin par I’apparition successive des anticorps anti-
HBe et anti-HBs (16).

Dans de rares cas (0,1% a 1% des formes aigués), ’hépatite aigué€ se présente sous la
forme d’une hépatite fulminante. L’hépatite fulminante peut survenir lors du stade aigu de
Pinfection par le VHB, et plus fréquemment en cas de co-infection avec le virus de ’hépatite
delta (VHD), ou chez des porteurs chroniques aprés réactivation spontanée ou chimio-induite,
ou lors d’une surinfection par le VHD. Dans les hépatites fulminantes survenant dans le
contexte d’hépatite aigug, la présence d’IgM anti-HBc est quasi constante. En revanche, les

Ag HBs, les Ac anti-HBs et I’ ADN du VHB ne sont pas constamment trouvés.

-19-




I Convalescence

=== Symptomes 2 sem.-3mois s Guérison
@ Phase pré-ictérique 7 jours
=3 Incubation 10 sem.

Ag HBs Tt :

1l
I 1T ]
10 10 20

Mois Années

Figure 9 : Cinétique des marqueurs virologiques dans le sérum au décours d’une hépatite B aigle. La
possibilité d’'une fenétre sérologique entre la disparition de '’Ag HBs et |'apparition des anticorps anti-
HBs oblige a rechercher les IgM anti-HBc¢ pour le diagnostic d’infection aigué (32).

1.2 Cinétique des marqueurs lors de I’infection chronique

La plupart des hépatites aigués sont spontanément résolutives avec apparition de
marqueurs de guérison. Certaines évoluent vers la chronicité (5-10% des adultes infectés).
L hépatite chronique est définie par la persistance de I’Ag HBs au dela d’une durée de 6 mois.

Les profils sérologiques montrent alors une persistance de 1’Ag HBs, de ’Ag HBe
(exception faite d’un mutant précore) et des Ac anti-HBc. Parallélement, les transaminases
demeurent anormalement élevées. Aprés quelques années de portage chronique du VHB, le
systtme immunitaire de 1’individu peut sélectionner des mutants précore qui ont perdu la
capacité a produire I’Ag HBe.

Occasionnellement dans 5 a 10 % des cas (42), I’Ag HBe peut disparaitre, phénoméne
suivi de I’apparition d’Ac anti-HBe : c’est la premiére séroconversion (ou séroconversion
«e») du porteur chronique. Elle ne s’accompagne pas toujours de la disparition de I’ADN
viral circulant (cf mutants précore). Une seconde séroconversion (séroconversion « s ») peut
intervenir toutefois aprés plusieurs années chez 0,5 a 1% des porteurs chroniques avec

disparition de I’Ag HBs, voire méme la détection d’Ac anti-HBs a des titres faibles (148).
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Chez ces patients, les IgG anti-HBc persistent quasi indéfiniment. Les profils de sérologie les
plus communs sont représentés dans le tableau III.

Le portage chronique de I’Ag HBs évolue parfois de maniére asymptomatique et une
définition du portage inactif (ou portage sain) inclut la notion de transaminases normales a
plusieurs reprises, la présence d’Ac anti-HBe sans Ag HBe, une réplication virale < 10*°
copies/ml et I’absence de lésions histologiques. Des réactivations virales sont néanmoins
possibles chez les sujets répondant a cette définition avec parfois la réapparition d’IgM anti-
HBc et I’émergence de mutants précore (16). La présence des marqueurs de réplication virale,
Ag HBe ou ADN viral, coincide généralement avec les signes biochimiques et histologiques

d’une réplication virale active.

Phase de multiplication virale Séroconversion "¢ " Réactivation virale

| Az TTBs | |
[ TG anti-HB¢ || |

HR 1gM anu-HB¢

T < T = an

8 10 20 30

Mois Annees

Figure 10 : Cinétique des marqueurs virologiques dans le sérum au cours d'une hépatite B
chronique. L’hépatite B chronique est définie par la persistance au dela de 6 mois de I'’Ag HBs (32).

1.3 Profils sérologiques particuliers

1.3.1 Mutants précore

Les mutants précore sont rencontrés soit en phase aigué lorsque le variant est transmis lors
de la contamination, soit en phase chronique apres sélection naturelle d’un variant précore.
L’Ag HBe n’étant pas synthétisé, le seul marqueur de réplication virale est ’ADN VHB qui

permet de différencier un portage chronique sans réplication virale et une séroconversion anti-
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HBe, d’une infection chronique par un virus mutant pré-C qui se réplique (cf mutants précore

au paragraphe 8.2.1.3 page 26).

1.3.2 Mutants « s »
Des mutations au niveau du déterminant « a » de 1’enveloppe du virus peuvent mettre a
défaut certains tests commercialisés pour la détection de 1’Ag HBs (cf mutants affectant ’Ag

HBs au chapitre 8.2.1).

1.3.3 IgM anti-HBc
Leur présence ne signe pas toujours une infection aigu& car dans de nombreux cas de
réactivation virale au cours de I'infection chronique, ce marqueur sérologique est également

présent.

1.3.4 Hépatites B occultes

Les hépatites B occultes sont définies par la détection de I’ADN du VHB en I’absence
d’Ag HBs dans le sérum des patients. L absence de détection des antigénes HBs est selon les
cas due & un faible taux d’expression des antigénes viraux, parfois 4 des mutations localisées
dans le déterminant antigénique de I’Ag HBs. Ces hépatites B occultes impliquent la

recherche de I’ADN du VHB par des techniques trés sensibles.

1.3.5 Sujets vaccinés
Les sujets vaccinés répondeurs fabriquent des Ac anti-HBs, les taux supérieurs a 10 Ul/ml
“étant considérés comme protecteurs. Chez un sujet ayant correctement répondu a la
vaccination, ’infection par le VHB n’entraine en général aucune modification du profil
sérologique. Néanmoins, elle peut toutefois provoquer une montée du titre des Ac anti-HBs,
ou alors, aprés une phase d’antigénémie HBs transitoire, entrainer I’apparition d’Ac anti-HBc
(33). D’autre part, il est possible de détecter dans les jours qui suivent la vaccination, et de

maniére temporaire, de I’Ag HBs vaccinal.
1.3.6 Patients recevant des immunoglobulines

Les patients recevant des immunoglobulines spécifiques (anti-HBs) ou polyvalentes

peuvent présenter de maniére transitoire des Ac anti-HBs.
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Marqueurs sérologiques
AgHBs |Acanti-HBs (AgHBe {Acanti-HBe |Acanti-HBc | ADN
IgG | IgM

Hépatite aigué + - + - + + +
Hépatite guérie - +/- - +- + - .
Hépatite chronique

Porteur inactif + - - + + - -
Séroconversion « e » + - - + + - -
Mutant précore + - - + + . +
Réactivation + - + - + +/- T

Tableau llI: Profils sérologiques les plus couramment rencontrés dans l'infection au VHB.

2. Quantification de ’ADN du VHB

Bien que non utilisée en pratique courante, la mise en évidence du virus (particule de
Dane) et de ses antigénes d’enveloppe est relativement aisée dans le sérum par microscopie
électronique ou immuno-microscopie électronique. Les concentrations maximales retrouvées
dans le sérum atteignent 10'/ml pour les billes/batonnets et 10° pour les nucléocapsides.

La quantification de ’ADN du VHB dans le sang, ou charge virale VHB, est le meilleur
marqueur de la réplication virale. Les progrés de la biologie moléculaire ont conduit au

- développement de techniques plus sensibles qui contribuent & améliorer la prise en charge des

malades.

2.1 Cinétique de I’ADN VHB

2.1.1. Cinétique virale pendant la phase aigué.

Lors de I’infection aigué, le pic d’ADN viral intervient 127 + 47 jours aprés I"infection : la
charge virale atteint des valeurs de I’ordre de 10'° copies/ml. La production globale de virions
est estimée & ce stade 3 10" par jour ou de 200 & 2000 par hépatocyte infecté (107). Pendant
cette phase de réplication active du virus, €n I’absence d’activité correctrice de la polymérase,
les virions se diversifient en quasi-espéces, créant la variété nécessaire a 1’émergence

ultérieure des souches résistantes aux antiviraux.
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2.1.2. Cinétique virale pendant I’infection chronique.

La charge virale demeure assez stable pendant chaque phase de 'infection chronique. La
phase d’immunotolérance est associée a des charges virales > 10® copies/ml et 4 de faibles
Iésions hépatiques. Les charges virales comprises entre 10* et 10® sont généralement assocides
a la phase immunoactive de I’hépatite B chronique et & des lésions d’hépatite chronique
active. Une virémie inférieure & 10* copies/ml est souvent corrélée & des 1ésions hépatiques

minimes et correspond au portage inactif du virus (98).

2.1.3. Cinétique virale au cours du traitement

Les études décrivant la cinétique de la charge virale au cours du traitement sont peu
nombreuses. Des modéles mathématiques suggérent une élimination biphasique des particules
virales pour la lamivudine et 1’adéfovir: d’abord une élimination rapide avec une demi-vie
(tiz)= 1 jour puis une élimination lente avec t1, = 20 jours. L’administration de lamivudine,
adéfovir ou entécavir a pu étre associée 4 un blocage de la réplication de 95%. La
décroissance de la charge virale peut étre différente selon les individus en raison,
certainement, de facteurs immunologiques liés a I’hote (73). La baisse de la charge virale en
dessous de 10* ou 10° copies/ml est associée a une amélioration des Iésions histologiques.
‘Lors de I'utilisation d’analogues de nucléosides, il est recommandé d’obtenir les charges
virales les plus basses possibles et en tout cas inférieures a 10° copies/m] pour limiter le risque
de développement de résistance (84). Aucun consensus n’est encore établi pour déterminer
quelle charge virale est a atteindre, mais I’expérience du VHC et du VIH laisse penser que le
but du traitement pourrait étre une indétectabilité du virus au niveau du plasma évaluée par

des techniques sensibles de quantification. (98).

2.2 Les différentes techniques de quantification disponibles commercialement en France

Les techniques existantes de mesure de PADN VHB reposent soit sur I’hybridation
moléculaire de la cible suivie d’une amplification du signal (ADN branché, capture
d’hybrides) oﬁ soit sur ’amplification de la cible (PCR quantitative, PCR en temps-réel)
(108).

En pratique, la diversité des standards de quantification et des unités utilisés (mEq/ml,
copies/ml, pg/ml) géne considérablement I’interprétation des résultats obtenus avec les

différentes méthodes. Récemment, 1’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) a défini un
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standard de quantification VHB égal a 1 000 000 Ul/ml. La charge virale doit maintenant
s’exprimer en Ul/ml et sous forme logarithmique afin d’uniformiser le rendu des résultats

entre les différentes techniques (84).

5 Digene Hybrid Capture |l
b= ultra sensitive
.=
g
= Bayer Versant 3.0
1,57
14
o Roche Cobas Monitor
g Roche Cobas Tagman
-
g §
c Artus HBV Tagman

l l

I 1

o' 1.2 3. 4.5 6. 7 8 9
ADN VHB log Ul/ml

Figure 11: Sensibilité et domaine de linéarité des différentes techniques actuelles de
quantification de 'ADN du VHB. La sensibilité de la technique « capture d’hybride » est de
4700 copies/ml (pas de facteur de conversion en Ul/ml disponible, pas de marquage CE).

Les techniques disponibles sur le marché different entre elles par leur sensibilité et leur
domaine de linéarité. Les techniques basées sur 1’amplification de signal (Digen Hybrid-
Capture ou Bayer Versant bDNA) ont une sensibilité moins importante que les techniques
d’amplification par PCR (Roche Cobas Amplicor Monitor, Roche Cobas Tagman, Abbott-
Artus Real Art). Les techniques de PCR en temps réel (Cobas Tagman et Real Art Tagman)
ont une excellente sensibilité (5 a2 15 Ul/mL) et un domaine de linéarité trés important (30 a
10%° Ul/ml) ce qui permet d’éviter les dilutions pour la mesure des charges virales hautes
contrairement aux techniques de PCR classique dont le domaine de linéarité est limité (Cobas
Amplicor). Les techniques de PCR en temps réel nécessitent cependant une prise d’essai plus
importante par rapport aux techniques moins sensibles. Grace a leur sensibilité et leur
domaine important de linéarité, les techniques de PCR en temps réel sont les techniques les
plus adaptées au suivi des hépatites B. Plusieurs études ont montré leur excellente corrélation
avec les tests de PCR actuels et leur excellente reproductibilité (118). Les écarts obtenus entre

les techniques par hybridation et celles par amplification de cible justifient la recommandation
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de suivre un patient avec une technique unique au cours du temps (84, 118). Des études
supplémentaires sont nécessaires pour confirmer la capacité & quantifier correctement les

différents génotypes.

2.3 Indications de la quantification de ’ADN du VHB

2.3.1. Diagnostic de I’infection par le VHB

La quantification de ’ADN VHB n’est pas nécessaire lors de I’infection aigug¢ dont le
diagnostic repose sur des tests sérologiques.

Dans les infections chroniques, la détermination de la charge virale permet d’évaluer la
réplication virale. Chez les patients Ag HBe positifs, la quantification de ’ADN VHB ne
s’impose pas (108) en raison de la présence de I'’Ag HBe qui est un marqueur de réplication
virale. Chez les patients Ag HBe négatifs, la charge virale permet de différencier un porteur
inactif de I’Ag HBs (ADN VHB < 10*° copies/ml) d’un patient en phase de réplication active
(ADN VHB > 10*° copies/ml). Le seuil de 10*° copies/ml a une valeur seulement indicative
et I’évaluation de I’activité de I’hépatite doit prendre en compte les critéres histologiques et

biochimiques (107).

2.3.2. Evaluation de la sévérité de la maladie et valeur pronostique
La persistance d’une réplication virale importante est associée 4 un risque évolutif
significatif vers la cirrhose ou le développement d’un hépatocarcinome. Ce risque est faible

en ’absence de réplication virale (49, 78).

2.3.3. Traitement de I’infection par le VHB

La décision de traiter repose sur des critéres histologiques, biochimiques et de charge
virale. Une charge virale > 10° copies/ml est un indicateur de traitement (103, 144). Une
charge virale trés élevée (> 10°1° copies/ml) est un facteur prédictif de mauvaise réponse a
'interféron (22, 26, 110).

Le choix du traitement peut étre influencé par la détermination de la charge virale. Les
patients avec une charge virale faible sont susceptibles d’avoir une meilleure réponse a I’'IFN-
o, tandis que les patients avec une charge virale haute répondent mieux aux analogues
nucléosidiques ou nucléotidiques (144).

La mesure de la charge virale pérmet d’évaluer 'efficacité du traitement, le suivi a long

terme d’un patient ayant répondu au traitement, et de suspecter 1’apparition de mutations de
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résistance aux analogues nucléos(t)idiques. Ces derniers points seront développés dans les

chapitres 3 et 4 concernant le traitement et la résistance.

A cbté des techniques utilisées en routine, de quantification dans le plasma de ’ADN du
VHB, des méthodes de quantification de I’ADNcce résiduel dans les hépatocytes ont été
développées (143). L’ ADNccc pourrait représenter un marqueur trés significatif de ’activité

des antiviraux (140) mais sa mesure parait peu applicable en pratique courante.
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3. Traitement de I’hépatite B chronique

L’objectif du traitement est de diminuer la réplication du VHB afin de réduire ’activité de
I'hépatite chroniqﬁe et ainsi de prévenir la progression de la fibrose. L’arrét de la progression
de la fibrose permet de prévenir 1’évolution vers la cirrhose et ses complications, en
particulier le carcinome hépatocellulaire (CHC) (1, 42, 89).

L’ADN du VHB persiste dans les hépatocytes sous forme d’ADNcce qui sert de matrice
pour la transcription virale et qui est responsable des réactivations virales lorsque le
traitement est interrompu. Les traitements actuels n’ont pas ou peu d’effet sur ’ADNcce
(110). L’efficacité thérapeutique est jugée sur différents critéres (« surrogate markers ») : la
diminution de I’ADN viral dans le sérum, la normalisation des transaminases (ALAT, alanine
amino transférase), la séroconversion anti-HBe (virus sauvage) et éventuellement la
séroconversion anti-HBs (103, 144, 150). La séroconversion anti-HBe peut étre
d’interprétation délicate : elle peut n’étre que transitoire et aboutir & une séroréversion (reprise
d’un phénotype Ag HBe + et Ac anti-HBe-) ou correspondre a 1’émergence d’un mutant

précore avec réplication persistante.

1. Indications du traitement

La persistance du VHB chez le malade nécessite en général une longue durée de
traitement (voire indéfinie). La décision de traiter doit étre argumentée par un rapport
bénéfice/risque favorable. Le risque de morbidité liée & la maladie hépatique du malade doit

étre supérieur a la mortalité du malade en cas de réponse maintenue au traitement (103).

1.1 Bases physiopathologiques du traitement

L’ histoire naturelle de I’infection chronique B est caractérisée par différentes phases qui
influencent la mise en route du traitement (148).

La premiére phase dite d’immunotolérance, de durée variable et plus fréquente chez les
personnes contaminées en période périnatale, est marquée par une multiplication active du
virus (> 10® copies/ml), avec des transaminases normales signant I’absence de retentissement

hépatique. Une séroconversion HBe spontanée ou induite par le traitement ne survient que
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rarement (< 5%) pendant cette phase. Le traitement n’est donc pas recommandé mais un suivi
régulier des ALAT tous les 3-6 mois est nécessaire (26).

La deuxiéme phase, dite d’immunoélimination, est caractérisée par une réplication virale
moins importante (10*-10% copies/ml), des transaminases élevées et des lésions histologiques
modérées a sévéres. A ce stade, la fibrose évolue rapidement avec un risque élevé de
constitution d’une cirrhose. L’évolution peut se faire d’un seul tenant ou avec des épisodes
d’exacerbation. La durée de la phase de clairance immune, ainsi que la fréquence et la sévérité
des exacerbations, sont corrélées avec le risque de cirrhose et de CHC (148). Les patients Ag
HBe + possédant une clairance immunitaire efficace peuvent obtenir une séroconversion
spontanée dans les 3 4 6 mois et avant toute atteinte conséquente sur le foie (103, 144). Pour
les patients Ag HBe + avec des ALAT> 2N (limite supérieure de normalité de = 30-40 Ul/l)
et un ADN VHB > 10° copies/ml, le critére de fin de traitement est la séroconversion HBe
maintenue sur plusieurs mois. Celle-ci est associée & une éradication virale prolongée dans 60
3 90 % des cas. Les facteurs associés a la séroconversion HBe sont un 4ge élevé, des taux
élevés ’ALAT, un génotype viral B plut6t que C. La suppression virale sans séroconversion
HBe est associée invariablement & une rechute virale si le traitement est interrompu (26).

Aprés la séroconversion HBe, environ 2/3 des patients entrent dans une troisiéme phase,
le portage inactif de I’Ag HBs. Ces patients sont Ag HBe négatifs avec des transaminases
normales et des charges virales indétectables ou < 10* copies/ml. Le traitement n’apporte
aucun bénéfice aux porteurs inactifs, mais une surveillance réguliére des transaminases doit
étre réalisée car plus de 20% de ces patients vont réactiver leur hépatite (103, 144).

Les patients Ag HBe négatifs caractérisés par une charge virale élevée (> 10* copies/ml)
et des transaminases élevées sont considérés avoir « une hépatite B chronique 3 Ag HBe
négatif ». Comparés aux patients Ag HBe +, les patients Ag HBe - sont 4 un stade plus avancé
de leur maladie. La réplication virale est en général de plus faible intensité et fluctuante dans
le temps. Les transaminases fluctuent aussi avec des périodes d’exacerbation suivies de
phases de rémission spontanées. Ces patients Ag HBe - ont été infectés d’emblée par un
mutant précore, ou alors il s’agit de patients Ag HBe + qui ont sélectionnés au cours de leur
maladie un mutant précore aprés ou non une phase de portage inactif. Chez ces patients, le
traitement vise 4 obtenir une suppression virale prolongée et une normalisation des
transaminases. Le traitement permet dans 60 & 90% des cas la suppression du virus, mais la
rechute est quasi-constante s’il est interrompu. Le critére de fin de traitement n’est pas encore
bien défini mais la plupart des patients regoivent leur traitement indéfiniment (analogues

nucléosidiques) (103).
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1.2 Recommandations pour le traitement de I’hépatite B chronique

Les recommandations de traitement issues en 2004 de ’AASLD (American Association
for the Study of Liver Disease ) sont basées sur le statut HBe, le taux d’ALAT, la
quantification de '’ ADN VHB et les résultats de la biopsie hépatique (Figure 12). La prise en
charge des patients aux taux d’ALAT normaux combinés a une charge virale élevée, ou aux
taux d’ALAT subnormaux, est sujette a controverse. Dans ces cas, les résultats de la ponction

biopsie hépatique est utile pour décider de la mise en route d’un traitement (144).

Ag HBs +
Ag HBe + Ag HBe -
ALAT normal ALAT>2N ALAT< 2N ALAT=>2N

ADN VHB Zou M ADN VHB > 105cop/ml  ADN VHB <104 cop/ml  ADN VHB > 104 cop/ml

l S S

Suivi ALAT, Suivi pendant 6 mois sauf Pas de Traitement

ADN VHB tous décompensation traitement, IFNa

les 3-6 mois suivi ALAT et Peg IFNa.
Traitement si pas de ADN VHB tous AN
séroconversion spontanée les 6-12 mois

IFNa, Peg IFNo. ou AN

Critéres de fin de
traitement pour AN:
séroconversion HBe + 6
mois de traitement
supplémentaire

Figure 12 : Aigorithme de traitement de I'hépatite B chronique chez les patients non cirrhotiques en fonction
du statut Ag HBe, du taux d'ALAT et de la charge virale du VHB (103). N : limite supérieure de normalité des
ALAT. AN : analogues nucléos(t)idiques. ADN VHB 7 ou N : charge virale quel que soit son niveau.
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2. Traitements actuels de I’hépatite B chronique

Le traitement de 1’hépatite B chronique repose sur deux stratégies thérapeutiques
différentes. Le traitement immunomodulateur par I’interféron-o. (IFN-a) vise une réponse
prolongée apreés la fin du traitement. Les avantages du traitement a I’interféron-a sont liés a la
courte période de traitement qui permet dans 30 a 40% des cas la séroconversion HBe, mais
cette molécule est coliteuse et provoque de nombreux effets indésirables. Les analogues
nucléosidiques ou nucléotidiques, molécules virustatiques, sont bien tolérés en général et
moins colteux, mais leur efficacité implique une longue durée de traitement et peut étre

compromise par I’émergence de virus résistants (110).

2.1 Interféron-o. et interféron-a, pégylé (2a et 2b)

2.1.1 Mécanisme d’action

Le mode d’action de interféron-o. n’est pas clairement élucidé (131). L’IFN-a a une
activité antivirale en inhibant les ARN viraux par activation de la 2’5’ olygadénylate-
synthétase, de la protéine kinase 67000 et de la protéine Mx. D’autre part, I’'IFN-o. a une
action immunomodulatrice en augmentant I’expression des antigénes HLA de classe I et II &
la surface des cellules infectées par le VHB et en stimulant ’activité des lymphocytes T
cytotoxiques et des cellules Natural Killer. Ainsi I'IFN-o peut-il étre responsable d’une
réponse cytolytique parfois sévére 6 semaines aprés le début du traitement. Enfin, I'TFN-o
possede des propriétés antifibrosantes, antiprolifératives et antioncogéniques.

L’interféron pégylé (IFN peg) est constitué d’un interféron standard conjugué au
polyéthyléne glycol (PEG) ce qui permet d’améliorer les propriétés pharmacocinétiques de la
molécule : la demi-vie est augmentée par diminution de la clairance rénale de I’IFN. Cette
forme pégylée améliore le confort du malade : 'IFN peg permet une seule injection par
semaine contrairement a 'IFN standard qui nécessite 3 injections par semaine. Deux IFN
pégylés existent : I IFN-a 2b (linéaire, 12 kDa, PEG Intron® Schering Plough) et I’ IFN-o
2a (branché, 40 kDa, Pegasys® Roche Pharmaceutical) (91).

2.1.2 Efficacité

Pour les patients Ag HBe positifs, la durée du traitement est de 4 & 6 mois pour I'IFN

standard et de 12 mois pour la forme pégylée. Pour les patients Ag HBe négatifs, la durée du
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traitement est de 12 mois pour les 2 types d’IFN. L’efficacité de I’IFN peg est retrouvée au
moins comparable & [’IFN standard (27) (Tableau IV).

Les résultats des suivis & long terme sont connus pour 'IFN standard. Deux ans aprés
I’arrét du traitement, la perte de I’Ag HBe intervient chez plus de 50% des patients traités par
I’IFN standard (101). Une séroconversion HBe dans I’année qui suit le début du traitement a
IIFN entraine chez 65% des malades une élimination de I’AgHBs dans les 10 années
suivantes (136). Le risque d’apparition de CHC diminue significativement chez les patients
Ag HBe négatifs traités par IFN (19). Chez les patients Ag HBe négatifs, la réponse
virologique et biochimique est associée & une meilleure survie & long terme (65).

L’avantage du traitement & I’'IFN est son utilisation de courte durée, sans apparition de
résistance. Les inconvénients de 'IFN sont liés a ses effets indésirables qui comprennent,
entre autres, des symptomes pseudo-grippaux, des troubles psychiatriques (irritabilité,
dépression), une toxicité hématologique (thrombopénie, neutropénie) et des désordres
thyroidiens. La tolérance & I'IFN peg est comparable & I'IFN standard. L’IFN est contre-
indiqué chez les patients qui ont une cirrhose décompensée en raison du risque d’exacerbation
de I’hépatite et du risque d’infections. Il doit étre utilisé avec précautions dans les cirrhoses
compensées en raison du risque de décompensation si le traitement est prolongé. Les
analogues nucléos(t)idiques sont généralement préférés chez les patients avancés dans leur

maladie (144).

Perte de HBe Perte de ’Ag Réponse Réponse Réponse

I'Ag séroconversion HBs virologique  biochimique  histologique
HBe

Ag HBe +

IFN-a. (89, 101) 33% 12% 37%

IFN-a. peg 2a (68) 34% 32% 3% 32% 41% 38%

IFN-o peg 2b (51)  36% 29% 7% 27% 32%

Ag HBe -

IFN-a. (65) 4,5-13% 28 29%

IFN-a peg 2a (93) 4% 43% 59% 48%

Tableau IV : Efficacité de I'IFN standard et pégylé dans le traitement de I'hépatite B chronique
chez les patients Ag HBe positifs et négatifs. Les résultats correspondent au pourcentage de
patients répondeurs 6 mois aprés l'arrét du traitement.
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2.1.3 Facteurs prédictifs de réponse a I'IFN-a.

Chez les patients Ag HBe positifs et Ag HBe négatifs, les facteurs prédictifs principaux de
réponse a ’TFN-o (et & 'IFN peg) sont une charge‘virale faible, des taux d’ALAT élevés, une
activité nécrotico-inflammatoire élevée a la ponction biopsie hépatique (26). D’autre part, les
patients infectés par un génotype B ou A sont plus susceptibles de répondre au traitement que
ceux infectés par les génotypes C ou D (51, 119). Le role des mutations précore et du

promoteur core (BCP) dans la réponse a I'IFN-o, reste encore & démontrer (39, 87).

2.2 Les analogues nucléotidiques et nucléosidiques

Un analogue nucléosidique, la lamivudine, et un analogue nucléotidique, 1’adéfovir, sont
actuellement commercialisés en France pour le traitement de I’hépatite B chronique.
L’entécavir a été approuvé récemment par la FDA aux Etats-Unis (2005) et est disponible
sous forme d’une A.T.U en France avant son autorisation prochaine de mise sur le marché.
D’autres analogues ont été développés et sont encore en essais cliniques. Ces traitements ont
en général peu d’effets indésirables, sont disponibles par voie orale et sont moins chers que
les traitements immunomodulateurs. Cependant, leur utilisation impose une longue durée de
traitement sous peine de rechute quasi-certaine et un long traitement par analogue
nucléos(t)idique est souvent associé & I’apparition de mutations de résistance. Ces nouveaux
traitements en cours d’évaluation permettent d’envisager de nouvelles stratégies

thérapeutiques basées sur la combinaison de plusieurs molécules actives sur le VHB (151).

2.2.1 La lamivudine (Zeffix®)

2.2.1.1 Structure et mécanisme d’action

La lamivudine ou $-L-2°,3’-dideoxy-3’-thiacytidine (3-TC) (Figure 13) est un analogue de
la didéoxycytidine (ddC) et a été le premier analogue nucléosidique approuvé pour le
traitement de 1’hépatite B chronique (la lamivudine est aussi utilisée aussi dans le traitement
du VIH). La posologie usuelle est de 100 mg/j. L’énantiomére L a une plus grande efficacité
antivirale et posséde moins de toxicité mitochondriale que 1’énantiomére D naturel (55). La
molécule est métabolisée dans les hépatocytes sous la forme triphosphate active. La molécule
ne contient pas de groupement hydroxyle en 3’ du sucre, contrairement au substrat naturel

(fonction sulfure & la place d’une fonction alcool), ce qui ne permet pas la formation d’une
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liaison 3’-5” phosphodiester nécessaire a la synthese de I’ADN en cours de polymérisation. La
lamivudine inhibe donc I’activité de la transcriptase inverse du VHB. Le médicament est un
inhibiteur compétitif du substrat naturel et s’incorpore a sa place pendant 1’élongation du brin
moins de I’ADN viral, puis il agit comme un terminateur de chaine en empéchant 1’addition

d’un nucléotide supplémentaire au niveau du brin d’ADN en formation (55).
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Figure 13: Structure chimique des différents analogues nucléosidiques et nucléotidiques avec
leur homologie avec le substrat naturel de la polymérase virale (124).

2.2.1.2 Efficacité

Chez les patients Ag HBe positifs, la séroconversion HBe survient chez 16% des malades
aprés un an de traitement et [’amélioration histologique est retrouvée chez 49-56% des
patients. Une longue durée de traitement permet d’augmenter la probabilité de séroconversion
HBe (26). La lamivudine induit dans les 3 mois une réduction de la charge virale de 3 a 4 log
(35). Une réactivation virale est fréquente si le traitement est arrété aprés un an: 37,5% et

49,2% des patients rechutent respectivement 1 an et 2 ans aprés la fin du traitement (125).
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Chez les patients Ag HBe négatifs traités 1 an, une réponse virologique et biochimique est
observée chez 70 4 96% des malades. L’amélioration histologique varie entre 20 et 96%.
Cependant plus de 90% des patients rechutent si le traitement est arrété. La perte de ’Ag HBs
est anecdotique pour les 2 groupes de patients (26). Ces données incitent donc 4 donner le
traitement indéfiniment. Cependant cette stratégie de traitement au long cours est limitée par
I’émergence fréquente de mutants résistants 4 la lamivudine : la résistance atteint 14% des
patients au bout d’un an et culmine & 70% apres 4 ans de traitement (62). Malgré 1’apparition
de résistance, ie traitement au long cours & la lamivudine a démontré son efficacité dans la
prévention de la progression de la maladie et son effet sur la réduction de I’incidence du CHC

(75).

2.2.2 L’adéfovir dipivoxil (Hepsera®)

2.2.2.1 Structure et mécanisme d’action

L’adéfovir dipivoxil ou bis-pivaloyloxymethyl-9-(2-phosphonyl-methoxyethyl) adénine
(Figure 13) est une prodrogue de ’adéfovir. Il est utilisé & la posologie de 10 mg/j dans
I'infection au VHB ce qui limite sa néphrotoxicité (la dose de 30 mg/j testée dans I’infection
par le VIH s’était révélée trop toxique pour commercialiser le médicament dans cette
indication). L’adéfovir dipivoxil est métabolis€¢ par les estérases du malade en adéfovir
(PMEA). Ce dernier est un analogue acyclique de la déoxyadénosine monophosphate
(dAMP). Cette molécule nécessite deux phosphorylations supplémentaires dans les
hépatocytes pour étre active. L.’adéfovir agit au stade initial de la réplication virale au niveau
de I’amorgage de la polymérisation : il s’incorpore a la place des dATP au niveau du signal
d’encapsidation utilisé comme matrice pour la synthése de ’amorce (153). D’autre part, il

inhibe I’élongation du brin moins du virus et agit comme un terminateur de chaine (30).

2.2.2.2 Efficacité

Apres 48 semaines de traitement, 1’adéfovir entraine la réduction de ’ADN VHB de
3,52 et 3,91 log copies chez les patients HBe positifs et HBe négatifs respectivement, avec
une amélioration histologique et biochimique. La séroconversion HBe augmente avec la durée
du traitement pour atteindre 43% des malades aprés 3 ans de traitement (92). Chez les patients
Ag HBe négatifs, 48 semaines de traitement aboutissent a une amélioration histologique pour
64% des patients, un ADN indétectable (ADN VHB < 400 copies/ml) pour 51% des malades,

et une normalisation des ALAT pour 72% d’entre eux. Aprés 2 ans de traitement, ’ADN
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VHB est indétectable pour 71% des patients. Les bénéfices du traitement sont perdus si
Padéfovir est arrété & 48 semaines contrairement aux patients traités 144 semaines pour
lesquels le bénéfice est maintenu (45, 46). Contrairement a la lamivudine, la résistance a
Padéfovir est différée et moins fréquente: elle atteint 2% des patients aprés 2 ans de
traitement et 28% apres 5 ans. Ces données sont issues d’études effectuées chez des patients
naifs pour la lamivudine. En général, ’adéfovir est efficace contre les virus résistants a la
lamivudine (109, 111) et réciproquement les virus résistants a I’adéfovir sont sensibles a la

lamivudine (7).

2.2.3 L’entécavir (Baraclude®)

2.2.3.1 Structure et mécanisme d’action

L’entécavir ou 1S-(la,3a,4B)-2amino-1,9-dihydro-9-[4-hydroxy-3-(hydroxyméthyl)-2-
methylénecyclopentenyl)-6H-puri-6-one (Figure 13) est un analogue carbocyclique de la
déoxyguanosine. Des études ont montré que 1’entécavir triphosphate inhibe la réplication
virale 4 3 niveaux : amorcage de la réplication, synthése du brin moins, synthése du brin plus.
Il est un inhibiteur compétitif du substrat naturel, la déoxyguanosine triphosphate (dGTP)
dans le brin d’ADN en formation. L.’entécavir se fixe aussi avec une trés haute affinité a la
polymérase virale. Son incorporation dans I’ADN en formation, a la place du dGTP, engendre

un effet terminateur de chaine 2 ou 3 nucléotides plus loin (152).

2.2.3.2 Efficacité clinique

Des études récentes ont comparé I’efficacité clinique de I’entécavir a la lamivudine. Chez
les patients Ag HBe positifs et Ag HBe négatifs, I’efficacité¢ de I’entécavir a été trouvée
significativement supérieure a celle de la lamivudine au niveau de la réponse histologique,
biochimique et virologique (ADN VHB < 300 copies/ml) aprés 48 semaines de traitement
(23, 64). Aucune mutation de résistance n’a été détectée pendant cette période, les patients
étant naifs aux autres analogues nucléosidiques. Cependant, des cas de résistance ont été
- rapportés chez des patients traités auparavant par lamivudine (129). Une posologie
d’entécavir de 1 mg/jour 2 la place de 0,5 mg/j est préconisée pour traiter les patients avec des

virus résistants a la lamivudine.
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2.2.4 Les analogues nucléos(t)idiques en cours de développement pour le VHB
Ces molécules sont pour la plupart en essais cliniques de phase III et doivent faire leur

reuve au niveau de leur sécurité d’utilisation.
p

2.2.4.1 Le ténofovir disoproxyl fumarate (Viread®)

Le ténofovir disoproxyl fumarate eét une prodrogue du ténofovir ou 2-
phosphonylmethoxypropyl adénine (PMPA) (Figure 13). La structure chimique du ténofovir,
nucléotide acyclique, est trés proche de celle de I'adéfovir. Aprés deux phosphorylations
successives par des kinases cellulaires, le ténofovir s’incorpore a la place de son substrat
naturel, le JAMP, au niveau de I’extrémité 3” de la chaine virale d’ADN en formation et agit
comme un terminateur de chaine. Une action au niveau de la phase d’initiation de la
polymérisation est aussi retrouvée (30). Le ténofovir est actif a la posologie de 300 mg/j
contre le VIH et dispose d’une A.M.M dans cette indication.

L’efficacité du ténofovir a été comparée a celle de 1’adéfovir sur des patients résistants a
la lamivudine. La réponse virologique (ADN VHB < 400 copies/ml) est plus importante pour
le ténofovir, égale a 78 et 100% apres 24 et 48 semaines de traitement, contre 33 et 44% pour

I’adéfovir (135).

2.2.4.2 L’emtricitabine (Emtriva®)

L’emtricitabine (FTC) ou B-L-3’-thia-2’-3’-didéoxy-5-fluorocytidine (Figure 13) est le
dérivé fluoré de la lamivudine et posséde le méme mécanisme d’action. Ce médicament
dispose d’une A.M.M pour I’infection au VIH (200 mg/j).

Son efficacité semble comparable & la lamivudine (77) mais la fréquence d’apparition des

mutations de résistance semble moindre (18% de mutations 4 2 ans) (44).

2.2.4.3 La telbivudine

La telbivudine (L.dT) est la B-L-2’-déoxythymidine (Figure 13). Son mode d’action n’est
pas tout a fait compris. Elle semble inhiber préférentiellement la synthése du brin plus ADN
dépendante (43). Cette molécule a une activité puissante, sélective et spécifique des
Hepadnavirus.

La telbivudine permet une réduction de ’ADN VHB plus importante de 1,5 log que la
lamivudine. L’apparition de la résistance est de 5 % aprés 1 an de traitement, donc moins
importante que pour la lamivudine. La monothérapie & la telbivudine est plus efficace que la

combinaison de la molécule avec la lamivudine, ou la lamivudine en monothérapie (63). La
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réponse virologique (ADN VHB < 200 copies/ml) et biochimique (normalisation des
transaminases) est de 61 et 86%, respectivement aprés 1 an de traitement. La séroconversion
HBe est obtenue pour 31% des patients traités par la telbivudine, contre 22 et 15% pour les
malades traités par la lamivudine ou la bithérapie lamivudine-telbivudine, respectivement

(63).

2.2.4.4 La clévudine

La clévudine (L-FMAU) ou 1-(2-fluoro-56méthyl-f3-L-arabinosyluracil) est un analogue
nucléosidique de la déoxyuridine (Figure 13). Cette molécule semble inhiber de préférence la
phase de synthése du brin plus qui est ADN dépendante, et ne semble pas un terminateur de
chaine (123).

Peu de données sont disponibles & ce jour, mais la clévudine entraine aprés 24 semaines
de traitement une réduction de 4,64 log de I’ADN VHB. La réponse biochimique atteint 70%

des patients aprés 4 semaines de traitement (43, 94).

2.2.5 Les essais de combinaisons de molécules

Aucune étude n’a pu montrer un bénéfice supérieur de 1’association IFN peg-lamivudine
par rapport a I’IFN peg seul en monothérapie (51, 93). Cependant, I’administration
séquentielle d’IFN peg puis de lamivudine a révélé une efficacité supérieure, sur le plan
virologique, par rapport au traitement par la lamivudine en monothérapie, sans période
d’induction préalable par I'IFN peg (21). Une récente étude n’a pas pu démontrer 1’intérét
d’associer I'IFN-a 2b & la ribavirine par rapport & I'IFN seul chez des patients Ag HBe
positifs (80).

Par I’expérience acquise dans le cadre du traitement de I’infection par le VIH, la
combinaison de plusieurs analogues nucléos(t)idiques aux mécanismes d’action différents
semble une stratégie rationnelle pour obtenir une meilleure inhibition de la réplication virale
(115, 151). Cette efficacité a pu étre démontrée sur des modeles animaux. En revanche, les
essais cliniques chez I’homme sont encore décevants et aucune amélioration virologique n’a
été apportée par les associations lamivudine-adéfovir (111) ou telbivudine-lamivudine (63)
comparées a la monothérapie. Récemment, la combinaison emtricitabine-clévudine a été
testée et semble plus efficace que la clévudine en monothérapie 24 semaines aprés la fin du
traitement (76). D’autres stratégies de combinaison sont encore a étudier avec des molécules

aux profils de résistance différents.
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2.2.6 Les perspectives de traitement

La meilleure connaissance du cycle viral du VHB a permis le développement de
nombreux concepts thérapeutiques qui ont été évalués sur des modéles expérimentaux.
Plusieurs étapes du cycle viral ont été ciblées (153): ’entrée du virus dans les hépatocytes
avec des peptides compétitifs analogues des protéines pré-S1 myristilées, I’encapsidation de
I’ARNpg avec des dérivés de la phénylpropénamide ou I’interférence par APOBEC3G (133),
la formation de la capside avec des composés de la famille des hétéroaryldihydropyrimidines,
la maturation des virions avec des inhibiteurs de la glycosylation des protéines d’enveloppe.
D’autres approches, de concept plus récent, ciblent des régions du génome viral essentielles
pour la réplication en utilisant des olignucléotides anti-sens (116), des acides peptidiques
nucléiques (Peptide Nucleic Acid, PNA) (117) ou des siRNA (short interfering RNA) (145).
Ces futurs agents thérapeutiques non dépendants de la transcriptase inverse pourraient avoir
des implications cliniques importantes dans le traitement ou la prévention de la résistance aux

analogues nucléosidiques.

-39.




4. Résistance du VHB aux analogues nucléosidiques et nucléotidiques

1. Facteurs impliqués dans la résistance virale
Les facteurs viraux sont en grande partie responsables de la résistance aux analogues
nucléos(t)idiques, mais des mécanismes moins connus, impliqués dans le catabolisme des

nucléosides, pourraient aussi moduler ’action de ces antiviraux.

1.1 Facteurs cellulaires associés a la résistance

Avant que les analogues nucléosidiques n’inhibent la polymérase virale, ils doivent étre
transportés dans 1’hépatocyte ol ils subissent des phosphorylations pour étre actifs. La
phosphorylation dépend de différentes kinases cellulaires. La premiére phosphorylation est en
général I’étape la plus lente, est substrat-spécifique et soumise & une forte régulation. Le
génome des mammiféres code pour 4 kinases spécifiques des déoxynucléosides qui varient
suivant leur spécificité, leur distribution cellulaire, leur localisation dans la cellule et leur
dépendance au cycle cellulaire. Les kinases intervenant dans les 2™ et 3™ phosphorylation
sont relativement non substrat-spécifiques. Les analogues nucléotidiques (adéfovir et
ténofovir) ne sont pas concernés par la premiére étape limitante de phosphorylation (85).

Récemment, différents mécanismes de résistance cellulaire aux analogues nucléosidiques
ou nucléotidiques ont €té identifiés et semblent liés & une augmentation de ’expression de 2
familles de protéines impliquées dans les systémes d’efflux: les glycoprotéines P et les
protéines associées a la multirésistance (MRP 1-9). MRP4 et MRPS ont été reconnues in vitro
pour exporter 1’adéfovir et le ténofovir en dehors de la cellule. D’autres protéines sont
capables d’exciser en terminaison de la chaine d’ADN des analogues nucIéosidiques en série
B-D ou B-L. La protéine suppressive de tumeur (p53) et la 3°-5’exonucléase cytosolique
démontrent une activité pour les B-D ou B-L analogues n‘ucléosidiques alors que
I’exonucléase apurique/apyrimidique (APE1) est spécifique de la conformation B-L. Tous ces
enzymes impliquées dans le catabolisme des nucléosides ou nucléotides peuvent étre a

I’origine de la résistance aux antiviraux (85).
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1.2 Dynamique de la réplication virale et erreurs de la polymérase virale

Le virus de I’hépatite B se réplique intensément entrainant la production de 10"
particules virales par jour ce qui est 100 fois plus important que la production virale du VIH
ou du VHC, La fréquence de mutations introduites par la polymérase a été estimée entre 1,4 et
3,2x10™ substitutions de nucléotides par site par an (82). Ce taux est 10 fois plus important
par rapport aux autres virus & ADN. Chez un individu qui est en phase de réplication intense,
les erreurs d’incorporation de la polymérase virale entrainent une mauvaise incorporation de
10" paires de bases par jour. Le génome comprenant 3200 nucléotides, toutes les mutations
possibles peuvent étre produites chaque jour (82, 83). Toutes les mutations ne sont pas viables
pour le virus et limitées par la structure du génome et le chevauchement de ces génes. Par
exemple, certaines mutations intervenant dans la région de la transcriptase inverse du virus
peuvent induire des modifications importantes et létales dans la structure des protéines de

I’enveloppe : ces mutations ne seront donc pas pérennisées (132).

1.3 Capacité réplicative du virus et pression de sélection

Avant traitement, le virus circule vraisemblablement sous la forme d’un mélange
complexe et instable de variants génétiquement distincts, définissant ainsi une distribution en
quasi-espéces. Ces variants peuvent comporter une ou deux mutations potentiellement
responsables de la résistance & un médicament. Cependant, quand une mutation viable
survient, I’émergence de cette souche mutante dépend des conséquences fonctionnelles de
cette mutation. En I’absence de pression de sélection exercée par le systéme immunitaire ou le
traitement, la sélection des particules virales les mieux adaptées se fait sur la base de leur
capacité intrinséqué de réplication ou « fitness » (81). Le traitement antiviral inhibe la
réplication du virus sauvage mais la pression de sélection ainsi exercée peut conduire a
I’émergence de mutants résistants qui maintiennent une réplication méme si elle est défective.
Les mutants résistants peuvent acquérir dans un second temps des mutations compensatoires
qui restaurent partiellement la capacité réplicative leur permettant finalement de devenir la

souche dominante au sein de la population virale du patient (105).

1.4 Espace de réplication

L’espace de réplication est représenté par le potentiel du foie & acquérir de nouvelles
infections par I’ADNccc. Le turnover des hépatocytes est lent dans un foie normal avec une
demi-vie égale & 100 jours et peut étre réduit & 10 jours lors de la présence d’une activité

nécrotico-inflammatoire. Le nombre de molécules d’ADNcce pouvant infecter le noyau de
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chaque hépatocyte est limité (30-50 copies d’ADNccc). Lors de la pression de sélection
exercée par le traitement antiviral, le remplacement de la souche sauvage par les mutants de
résistance se fait progressivement et dépend de la création de « nouveaux espaces de
réplication ». La génération de nouveaux ADNccc se fait par la croissance de nouveaux
hépatocytes, le turnover hépatocytaire ou la perte d’hépatocytes infectés contenant des

ADNeccce de type sauvage (81, 153).

2. Mécanismes moléculaires de la résistance aux analogues nucléosidiques et

nucléotidiques

Les mutations de résistance aux analogues nucléosid(t)iques sont retrouvées au niveau de
la transcriptase inverse du virus de I’hépatite B et plus particulierement au niveau des
domaines B, C et D qui sont impliqués dans [activité enzymatique. La sélection des
mutations de résistance entre les différentes molécules est plus ou moins structure-spécifique.
Ainsi les molécules apparentées sur le plan structural auront en général le méme profil de
mutations de résistance. Les analogues nucléosid(t)iques peuvent étre séparés suivant leur
structure chimique en trois principaux groupes (cf 3 paragraphe 2.2, Figure 13) : les analogues
L-nucléosidiques (lamivudine, emtricitabine, telbivudine, clévudine), les nucléosides
phosphonates acycliques ou nucléotides acycliques (adéfovir, ténofovir) et les analogues de la

déoxyguanosine ou le ribose est remplacé par un cyclopentane (entécavir) (124).

2.1 Mutations associées a la résistance a la l[amivudine et aux autres L-nucléosides

2.1.1. Mutations principales de résistance a la lamivudine

La fréquence d’apparition de la résistance & la lamivudine augmente de 15 & 20% par
année de traitement (62). Les mutations principales sont localisées au niveau du motif YMDD
du site actif de la transcriptase inverse du virus. La méthionine en position 204 de la
transcriptase inverse (RT) peut étre substituée par 2 acides aminés principaux, I’isoleucine ou
la valine (5). Récemment, des études ont également montré aussi 1’importance clinique de la
substitution par un acide aminé sérine mais cette mutation est beaucoup moins fréquente (17).
Ces mutations sont notées, en accord avec la nouvelle nomenclature qui uniformise la

numérotation indépendamment du génotype, rtM204l, rtM204V et rtM204S (Figure 14)
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(127). Les virus possédant ces mutations sont appelés communément « mutants YMDD »
pour désigner I’ensemble des mutants affectant le motif YMDD, ou bien ils sont nommés
séparément mutant YIDD (rtM2041), mutant YVDD (rtM204V) et mutant YSDD (rtM204S).
Ces mutations suffisent pour conférer un haut niveau de résistance a la lamivudine
(diminution > 1000 fois de la sensibilité¢ a la lamivudine). La mutation rtM2041 peut étre
retrouvée de maniere isolée mais les mutations tM204V/S sont toujours associées a d’autres
mutations dont certaines sont compensatoires, en particulier les mutations rtL180M/C,

rtV173L et rtL8OL/V (31, 81, 104, 124).

Prot.e o Espaceur Pol/RT RNaseH
terminale
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(rt1) (rt 344
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LAM/FTC/LdT/FMAU 173t
L180M  M204IVIS
ADV A181V N236T
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Sl 169T T184G  $202I M250V
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Figure 14: Localisation moléculaire dans le domaine de la transcriptase inverse du VHB (RT) des
principales mutations associées a la résistance aux analogues nucléosidiques et nucléotidiques
(LAM : lamivudine, FTC : emtricitabine, LdT : telbivudine, FMAU : clévudine, ADV : adéfovir, ETV :
entécavir, TFV : ténofovir)

La modélisation moléculaire de la RT du VHB n’ayant pas été pour ’instant résolue,
I’étude des interactions entre les analogues nucléos(t)idiques et leur cible est réalisée par
analogie avec la résolution cristallographique de la RT du VIH. Les mutations rtM2041/V/S
engendrent un choc stérique et une modification de la charge électrostatique au niveau de la
poche de liaison des dNTP de la polymérase. Ces mutations provoquent d’une part une
diminution de I’affinité de la lamivudine pour sa cible et d’autre part un repositionnement de
’antiviral au niveau du site actif, induisant une trés mauvaise incorporation de la lamivudine

dans le brin d’ADN en construction. Ces mutations n’affectent pas avec le méme degré la
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liaison avec le substrat naturel, le dCTP, parce que le cycle déoxyribose est en configuration
D (29). La mutation rtL180M/C ne suffit pas a elle seule pour conférer la résistance mais des
études phénotypiques ont montré son importance pour accroitre la réplication et la résistance
des mutants rtM2041/V/S. La modélisation moléculaire montre que la mutation rtL.180M/C
interagit en augmentant I’électronégativité autour du site de liaison des déoxyriboses des
nucléotides. Cette modification entraine une diminution d’affinité du cycle oxathiolane de la
lamivudine triphosphorylée pour sa cible, contrairement au substrat naturel, le dCTP, qui

conserve son affinité.

2.1.2 Autres mutations associées a la résistance a la lamivudine

D’autres mutations sont plus fréquemment retrouvées associées a la résistance a la
lamivudine. Une partie de ces mutations sont des mutations compensatoires qui restaurent
partiellement le pouvoir réplicatif du mutant YMDD (25). Certaines mutations affectant les
protéines d’enveloppe s’avérent étre aussi des mutations compensatoires pour le mutant
YMDD en raison du chevauchement des génes codant pour I’enveloppe et la polymérase.
Ainsi le mutant sG145R (s pour Ag de surface ou d’enveloppe) ou rtW153S d’échappement &
la vaccination a un réle positif sur la réplication des mutants rtM2041/V. La mutation sP120T
peut étre sélectionnée chez un patient transplanté hépatique qui a regu en immunoprophylaxie
des Ig spécifiques anti-VHB. Lors d’un traitement a la lamivudine post-transplantation, le
variant rtT128N ou sP120T/rtL180M/rtM204V émerge avec un potentiel réplicatif augmenté
(13). Les mutations précore (G1896A) ou du promoteur (A1762T et G1764A) augmentent la

réplication et la résistance des mutants de résistance a la lamivudine (128).

2.1.3 Mutations associées a la résistance a la lamivudine et 4 la résistance a d’autres
analogues nucléos(t)idiques '

La mutation compensatoire rtL80V/I est suspectée d’engendrer une plus faible réponse a
I’adéfovir (71). Les mutations rtA181T/V, rtV214A et rtQ215S altérent I'allostérie du site
actif de la polymérase et contribuent ainsi & diminuer I’affinité a la fois de la lamivudine et de
I’adéfovir. Les mutations rtI169T et rt184S/G associées a la résistance a la lamivudine
contribuent aussi a la résistance a I’entécavir (124). Ces résistances croisées montrent

I’influence du traitement initial sur le choix des options thérapeutiques ultérieures (124).
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2.1.4 Mutations aux autres L-nucléosides

Les essais phénotypiques montrent que la résistance a la lamivudine confére une
résistance aux autres analogues L-nucléosidiques incluant, entre autres, I’emtricitabine (FTC),
la telbivudine (LdT) et la clévudine (L-FMAU). Les premiers essais cliniques ont révélé que
la résistance primaire aux analogues L-nucléosidiques était due aux mutations rtM2041/V

(124).

2.2 Résistance aux nucléosides phosphonates acycliques

2.2.1 Résistance a I’adéfovir

Contrairement 3 la lamivudine, la résistance a I’adéfovir émerge lentement avec une
incidence cumulée a 1 an <1%, de 3% a 2 ans, de 11% a 3 ans, de 18% a4 ans et de 29% a4 5
ans (15, 43). Cependant de récentes études ont montré une incidence plus élevée chez des
patients non naifs, précédemment résistants a la lamivudine et de génotype D (22% de
résistance a 2 ans) (41). L’incidence cumulée de la résistance a I’adéfovir a été trouvée chez
des patients initialement résistants a la lamivudine & 6,4% a 1 an etv25,4% 4 2 ans, avec une
technique sensible de génotypage (147).

Les mutations les plus connues associées & la résistance & ’adéfovir sont les mutations
rtN236T et/ou rtA181V/T. Ces mutations sont indépendantes 1’une de I’autre mais peuvent se
retrouver associées. La mutation rtN236T est située dans le domaine D de la polymérase et au
niveau de la poche de liaison au ANTP. Cette mutation n’affecte pas de maniére significative
la liaison du substrat naturel, le dATP, mais diminue plus considérablement I’affinité de
I’adéfovir pour sa cible (146).

Comparées a la lamivudine, ces mutations conférent un faible niveau de résistance avec
une diminution de la susceptibilité a I’adéfovir seulement de 10 fois par rapport a la souche
sauvage. Néanmoins, elles sont suffisantes pour entrainer une résistance clinique (40).
Plusieurs hypothéses tentent d’expliquer ce faible niveau de résistance : la structure de
I’adéfovir, proche du substrat naturel, la flexibilité de la molécule qui peut s’adapter aux
changements de conformation de la polymérase, son indépendance vis a vis de la premiére
phosphorylation induisant une meilleure disponibilité cellulaire et enfin sa meilleure efficacité

sur la réplication virale et I’ADNcce (149).
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Une étude récente a montré que la mutation rtI233V était responsable d’une diminution de
la sensibilité a I’adéfovir. Cette mutation a été retrouvée chez des patients avant traitement &
I’adéfovir sans présence des mutations rtN236T et/ou rtA181V/T. Elle ne semble pas, par
ailleurs, avoir été sélectionnée par le traitement antérieur a la lamivudine (120). D’autres
mutations ont été décrites comme pouvant étre impliquées dans la résistance a 1’adéfovir (et
parfois & la lamivudine) : rtL80V/I, rtV84M, rtS85A, rtV214A, rtQ215S, rtP237H et
rtiN238T/D. Ces mutations peuvent apparaitre seules ou en conjonction avec

rtN236T/rtA181V/T (124).

2.2.2 Résistance au ténofovir

La résistance au ténofovir est associée & la mutation rtA194T qui a été¢ mise en évidence
chez un patient co-infecté par le VHB et le VIH. Le résidu A194 est situé a la fin du domaine
B de la polymérase au niveau d’une boucle qui contient une hélice alpha interagissant avec la
matrice d’acide nucléique. La mutation rtA194T affecte I’efficacité de la polymérisation : elle
induit une modification allostérique qui entraine un mauvais alignement entre la matrice et le
site de liaison des ANTP (124). La mutation rtN236T de résistance a I’adéfovir est associée in
vitro a4 une diminution de la sensibilité au ténofovir de 4,5 fois (faible résistance). De récentes
études ont montré 1’efficacité clinique du ténofovir sur des patients résistants a I’adéfovir (40,

113, 134).

2.3 Résistance aux analogues de la désoxyguanosine

La résistance a I’entécavir a été décrite uniquement chez des patients précédemment
résistants a la lamivudine. La résistance est occasionnée par la conjonction de plusieurs
mutations : la présence du profil rtM204V + L180M associée a la résistance a la lamivudine
additionnée des paires de mutations rtM250V + rtI169T ou rtS202I + rtT184G. Les analyses
de modélisation moléculaire montrent que les résidus rtM250 et rtl169 interagissent au niveau
de I’amorce ou de la matrice d’acide nucléique tandis que rtT184 et rtS202 altérent la

géométrie autour de la poche de liaison aux dNTP (129).

2.4 Résistance a plusieurs analogues nucléos(t)idiques (multirésistance)
La résistance simultanée a plusieurs analogues nucléos(t)idiques de structure différente
semble rare & part les cas de résistance entécavir/lamivudine. L’exposition & long terme et

d’emblée a la bithérapie lamivudine-adéfovir n’a été associée a 1’émergence d’aucun variant

-46 -




résistant (66). In vitro, la fabrication d’un virus arborant les mutations rtl.180M + M204V +
N236T montre que cette association entraine une résistance a la lamivudine et a ’adéfovir
mais avec une capacité réplicative diminuée (18). In vivo, ce variant n’a jamais été retrouvé
pour I’instant, probablement (entre autres) en raison de I’inefficacité de sa réplication. En
revanche, une étude récente a mis en évidence dans le sérum d’un patient transplanté
hépatique ayant recu de la lamivudine, de 1’adéfovir et des Ig spécifiques anti-VHB, un
mutant multirésistant responsable de 1’échec au traitement. Ce variant comprenait les
mutations rtV173L + L180M + A181V + N236T, une combinaison de mutations de résistance
pour les 2 médicaments, et la mutation sP120S d’échappement aux Ig anti-VHB (138).
D’autres variants multirésistants ont été décrits : les variants arborant les mutations rtN236T -+
A181T + (M2501 +'1233V) ou (S85A + N238D) (8) ainsi que ceux portant les mutations
A181S + M204I (54) sont associés a la résistance 2 la fois a la lamivudine et a I’adéfovir.

Des études phénotypiques de sensibilité aux antiviraux des différents variants sélectionnés
par les régimes thérapeutiques du patient sont indispensables pour comprendre I’implication
clinique des différentes mutations intervenant au niveau de la RT. Le tableau V résume les

profils de résistance principaux aux molécules actives sur le VHB.

3. Implications cliniques de la résistance

3.1 Définition clinique de la résistance

La réponse initiale au traitement est évaluée dans les 3 premiers mois de traitement par
une réduction 2 1 log Ul/ml de I’ADN VHB par rapport a la charge virale initiale. L’échec
secondaire & un traitement survient aprés une réponse initiale au traitement, et est défini par
un rebond confirmé de ’ADN VHB 2 1 log Ul/ml par rapport au nadir de P’efficacité de
’antiviral (84). Des techniques sensibles et spécifiques de quantification de I’ADN du VHB
sont nécessaires pour mettre en évidence la rechute le plus tdt possible (Figure 15). La
démonstration de la résistance primaire ou secondaire nécessite 1’élimination des autres
causes d’échec thérapeutique, comme par exemple I’arrét du traitement qui s’accompagne
d’'une augmentation de la réplication du virus sauvage, ou I’existence de problémes

harmacocinétiques ou d’interférences médicamenteuses avec la molécule administrée.
q
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Tableau V: Résistance phénotypique des différents variants de la transcriptase inverse (rt) aux molécules antivirales. La résistance est exprimée par le
log du facteur de résistance, c'est a dire le log du rapport de CE 50 mutant/ CE 50 souche sauvage. CE 50 : concentration efficace capable d’'inhiber
50% de la réplication virale. Un niveau élevé de résistance est associé & un rapport >1, un niveau faible & un rapport < 0,7. R= résistance (rapport >3)

(124).




En plus des tests virologiques, les conséquences de la résistance peuvent étre évaluées par
la remontée des transaminases (ALAT) qui, en général, est différée par rapport a la remontée
de la charge virale (84) et qui signe une reprise de I’activité de 1’hépatite. Le diagnostic de la
résistance doit anticiper I’exacerbation de I’activité de 1’hépatite qui est délétére pour la
progression de la maladie du patient. La confirmation de la résistance peut étre réalisée par
des tests génotypiques lorsque la mutation de résistance associée a 1’antiviral est connue, ou

des tests phénotypiques qui permettent d’étudier la résistance associée aux nouvelles

mutations.

log HBV DNA log Hay DNA

A
+1.04 +1.0 :
Traitement [ Traitement ‘
0.0 , 00 p )
;1 e Réponse Risistance Tlog R'ep.onse Ré
Ap initiale nesistance A0 \ initiale
204 ; 2.0 1 Réponse ‘1 ;
‘ Reponse maintenue 9 /o
maintenue 50
-3.0 SV \ /
40+ \ 1% 40 1 R

=]

Figure 15: Définition de la résistance clinique au traitement. Une technique sensible de
quantification de 'ADN du VHB (a gauche) permet un diagnostic plus précoce par rapport a une
technique moins sensible (a droite). Les charges virales comprises dans la zone grise ne sont pas
détectées par la technique moins sensible (84).

3.2 Facteurs prédictifs de résistance aux analogues nucléos(t)iques

Certains facteurs prédictifs pré-thérapeutiques ont été identifiés dans la survenue de la
résistance a la lamivudine : un index de masse corporel €levé, sexe masculin, une charge
virale élevée et un index d’activité nécrotico-inflammatoire élevé a la biopsie hépatique. Un
niveau €levé d’ALAT en pré-thérapeutique serait également en faveur du développement de
la résistance (26, 110). Cependant une étude récente montre des résultats contradictoires avec
un taux de mutations plus élevé chez les patients possédant un taux d’ALAT avant traitement
<5 fois la limite supérieure de la normalité. Cette étude a aussi montré plus de mutations chez
les patients Ag HBe positif (22).

La durée du traitement est un facteur jouant aussi sur I’émergence de virus résistants a la
lamivudine. D’autre part, une réplication virale restant a un niveau élevé sous traitement est

associée au développement rapide de mutations de résistance (62). Une étude a montré que le
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maintien d’un ADN VHB > 10%-10° UI/ml aprés 6 mois de traitement était corrélé a
I’émergence de la résistance. L’importance de la suppression de I’ADN viral semble donc
prédire le risque de développement de la résistance (84).

L’impact du génotype viral est controversé mais, comme les mutations précore ou du
promoteur core, il ne semble pas influencer la résistance a la lamivudine en monothérapie. (3,
154). Certaines études évoquent le rdle du sous-génotype dans la survenue de la résistance
4).

Les facteurs prédictifs de résistance a I’adéfovir ont été moins étudiés. La résistance est
plus fréquente chez les patients d’un 4ge avancé, qui ont précédemment développé une
résistance a la lamivudine, et suivi un traitement par 1’adéfovir en monothérapie. Le génotype
D a été retrouvé plus fréquemment associé 2 la résistance a 1’adéfovir mais ce résultat
demande des investigations supplémentaires en raison de la taille limitée de 1’échantilion

étudié (41).
3.3 Evolution des patients développant la résistance aux analogues nucléosid(t)iques

L’apparition de la résistance a la lamivudine peut s’accompagner dans un délai variable
d’'une exacerbation aigu& des ALAT, d’une possible décompensation hépatique et d’une
détérioration histologique au long cours (62, 88). Une étude histologique sur 3 ans montre que
le développement de mutants YMDD diminue considérablement P'impact favorable de la
lamivudine : 44% d’amélioration contre 77 % en 1’absence de mutants, 15 % d’aggravation
contre 5 % dans le groupe sans mutation (34). Chez les patients & un stade avancé de leur
maladie ou chez les transplantés hépatiques, la survenue de mutants de résistance est corrélée
a une aggravation de leur maladie qui peut leur étre fatale. Une étude prospective sur 5 ans a
montré que la résistance a la lamivudine qui concerne prés de 2/3 des patients est associée a
un risque accru de complications hépatiques et en particulier d’hépatocarcinome en
comparaison avec les patients qui maintiennent un contrdle de leur réplication virale (84).

Avant la disponibilit¢ d’autres analogues nucléosid(t)iques actifs contre les mutants
rtM2041/V/S, la prise en charge de la résistance a la lamivudine était controversée (84). Le
traitement par la lamivudine était maintenu dans le but de prévenir la réapparition de la
souche sauvage dont la capacité réplicative est plus élevée que les mutants YMDD. Certaines
études ont montré que les patients, malgré la présence de mutants YMDD, conservaient des
niveaux de charge virale et d’ALAT inférieurs par rapport a leur niveau pré-thérapeutique, et

que certains réussissaient a faire une séroconversion HBe (24). Cependant, la survenue de
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mutations compensatoires restaurant le « fitness » du virus pouvait comprometire cette
stratégie. D’autres études, en revanche, étaient favorables a I’arrét du traitement et ne
montraient pas de bénéfice a continuer la lamivudine chez des patients porteurs de mutations
YMDD, surtout s’ils n’étaient pas a un stade avancé de leur maladie (74).

L’arrivée sur le marché de ’adéfovir a permis d’envisager de nouvelles options pour la
prise en charge de la résistance a la lamivudine. L’adéfovir est, en général, actif in vitro sur
les mutants rtM2041/V/S et son efficacité clinique a été prouvée (sauf dans le cas des variants
multirésistants cf paragraphe 2.1.3 et 2.4). Lors de la survenue de mutants YMDD, I’adéfovir
peut remplacer la lamivudine ou étre prescrit en bithérapie avec la lamivudine. A court terme,
la monothérapie semble aussi efficace que la bithérapie chez les patients avec une maladie
hépatique compensée. La bithérapie lamivudine-adéfovir semble cependant diminuer le risque
de sélectionner des virus résistants a I’adéfovir (66) : cette stratégie doit étre préférée chez les
patients dont la maladie est plus sévere (111, 137). Le risque de la bithérapie est la sélection
de mutants multirésistants. Des études de colt-efficacité sont entreprises pour permettre une
meilleure évaluation de chaque stratégie (52). L’ utilisation de I’entécavir, & une posologie de
1 mg, au lieu de la posologie de 0,5 mg recommandée pour les patients naifs a la lamivudine,
a montré aussi son efficacité (23) mais le risque de développement de résistance a I’entécavir
est présent. Le ténofovir est également actif sur les mutants de résistance a la lamivudine et
son efficacité sur la suppression virale semble supérieure par rapport & I’adéfovir en
monothérapie (134).

Les conséquences cliniques de I’apparition des mutants de résistance a I’adéfovir sont
moins connues. Méme si la résistance & 1’adéfovir est de plus faible niveau par rapport ala
lamivudine, les mutants rtN236T ou A181V peuvent étre responsable d’une rechute virale et
d’une décompensation hépatique pouvant étre fatale chez des patients & un stade avancé de
leur maladie (40). La lamivudine est en général active sur les mutants rtIN236T ou AI81V
(excepté les cas de variants multirésistants) de méme que I’entécavir et le ténofovir. Les
options thérapeutiques peuvent comprendre un remplacement par la lamivudine, I’entécavir
ou le ténofovir, ou une bithérapie par lamivudine-adéfovir (40, 113). Le choix de la meilleure
alternative thérapeutique doit prendre en compte les éventuelles mutations préexistantes

sélectionnées par le traitement antérieur (124).
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4. Diagnostic de la résistance

4.1 Diagnostic phénotypique

4.1.1. Définition et intéréts du phénotypage

Le génotypage identifie des mutations connues. Son interprétation peut étre rendue
difficile en cas de profil de mutations complexe (présence de mutations compensatoires ou de
multirésistance). Les études phénotypiques sont importantes lorsque des mutations nouvelles
sont identifiées, afin de prouver leur responsabilité dans la résistance virale et d’étudier la
sensibilité a d’autres molécules antivirales. Avec le développement de nouvelles molécules et
la probabilité grandissante pour un patient de recevoir des combinaisons de traitement ou des
successions de molécules différentes, les profils de mutations de résistance sont susceptibles
de devenir de plus en plus complexes. L approche phénotypique est donc appelée a jouer un
rble de plus en plus important dans le diagnostic de la résistance (36, 124).

Les tests phénotypiques déterminent in vitro la sensibilité de la souche du patient & un
médicament en comparant la concentration de ’antiviral nécessaire pour inhiber la réplication
de sa souche avec celle nécessaire pour inhiber la réplication d’une souche sauvage de
référence. Le rapport entre la concentration inhibitrice (CI) nécessaire pour le virus du patient

et celle nécessaire pour le virus sauvage permet de déterminer un facteur de résistance.

4.1.2 Principe des tests phénotypiques

Les tests phénotypiques appliqués au HBV reposent sur la mesure de la réplication virale
en présence de concentrations inhibitrices d’antiviral. Les tests de réplication sont réalisés a
partir de lignées cellulaires d’hépatomes (HepG2 et Huh7) transfectées par du matériel
génétique du VHB. Le génome entier du VHB est transféré a la cellule par I’intermédiaire de
vecteurs viraux ou plasmidiques, ou directement a partir des amplicons de PCR. La détection
et la mesure de 'ADN du VHB dans les lignées cellulaires transfectée§ est réalisée par

analyse du Southern blot ou par PCR en temps réel (36).

4.1.2.1 Tests phénotypiques sans vecteurs

Les génomes entiers des variants HBV sont amplifiés par PCR. Des sites de restriction ont
¢été introduits dans les amplicons gréce aux amorces ce qui permet, aprés coupure, la
circularisation des brins d’ADN du VHB dans les lignées cellulaires transfectées. Ces

amplicons circularisés servent de matrice & la transcription, 4 ’image de ’ADNccc dans le
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cycle naturel du virus. Cependant par cette technique, la quantité d’ADN intracellulaire

synthétisée peut s’avérer faible (mutants défectifs) (36).

4.1.2.2 Tests phénotypiques utilisant des vecteurs

Une méthode récente décrit la construction d’un vecteur bacculovirus comprenant 1,1
unité de génome du VHB, ce qui correspond a la taille de I’ARNpg. La transfection dans les
cellules Huh7 est produite a partir d’un clone ou d’un mélange de clones. La synthése de
I’ARNpg puis des brins d’ADN du VHB est soumise au contrdle d’un promoteur hétérologue
de mammifére placé dans le vecteur. Ce promoteur introduit dans chaque clone permet un
haut niveau de synthése d’ADN. Cette méthode permet donc le clonage du génome entier du
VHB d’un patient et apparait appropriée pour étudier le phénotype engendré par toutes les

mutations du génome (37).

Ces études phénotypiques ne peuvent étre réalisées que dans des laboratoires spécialisés et
expérimentés : les techniques mises en oeuvre sont lourdes et colteuses et demandent & étre

standardisées entre laboratoires.

4.2 Diagnostic génotypique

4.2.1 Dynamique virale de la résistance & la lamivudine v

La dynamique d’émergence des virus résistants 4 la lamivudine a été étudiée récemment
par clonage et séquencage. Les variants responsables de la résistance préexistent
vraisemblablement avant traitement méme si leur mise en évidence est rare car elle nécessite
des techniques extrémement sensibles (58, 59). Les mutants de résistance émergent
progressivement, représentent d’abord une population minoritaire au sein de la population
virale totale puis, par acquisition de mutations compensatoires, remplacent la souche sauvage
existante (105). La transition d’une population minoritaire de résistance 4 la prédominance
d’une souche résistante prend entre 2 et 6 mois. Dés que la proportion de mutants est
suffisante (5 fois plus de mutants que de souches sauvages), la rechute virale sous traitement a
une probabilité trés élevée de se produire (69). Plusieurs études ont démontré que, par des
techniques sensibles de génotypage, la mise en évidence d’une quasi-espéce minoritaire
portant des mutations de résistance 4 la lamivudine pouvait anticiper de plusieurs mois le

rebond viral (47, 48, 58, 99, 105). Le diagnostic précoce de la résistance par la détection des
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quasi-espéces minoritaires est important, surtout pour les patients & haut risque de progression
de leur maladie hépatique, depuis que des alternatives thérapeutiques existent.

Différentes techniques de génotypage ont déja été décrites pour la recherche des mutations
de résistance & la lamivudine. Certaines de ces techniques ont été adaptées pour 1’étude de la
résistance a ’adéfovir. Ces méthodes différent par leur capacité a détecter les populations
minoritaires et leur praticabilité en routine hospitaliére. Seront décrites succinctement les

techniques les plus couramment utilisées, les plus sensibles et les plus récentes.

4.2.2 Les techniques de routine utilisées dans les laboratoires

Le séquengage direct post-PCR représente la technique de référence pour la détection des
mutations de résistance aux antiviraux. Elle consiste & amplifier par PCR puis séquencer la
région d’intérét du virus, en ["occurrence la transcriptase inverse. Cette méthode permet de
détecter 4 la fois les mutations de résistance, les mutations compensatoires et les mutations de
polymorphisme. La sensibilité de caractérisation des mutants est dépendante de celle de la
PCR qui permet d’amplifier le fragment recherché (en général, la sensibilité est de 1’ordre de
1000 copies/ml). Cependant, avec cette technique, les populations minoritaires du VHB ne
sont pas, en général, détectées si leur proportion est inférieure a 25-50% de la population
virale totale (106).

Le clonage des produits de PCR suivi du séquengage des différents clones permet
d’améliorer la capacité de détection des populations minoritaires, mais cette technique est
lourde et cofiteuse : la capacité & mettre en évidence le maximum de populations minoritaires
dépend du nombre de clones analysés par séquengage (105).

Le kit INNO-LiPA HBV DR v2 (société Innogenetics) permet la détection des mutants de
résistance a la lamivudine et & I’adéfovir par une méthode d’hybridation différentielle, ou dot
blot inverse. Les produits de PCR sont déposés sur des sondes immobilisées sur des bandes de
nitrocellulose et spécifiques d’un polymorphisme donné : le produit de PCR biotinylé ne
s’hybride qu’avec son complémentaire strict. La technique impolse une charge virale totale
supérieure & 1000 copies/ml mais ce seuil peut étre diminué si une 2°™ PCR (nichée) est
réalisée. La limite de détection de la souche minoritaire est de I’ordre de 5-10% de la
population virale totale (57, 90, 126). Cette technique demande cependant une actualisation a
chaque fois qu’une nouvelle mutation de résistance est décrite.

La technologie de la PCR en temps réel du Light Cycler a été utilisée pour détecter les
variants YMDD de résistance a la lamivudine: 1’analyse des courbes de fusion permet de

‘donmer la température d’hybridation (Tm ou melting curve) de la sonde avec son ADN
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complémentaire. La valeur du Tm est spécifique de la qualité d’appariement de la sonde avec
PADN cible. Cette méthode reproductible et rapide permet la mise en évidence de
populations mixtes. Cependant, ’interprétation reste difficile si une population minoritaire est

présente dans une proportion inférieure & 25 % de la population virale totale (141).

4.2.3 Les techniques de recherche :

Le génotypage des variants de résistance a la lamivudine a pu étre mis au point grace a la
technologie des puces & ADN. Ce procédé présente 1’avantage de pouvoir étudier plusieurs
polymorphismes a la fois : chaque sonde d’ADN spécifique de la mutation a détecter est
déposée sur le support et mise en contact avec I’ADN cible préalablement amplifié par PCR
et marqué par un fluorophore. L’intérét de cette technologie réside dans sa capacité a traiter
un maximum d’échantillons en un minimum de temps. De plus, cette technique offre la
perspective de séquencer le génome viral en entier par une méthode beaucoup moins lourde
que celle utilisée actuellement. Cependant, le colit du matériel est important et la technologie
n’est pas encore assez optimisée pour permettre I’usage courant en diagnostic. D’autre part, la
sensibilité de la technique est limitée & des charges virales > 1000 copies/ml et le seuil de
détection de la population minoritaire est de I’ordre de 10% (50).

Dans I’étude de Hong en 2004 (47), le génotypage de résistance a la lamivudine est réalisé
par spectrométrie de masse MALDI-TOF. L’ADN est amplifié par PCR grice a des amorces
qui permettent d’introduire des sites de restriction au niveau du motif YMDD. La digestion
enzymatique par 2 endonucléases différentes permet d’obtenir 2 oligonucléotides de 13 et 7
mer marqueurs du polymorphisme YMDD. L’analyse du spectre de masse est spécifique de la
nature du codon présent en position 204. Cette technique est sensible : elle peut détecter des
charges virales de 100 copies/ml et les quasi-espéces minoritaires peuvent étre mises en
évidence jusqu’a des proportions égales a 1% de la population totale. Cependant, la
disponibilité d’un spectrométre de masse est limitée & certains laboratoires. Cette technique a
récemment été adaptée pour la détection des mutants rtN236T et A181V de résistance a
P’adéfovir (147). '

L’étude de Kirishima et al. (58) utilise la propriété des acides nucléiques a squelette
peptidique (PNA) pour amplifier préférentiellement les quasi-espéces minoritaires résistantes
a la lamivudine. Le PNA est choisi pour étre exactement complémentaire du motif YMDD de
la souche sauvage. En présence de la souche sauvage, le PNA bloque I’amplification par
PCR, le duplex PNA-ADN ¢étant plus stable qu’un duplex ADN-ADN (amorce-ADN cible).

En présence de la mutation, le PNA étant plus déstabilisé par le mésappariement que
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’hybride ADN-ADN correspondant, I’amplification de la souche mutée se produit. Une 2°™
PCR (PCR-nichée) permet de détecter les différents mutants grice a 1’introduction de sites de
restriction spécifiques pour chacune des mutations. Cette technique permet de mettre en
évidence 10 copies de plasmides mutants dans un bruit de fond de 10° plasmides sauvages
soit une limite de détection de la population minoritaire égale a 0,01%. Cette sensibilité peut
8tre augmentée & 0,001% pour un bruit de fond de 10° plasmides sauvages. Cependant le cofit
d’un PNA limite son utilisation courante.

Dans notre travail expérimental, nous avons mis au point une technique de PCR sélective
en temps réel sensible basée sur la stratégie ARMS (Amplification Refractory Mutation
System) (100) pour détecter les mutants de résistance a la lamivudine et a ’adéfovir. Cette
technique offre un bon compromis entre sensibilité, facilité d’utilisation et colit: elle sera

décrite dans la partie Matériels et Méthodes.
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Objectifs de I’étude
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Le traitement actuel de I’hépatite B repose sur Dinterféron-o et les analogues
nucléosidiques et nucléotidiques. Les analogues nucléosid(t)iques ont fait preuve de leur
efficacité clinique, sont bien tolérés et peu cofliteux. Actuellement, en France, seuls la
lamivudine et I’adéfovir disposent d’une A.M.M, mais d’autres molécules sont en cours de
développement et seront prochainement commercialisées. L’utilisation des analogues
nucléosid(t)iques impose une longue durée de traitement qui peut étre compromise par
I’émergence de virus résistants. La survenue de ces virus résistants est souvent délétere pour
I’histoire de la maladie du patient. Les mutations principales associées a la résistance sont la
rtM2041/V pour la lamivudine et la rtN236T et/ou la 1tA181V/T pour I’adéfovir. La détection
génotypique de ces variants de résistance par des techniques sensibles peut précéder de
quelques mois I’expression phénotypique de la résistance caractérisée par un rebond
significatif de la charge virale du VHB du patient. L’émergence des variants de résistance a la
lamivudine est en général progressive, le variant est d’abord minoritaire puis aprés quelques
mois, devient majoritaire au sein de la population virale totale. Le diagnostic précoce de la
résistance est important, surtout chez les patients 4 un stade avancé de leur maladie, et

demande donc des méthodes sensibles, capables de détecter les variants de résistance méme

lorsqu’ils représentent une population minoritaire.

Le but de ce travail a consisté & mettre au point une technique sensible de génotypage
capable de détecter et quantifier les variants minoritaires de résistance du VHB a la
lamivudine et a I’adéfovir. Une technique de PCR sélective en temps réel a été développée
pour étudier les mutations de résistance rtM2041/V et N236T. 1) Cette technique a été
initialement évaluée grace a des plasmides construits par clonage dans le laboratoire. 2) La
méthode a été comparée A deux autres techniques de référence qui sont le séquengage direct et
le test commercial INNO-LiPA HBV DR v2, en utilisant 4 la fois des plasmides et des sérums
de patients. 3) D’autre part, nous avons examiné par ces 3 techniques un ensemble de patients
pour lesquels nous disposions d’un suivi depuis I’initiation du traitement. 4) Enfin, nous
avons, de maniére rétrospective, recherché la préexistence de mutants rtM2041/V avant
traitement chez des patients développant ensuite une résistance a la lamivudine et des patients

ne la développant pas.
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1. Mise au point de la technique de PCR sélective en temps réel

1.1 Principe de la PCR sélective en temps réel

L’étude des duplexes amorce-ADN cible a révélé deux caractéristiques importantes :

- en cas de mésappariement du duplex en 3°, I’extension du duplex est
considérablement ralentie par rapport a un duplex sans mésappariement en 3’ si une
Taq polymérase sans activité de correction 3°-5" exonucléasique est utilisée.

- un mésappariement en 3° déstabilise considérablement le duplex.

Le principe de la technique de PCR sélective nommée aussi PCR spécifique d’alleles ou
Amplificatory Refractory Mutation System (ARMS) découle de ces propriétés fondamentales
(100). En prenant I’exemple de 1’étude de la mutation de 2 all¢les d’un géne, nous pouvons
considérer deux amorces P1 et P2 complémentaires chacune d’un des alléles étudiés,.
respectivement 1 et 2. L’amorce P1 formera un mésappariement pour 1’allele 2 tandis que
I’autre amorce P2 sera parfaitement complémentaire de cet allele. Le méme principe

s’applique pour I’amorce P2 (Figure 16).

Misappariement en 3’ Misappariement en 3’
A G
] i
—— —
Pl 1  p3 Pl P3 P2 ¢ p3 P2 P3
ALLELE 1 ALLELE 2 ALLELE 2 ALLELE 1
AMPLIFIE : res AMPLIFIE :
l $ l X
P1 NON P2 NON
AMPLIFIE AMPLIFIE
P3 . P3
ALLELE 1 ALLELE 2

Figure 16 : Principe de la PCR sélective. Les amorces P1 et P2 different en 3'. L'amorce P1 ne
permettra pas I'extension de I'aliéle 2 et 'amorce P2 ne permettra I'extension de l'alléle 1. L’'amorce
P3 est commune aux deux alléles (14). Omésappariement.

Dans ces conditions, en absence de mésappariement, alléle cible sera amplifié et, en cas

de mésappariement, 1’allele ne sera pas amplifié ou le sera treés faiblement.
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Les conditions pour une extension optimale dépendent de plusieurs facteurs qui sont, entre
autres, le type de mésappariement en 3’ terminal de ’amorce (Tableau VI), la température

d’hybridation et la concentration en MgCl,.

Base en 3’ de I'amorce

T C G A
T + +/- + 1,0*
C - +++ 1,0* +
ADN cible
G + 1,0* +4 4+ +4+ 4
A 1,0* + +++ +++

Tableau VI: Pouvoir de discrimination de la PCR spécifique d'alléles en fonction de la nature du
mésappariement en 3’ terminal. *: 100% d’efficacité de la PCR ; +++ aucune amplification (pouvoir
discriminant excellent) ; + : pas d’amplification (mais parfois signal faible, bon pouvoir discriminant) ; +/-
un signal faible peut étre observé (faible pouvoir discriminant) (61, 142).

Le principe de la PCR spécifique d’alleles peut étre appliqué a I’étude des mutations de la
transcriptase inverse du VHB (Figure 17). La discrimination entre les différents
polymorphismes repose donc sur la spécificité des amorces en 3’ terminal : I’extrémité 3 des
amorces se situe au niveau du site de la mutation a caractériser. L’amorce exactement
complémentaire d’'une mutation amplifiera préférentiellement le mutant et sera « réfractaire »
a I’amplification de la souche sauvage pour laquelle un mésappariement existe en 3’ terminal.

Transcriptase inverse
A B € D E

Protemne termmnale Espaceur RNase H

1 : 344

I

CONMI for sonde 1
3. ﬁ | ieges==u—=e =
codon 204 codon 236

= - - 3
2 - - S—
TLMI1 TCOM rer ADV1
—

LMV1

Figure 17: Principe de la PCR discriminante en temps réel appliquée a la recherche des mutations de
résistance a la lamivudine et a I'adéfovir. Les amorces COM for/rev sont des amorces communes pour tous les
virus (mutants et sauvages); LAMI1, LAMV1 et ADV1 sont des amorces sélectives de I'amplification des
variants rtM2041/V (lamivudine) et N236T (adéfovir).
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1.2 Choix des amorces sélectives et quantification des variants rtM2041/V et N236T

La méthode de PCR sélective en temps réel a déja été décrite pour I’é¢tude des mutations
principales de résistance a la lamivudine (112, 142). L’amorce LMI1 est spécifique du mutant
YIDD (la méthionine est substituée par 1’isoleucine) et présente donc un « mismatch » avec la
souche sauvage en 3’ terminal (A/G). Pour I’amplification du mutant YVDD (la méthionine
est substituée par la valine), I’amorce LMV présente un mésappariement volontaire en n-1
(G/T) a la fois pour le mutant et la souche sauvage, de facon a renforcer le pouvoir de
discrimination entre ces 2 populations (112) (Figure 18).

La technique a été développée dans le laboratoire pour étudier aussi les mutations de
résistance a 1’adéfovir et plus particulierement la mutation rtN236T. L’amorce a été choisie
exactement complémentaire au mutant rtN236T. L’amorce ADV1 présente un
mésappariement G/A en 3’ terminal pour la souche sauvage rtN236 (Figure 18).

amorce comnune-sens —p
ICACCTGTATTCCCATCCCATICATCCTGGGCTTTCGCAAAATTCCTATGGGAGTGGGCCTC

AGTCCGTTTCTCTTGGCTCAGTTTACTAGTGCCATTTGTTCAGTGGTTCGTAGGGCTTTCCC

an

204
Y MDD
CCACTGTTTGGCTTTCAGTTATATGGATGATGTGGTATTGGGGGCCAAGTCTGTACAACATC *

3 CCGGTTCAGACATGTTGTAG]-5'
Y I DD <4—— amorce commune-antisens
TATATTGATGATGTGGTATTGGGGG
3'{ACTACTACACCATAACCCCC|-5'
Y VDD amorce LNIL

TATGTGGATGATGTGGTATTGGGGG
3'{ CGCCTACTACACCATAACCCC|-6'
*+—amorce LMV1

an 236

N
# # + + GTATACATTTAAACCCTAACAAAACAAAAAGATGGGGTTACTCTTTACATTTCATG

T
ACCCCTAACAAAACAAAAAGAT

3'-|GGGGATTGTTTTGTTTTTCTA |—5'
<+— amorce ADV]

Figure 18 : Sélectivité des amorces utilisées dans la PCR sélective en temps réel. La sélectivité
d'amplification des variants de résistance repose sur la spécificité des amorces en 3’ terminal (LMI1,
LMV1 et ADV1 en bleu). Les amorces communes COM for et rev sont représentées en noir et la
sonde d’hybridation « molecular beacon » en vert. **x* : troncature du géne ; aa : acides aminés.

La détection et la quantification des mutants rtM2041/V et N236T est toujours réalisée

grace a la méme amorce commune sens (COM for), les amorces anti-sens variant en fonction
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du mutant a amplifier. Une amorce commune anti-sens (COM rev) permet, associée 8 COM
for, d’amplifier a la fois les variants de résistance et les souches sauvages et donc de
déterminer une charge virale totale du VHB.

La sonde utilisée pour la PCR en temps réel est une sonde de type « molecular beacon »
comportant un fluorophore en 5° (FAM) et un quencher en 3’ (Dabeyl) (112, 142). La
proximité du fluorophore et du quencher est favorisée par la structure en épingle a cheveux de
la sonde avant son hybridation sur I’ADN cible, ce qui inhibe 1’émission de fluorescence. Une
fois la sonde hybridée, le fluorophore est libéré de son quencher, la fluorescence peut alors
étre émise apres excitation. Son intensité est proportionnelle a la quantité de produits de PCR
formés donc du nombre de molécules d’ADN de départ. Chaque cinétique de PCR en temps
réel obtenue est caractérisée par une valeur Ct (Cycle threshold) qui correspond au nombre de
cycles a partir duquel I’amplification de I’ADN cible s’accroit de maniére exponentielle. La
valeur du Ct est liée a la concentration de la cible de départ.

Les sites d’hybridation des amorces et de la sonde appartiennent & des régions de la

transcriptase inverse assez conservées entre les différents génotypes.

1.3. Conditions opératoires de la PCR en temps réel:

Les séquences des amorces et de la sonde utilisées sont représentées dans le tableau ci-

dessous :
Spécificité Numeérotation des

Amorce/sonde Séquences

(séquence du codon) nucléotides (EcoR1)
COM for* 5-CAC CTG TAT TCC CAT CCC AT-3’ 595-615

Charge virale VHB
COM rev 5’-GAT GCT GTA CAG ACT TGG CC-3’ 758-778
LMI1# 5°-CCC CCA ATA CCA CAT CAT CA-3’ rtM2041 (ATT) 740-760
LMV1* 5°-CCC CAA TAC CAC ATC ATC CGC-3’ rtM204V (GTG) 738-759
ADV1 S-ATCTTT TTG TTT TGT TAG GGG-3’ rtN236T (ACC) 836-856
Sonde* 5°-GT CCC ATT TGT TCA GTG GTT CGT AGG : 687-724

GCT TTG GGA CC-3’ (5° FAM, 3’Dabcyl)

Tableau VIl : Séquences des amorces et de la sonde utilisées pour la PCR sélective en temps réel. La
spécificité des amorces pour chague mutant est indiquée avec la séquence du codon correspondant a la
mutation. * d’aprés (112, 142).
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La PCR en temps réel est réalisée sur un appareil Light Cycler (Roche Diagnostic,
Meylan, France). L’amplification est réalisée dans un capillaire de 20 pl contenant 2 4 5 mM
de MgCl, 400 nM d’amorce commune sens (COM for), 400 nM d’amorces anti-sens
spécifique du mutant & rechercher (LMI1 et LMV1 pour rtM2041/V et ADV1 pour rtN236T)
ou 400 nM d’amorce commune anti-sens (COM rev) pour la quantification totale du VHB,
400 nM de sonde « molecular beacon », 2pl de Light Cycler Fast Start DNA Master
Hybridation Probes (Roche Diagnostics) et 10 pl de matrice d’ADN du VHB (plasmide ou
extrait).

Les conditions de température sont identiques pour la quantification de I’ADN total du
VHB et la quantification des mutants rtM2041/V ou rtN236T : étape d’activation 10 min a
95°C suivie de 45 cycles d’amplification (10s d’activation a 95°C, 20s pour I’hybridation
testée pour des températures variant de 45 a 60°C et 15s d’élongation & 72°C). La charge
virale du patient ainsi que sa quantification en variants de résistance peuvent donc étre
déterminées en méme temps : un premier capillaire contient I’extrait du patient avec la paire
d’amorces communes (charge virale, cv) et le deuxiéme capillaire contient le méme extrait
avec ’amorce sens commune et ’amorce anti-sens spécifique du mutant a quantifier. Le
résultat de la quantification en mutants de résistance (m) est rendue en pourcentage de la

charge virale (= m/cv x 100).

2. Evaluation de la technique de PCR sélective en temps réel

2.1 Construction des plasmides par clonage

Quatre plasmides ont été construits : mutant rtM2041 (codon ATT), mutant rtM204V
(codon GTG), mutant rtN236T (codon ACC) et un plasmide sauvage rtM204 + rtN236 (codon
ATG et AAC en position 204 et 236 respectivement). Les souches virales mutantes et la
souche sauvage ont été amplifiées a partir de sérums de patients préalablement séquencés en
utilisant I’amorce sens 5’-AGA CTC GTG GTG GAC TTC TCT-3’ (nucléotides 250-271) et
I’amorce anti-sens 5°~-CGA GCA AWA CAA GCK GCT AGG A-3’ (nucléotides 1257-1280).
L’amplification a été réalisée dans un puits de réaction de 50 pul contenant 5 pl de tampon
10X, 4,5 mM de MgCl,, 500 nmoles de chaque amorce sens et anti=sehs, 400 pM de chaque
dNTP, 1,5 unités de Hot Start Taq Polymerase (Qiagen, Allemagne) et 5 pl d’extrait d’ADN.

Les cycles thermiques ont été effectués sur thermocycleur 9600 Perkin : une étape initiale de
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dénaturation a 95°C, suivie de 40 cycles d’amplification (30s & 94°C, 30s a 55°C et 40s a
72°C), puis un cycle final de 10 min & 72°C. La présence des produits de PCR est vérifiée par
électrophorése (95-100V) sur gel d’agarose & 2% (tampon Tris Borate EDTA 1X). La
migration a été suivie visuellement par addition a I’échantillon de bleu de bromophénol et de
xyléne cyanol. L’incorporation d’un agent intercalant de I’ADN, le bromure d’éthidium,
fluorescent sous UV, a permis la mise en évidence des produits de PCR sur le gel d’agarose,
ainsi que la détermination de la taille des amplicons grice & la migration en paralléle d’un
marqueur de poids moléculaire (SmartLadder, Eurogentec, Belgique).

Ensuite, les produits de PCR ont été ensuite ligués dans un vecteur plasmidique (pCR® 2.1
Vector-3931 pb) et transformés par choc thermique dans les bactéries compétentes One Shot®
(Escherichia coli) en utilisant le kit TOPO TA Cloning suivant les instructions du fabricant
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). Les bactéries transformées ont été incubées 16h a 37°C sur
milieu gélosé Luria Bertani (LB) contenant de I’ampicilline (100 pg/ml), de I'IPTG (50 pM)
et de I’X-gal (80 pg/ml). Aprés incubation, 5 colonies positives (incolores) ont été recueillies
et mises individuellement en culture sur 3,5 ml de milieu liquide LB (contenant 100 pg/ml
d’ampicilline) pendant 16h & 37°C et sous agitation. Deux ml de chaque milieu liquide ont été
centrifugés pendant 15 min a 6000g. Les plasmides ont été extraits du culot bactérien en
utilisant le kit High Pure Plasmid Isolation (Roche Diagnostics, Meylan, France). Les
différents plasmides extraits ont été testés en PCR en temps réel avec les amorces COM rev et
COM for suivant le protocole décrit précédemment, puis séquencés pour vérifier la présence
de la mutation d’intérét. Enfin, les plasmides ont été dosés par spectrophotométrie puis dilués

avec de P’eau stérile.

2.2. Comparaison de la PCR sélective avec le séquencage et le test INNO-LiPA

2.2.1 Le séquengage direct

Principe de la technique de Sanger:

Le séquencage comprend d’abord une amplification de I’ADN d’intérét par une PCR
conventionnelle, la purification des produits de PCR par filtration sur membrane, et enfin les
réactions de séquence par PCR. Le brin sens et le brin anti-sens de I’ADN sont séquencés
dans des milieux réactionnels différents (amorce sens et anti-sens). Dans les milieux
réactionnels se trouvent la Taq Polymérase, des dNTP en grand nombre et une faible
proportion de didéoxynucléotides (ddNTP) qui différent des dNTP par I’absence d’un
groupement hydroxyle en 3°. Ces ddNTP sont marqués par des fluorophores qui different
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pour chaque base ACTG. Au cours de la polymérisation, I’incorporation d’un ddNTP entraine
Parrét de la syntheése du brin en formation par la polymérase. L’absence du groupement
hydroxyle en 3’ fait que la liaison phosphodiester ne peut se former entre les nucléotides.
L’incorporation des ddNTP est aléatoire et entraine statistiquement a la fin des réactions de
séquence la formation de fragments d’ADN de toutes les tailles différentes possibles.

Les produits de séqlience sont ensuite purifiés par filtration et déposés dans le séquenceur
ol ils subissent une migration par électrophorése en capillaire. L’échantillon est soumis 4 une
électrophorése en condition dénaturante sur un gel de polyacrylamide. Une haute tension
(supérieure a 100 V/cm) est appliquée entre les deux extrémités du capillaire : plus le
fragment est de petite taille, plus la migration est rapide. Avant leur sortie a ’autre extrémité
du capillaire, les brins d’ADN sont excités par un laser et la fluorescence émise, de longueur
d’onde différente pour chaque nucléotide marqué, est détectée par une barrette de diodes. Le
traitement informatisé des signaux transmis permet de reconnaitre les séquences d’ADN

correspondantes.

Mode opératoire :

L’échantillon (plasmide ou extrait d’ADN) est amplifié avec ’amorce sens P1: 5’-CTA
GAC TCG TGG ACT-3’ (nucléotides 255-272) et I’amorce anti-sens P2 : 5°-AGA AAG
GCC TTG TAA GTT GG-3" (nucléotides 1102-1121) suivant les mémes conditions
opératoires que celles décrites pour le clonage. Les produits de PCR sont purifiés en utilisant
des plaques Montage PCR96 (Millipore, Saint Quentin en Yvelines). Les réactions de
séquence sont réalisées grace aux amorces HBVIS, 5°-GGA TGTGTC TGC GGC GTT T-3
(375-393) et HBVIAS2, 5°'-GCA AAD CCC ARA AGA CCC ACA AT -5 (975-997).
Chaque puits de réaction de 20 pl contient 1,5 pM d’une amorce sens ou anti-sens, 4 pl de
DTCS (kit CEQ DTCS Quick Start, Beckman Coulter, Roissy, France) et 1 4 5 pl de produits
de PCR purifiés. Les conditions thermiques de PCR (thermocycleur Perkin 9600) sont les
suivantes : dénaturation 20s a 96°C, hybridation de I’amorce 20 s & 50°C, élongation 4 min a
60°C et pendant 30 cycles. HBVIS et HBVIAS2 peuvent aussi servir d’amorces dans les PCR
nichées pour augmenter la sensibilité de la 1°° amplification par P1 et P2. Les produits de
séquence sont purifiés par filtration sur gel de Sephadex G50 (Millipore) et analysés par le

séquenceur automatique (CEQ 2000XL DNA analysis System, Beckman Coulter).
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2.2.2 Méthode d’hybridation inverse ou test INNO-LiPA HBV DR v2

Le test commercialis¢ INNO-LiPA HBV DR v2 (Innogenetics, Gent, Belgique) est un test
d’hybridation moléculaire sur bandelette pour la détection simultanée de séquences sauvages
ou mutées et de polymorphisme au niveau des codons 80, 173, 180, 181, 204 et 236 du géne
de la polymérase du VHB. Le produit de PCR biotinylé hybride spécifiquement des sondes
oligonucléotidiques immobilisées en lignes paralleles sur bandelettes. Aprés hybridation, est
ajoutée de la phosphatase alcaline marquée a la streptavidine qui se fixe aux hybrides
biotinylés précédemment formés. L’incubation d’un chromogéne entraine un précipité
brun/violet (cf chapitre résultéts partie 2.1). Pour notre étude, les tests ont été pratiqués

suivant les instructions du fabricant.

3. Application de la technique de PCR sélective a des sérums de patients

3.1 Les patients

Les 9 patients choisis ont une hépatite B chronique prouvée sur le plan sérologique,
virologique et histologique et sont suivis dans le département d’Hépato-Gastro-Entérologie du
Centre Hospitalier et Universitaire de Grenoble (Pr J.P. Zarski). Les patients ont été choisis
rétrospectivement selon les critéres suivants : hépatite B chronique, sérologies VHC et VIH
négatives, traitement 3 la lamivudine et/ou & I’adéfovir aux posologies habituelles, suspicion
de résistance évoquée par une augmentation significative de leur charge virale (> 1 log) 4 un
moment donné de leur traitement. La recherche et la quantification des mutants de résistance a
la lamivudine ou a I’adéfovir par la technique de PCR sélective en temps réel ont été réalisées
pour ces 9 patients, soit 68 sérums au total. L’étude de I’émergence des variants de résistance
a pu étre réalisée tous les 3 mois, de la date de la mise sous traitement jusqu’au pic du rebond
viral. Pour 2 patients, la dynamique des variants a pu étre étudiée sur une longue période
permettant d’apprécier aussi le devenir des variants aprés le pic du rebond viral et
I’instauration d’un nouveau traitement.

En paraliéle, la recherche de variants rtM2041/V a été réalisée de maniére rétrospective
sur 14 patients avant traitement 4 la lamivudine. Parmi ces patients, 6 ont développé une
résistance a la lamivudine dont 4 avant 18 mois de traitement et 2, entre 18 mois et 3 ans de
traitement. Les 8 autres patients n’ont pas développé de résistance a la lamivudine aprés 3 ans

de traitement.
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3.2 Extraction de ’ADN viral des sérums des patients

L’ADN a été extrait en utilisant le kit Qiagen QIAmp® DNA (Qiagen, Courtaboeuf,
France) a partir de 200 pl de sérum. L’extraction comportait les étapes suivantes : lyse du
virus, dénaturation des complexes nucléoprotéiques, inactivation des nucléases endogénes.
L’ADN précipité par I’éthanol absolu a été fixé sur une colonne de gel de silice et aprés 2
étapes de lavage successives, I’ADN a été élué par 50 pl de tampon d’élution et stocké a -

80°C.

3.3. Quantification de ’ADN du VHB par la technique Cobas Amplicor Monitor

La charge virale a été mesurée par le systtme de référence Cobas Amplicor HBV
Monitor™ de Roche (extraction Cobas). Ce procédé est basé sur une PCR compétitive avec
co-amplification d’une région conservée du virus (région précore) et d’un standard interne qui
est un plasmide comportant des séquences proches de I’ADN cible. La limite de sensibilité de
la technique est de 200 copies/ml. Le protocole d’extraction et de détermination de la charge
virale a été réalisé selon les recommandations du fournisseur (Roche Diagnostics, Meylan,

France).

3.4 Quantification des mutants de résistance a la lamivudine et a I’adéfovir

La quantification des variants rtM2041/V et rtN236T a été réalisée comme décrit
précédemment dans le paragraphe 1.3. La charge virale obtenue par les amorces Com for/rev
de la PCR sélective a été comparée avec les résultats de la charge virale mesurée par la

technique de référence, Amplicor Monitor.
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Résultats

69




1. Validation de la technique de PCR sélective en temps réel

1.1 Optimisation de la PCR sélective

Deux facteurs principaux ont été étudiés pour optimiser la PCR sélective : la température
d’hybridation et la concentration en MgCl,. La température d’hybridation des amorces et de la
sonde a été étudiée entre 45 et 60°C. La sélectivité d’amplification, par leur amorce respective
LMI1 et LMV2, des plasmides mutants rtM2041/V par rapport au plasmide sauvage rtM204
augmente avec 1’élévation de la température d’hybridation. Cependant, ceci entraine une
diminution de [Dintensité des courbes de fluorescence. De méme, en faisant varier la
concentration en MgClh, de 2 & 5 mM, les plasmides mutants rtM2041/V sont
préférentiellement amplifiés pour des concentrations faibles en MgCl,, mais la diminution de
la concentration en MgCl, affecte aussi 1’intensité de la fluorescence (Tableau VIII). Pour
I’ensemble de nos expériénces, les conditions opératoires permettant le meilleur compromis,
entre sélectivité et obtention de courbes de fluorescence sans équivoque pour I’interprétation
des résultats, ont été choisies c’est a dire, une température d’hybridation fixée a 50°C et une
concentration en MgCl, égale 4 3 mM. Les mémes conditions ont été adoptées pour I’étude de

la mutation N236T a ’adéfovir.

Amorce LMI1 Amorce LMV1

Ct Ct
Conditions 3 6  M204I (10° 3 6, M204V (10°
opératoires M2041 (10%)  M204 (109 ‘roo, (102,) M204V (107 M204 (109 ['ro0 “ 05))
MgCI2= 3mM
T = 45° 32,09 34,04 31,98 32,73 32,07 31,34
T=50° 31,82 34,57 31,61 31,55 32,04 30,84
T=55° 31,92 34,83 31,27 31,64 32,75 31
T=60° 31,05 35,53 31,27 32,28 32,11 31,06
T=50°C
MgCl, = 2mMm 31,17 34,85 31,85 31,57 33,18 31,46
MgCl, = 3mM 32,08 34,92 31,74 32,33 32,21 31,21
MgCl, = 4mM 32,07 33,80 31,72 32,33 31,10 30,47
MgCl, = 5mM 32,05 33,18 31,62 32,69 31,04 30,65

Tableau VI : Optimisation de la PCR sélective. Les chiffres représentent les valeurs de Ct (Cycle
threshold = cycle ot commence 'amplification de 'ADN) observées suivant les variations des conditions
opératoires pour les plasmides rtM2041 (10° copies), rtM204V (1 0® copies) et rtM204 (10° copies) seuls
ou en mélange. La souche sauvage M204 est moins bien amplifiée pour une T= 60° et une
concentration en MgCI2 égale & 2mM, contrairement aux mutants M2041/LMI1 et M204V/LMV1.
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1.2 Spécificité des amorces LMI1, LMV2 et ADV1

La spécificité de chaque amorce a été testée vis & vis des différents plasmides (Tableau
IX). L’amplification non spécifique de la souche sauvage est retardée en moyenne d’au moins
10 cycles par rapport a I’amplification du mutant d’intérét, ce qui équivaut a une
amplification 1000 fois moins importante. I.’amorce COM rev permet de vérifier que la

quantité des différents plasmides est Ja méme.

Amorces Plasmide rtM204| Plasmide rtM204V Plasmide rtiN236T Plasmide sauvage

10° copies 10° copies 10° copies 10° copies
LMIM 23,96 £ 0,16 32,34 +£0,37 36,93 +0,26
LMV1 36,74 +£0,32 24,09+0,18 34,22 +0,30
ADV1 24,18 + 0,28* 34,55+ 0,33*
COMrev _ 24,35+0,22 24,15+ 0,39 2440 +0,21* 24,53+ 0,40

Tableau IX: Spécificité de la PCR sélective en temps réel. La moyenne des valeurs de Ct + I'écart
type est donnée pour les différents plasmides a 10° copies avec les différentes amorces (h=10
mesures sauf *, n= 5 mesures).

1.3 Sensibilité de la technique de PCR sélective en temps réel

La sensibilité de la technique a été estimée grace a la dilution des différents plasmides et a
ét¢ déterminée comme étant la derniére dilution pouvant étre détectée de maniére répétée et
différente d’un blanc (H;0). L’expérience a été renouvelée au moins 6 fois a des moments
différents pour chaque plasmide et son amorce correspondante. La sensibilité a été trouvée
égale & 10 copies de plasmides / capillaire de réaction pour ’ensemble des amorces sélectives

LMI1, LMV1 et ADVL.

1.4 Estimation de la limite de sélectivité de la technique

Pour estimer la sélectivité de la technique, des plasmides mutants ont été mélangés dans
différentes proportions & du plasmide sauvage. Les plasmides mutants se trouvaient mélangés
dans des proportions égales & 100%, 20%, 1%, 0,1% et 0%. La quantité totale de plasmides
par mélange était identique pour tous et égale 4 10° copies. La limite de détection du plasmide
mutant a été établie en fonction du seuil en dessous duquel il était impossible de différencier
I’amplification du plasmide mutant minoritaire de celle du bruit de fond composé du plasmide
sauvage. La technique était capable de détecter 100 copies de mutants dans une population

totale de plasmides égale a 10° copies, sans risque de confondre leur amplification respective
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(Figure 19 et Tableau X). La limite de détection a donc été évaluée a 0,1% pour les amorces
spécifiques des mutants rtM2041, M204V et N236T. Le méme résultat a été trouvé pour des

bruits de fond équivalents de 10* 4 10® copies de plasmide sauvage.

BZ13-

Fluorescence [F1)

i
25 30 35 40 45

I
a 5 10 15 20
Cycle Number

Figure 19 : Capacité de discrimination de la PCR sélective. Le plasmide rtM204| est mélangé au plasmide
sauvage dans différentes proportions : A : 100% de M204l ; B : 20% de M204l; C: 1% de M2041; D : 0,1%
de M204I (n=6) ; E : 0% M2041 ou 100% de plasmide sauvage.

rtM2041/LMI1  rtM204V/LMV1 rtN236T/ADV1

. s 5 .
100 copies de plasmfdes mutants daps 10 cop|e_s de 3245:036 32,59 0.25 32174+ 0.42
plasmides sauvages : moyenne Ct + écart type (n=6)

5 . : ;
10 copies d_e plasmides sauvages : moyenne Ct + 36,93+026 34224030 34,55 0,33
écart type (n=6)

A Ct 4,48 1,63 2,38

Tableau X: Pouvoir de discrimination de la PCR sélective estimé par I'écart de Ct (A Ct) entre
I'amplification du mutant minoritaire 4 0,1% et la population virale totale a 10° copies. Les écarts de Ct
sont > 1,5 ce qui est statistiquement suffisant (risque o < 0,05) pour ne pas confondre I'amplification de
la population minoritaire de I'amplification du bruit de fond composé de plasmide sauvage.
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1.5 Répétabilité et reproductibilité de la quantification par PCR sélective en temps
réel a partir de mélanges de plasmides.

Des mélanges de 20%, 1% et 0,1% de plasmides mutants dilués avec du plasmide sauvage
ont été réalisés pour ces essais de répétabilité et de reproductibilité. La quantité totale de
plasmides était de 10° copies. Pour les essais de répétabilité, les échantillons ont été analysés
6 fois dans le méme programme de PCR. Pour les essais de reproductibilité, les échantillons
ont été analysés 6 fois dans 6 expériences différentes. Pour chacun des mélanges, la
quantification des mutants de résistance dépendait de 2 PCR: une correspondant a la
quantification de I’ADN total et une autre correspondant a la quantification spécifique du
mutant de résistance. La validation prend en compte la variabilité issue des 2 PCR (Tableau
XI).

Pour les essais de répétabilité, les coefficients de variation (CV) correspondant a la
quantification des mutants rtM204I aux proportions 20, 1 et 0,1% étaient respectivement de
15, 10 et 20%. Pour les mutants rtM204V, les CV étaient de 15, 11 et 15% respectivement
pour les mémes concentrations. Concernant les essais de reproductibilité, les CV étaient de
18, 32 et 42% pour le plasmide M204I, et de 18, 22 et 27% pour le plasmide M204V aux
proportions respectives de 20, 1 et 0,1% (Tableau XI). La validation n’a pas été réalisée pour

le plasmide rtN236T.
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Répétabilité Reproductibilité
(n=6) (n=16)
m s CV % m s CV %
ADN total (cop/cap) 43347 5919 8 75792 11488 15
© amorce COM for-rev
=]
g 20%  DCRSelective (copfeap) 545, ggq 8 13594 1720 13
,a " amorce LMI1
o B
T g Mutant / ADN total (%) 17 2,6 15 18 3,3 18
L2 oa
2, O
8 = ADN total (cop/cap) ,
o
< 3 e COM forey 57886 3933 7 71761 12383 17
— =
2 L PCR Selective (cop/cap)
o 0,
E 2 1% o orce LMI1 439 16 4 538 123 23
5
=i Mutant / ADN total (%) 0,8 0,07 10 0,8 0,25 32
-
< o ~
S B 1
g€ ADNtotal (cop/cap)  gae 4390 5 66241 12638 19
= 3 amorce COM for-rev
E 0.1% PCR Selective (cop/cap) 31 15 19 119 34 28
@ ’ amorce LMI1
[=¥]
Mutant / ADN total (%) 0,10 0,02 20 0,19 0,08 42
ADN tofal (cop/cap) o315 3574 3 87249 19314 22
2 amorce COM for-rev
g 20  DCR Selective (cop/eap)  gc49 950 14 | 20790 4420 21
- 2 amorce LMV1
D g
o E Mutant / ADN total (%) 18 2,7 15 24 4,43 18
8 8
20
Qo o
N~ ADN total (cop/cap) 5170 3449 6 70357 16503 23
S 8 amorce COM for-rev
o
28 o PCR Selective (cop/cap)
k] 2 1% amorce LMV1 715 53 7 690 131 19
xg %
B g Mutant /' ADN total (%) 1,2 0,12 11 1,0 0,22 22
> o
% O
§ g ADNtotal (cop/cap) 475 8103 * 21 | 59965 10276 17
2 amorce COM for-rev
Q a
= PCR Selective (cop/cap)
0,
% 0,1% o oros LMV 368 39 11 236 91 38
~ .
Mutant / ADN total (%) 0,57 0,08 15 0,38 0,10 27

Tableau Xl : Validation de la PCR sélective: résultats des essais de répétabilite et de
reproductibilité de la quantification des plasmides mutants rtM2041/V dilués a 20, 1 et 0,1% dans 10°
copies de plasmide sauvage par la technique de PCR sélective en temps réel (m= moyenne, s=

écart type estimé, CV= coefficient de variation, cop/cap= copies/capillaire ou réaction).
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1.6 Comparaison des résultats de charge virale obtenus par la technique de PCR
sélective et le systéme Cobas Amplicor Monitor sur 68 sérums de patients

La quantification de I’ADN VHB par les amorces COM for et COM rev est corrélée de
maniere significative avec la détermination de la charge virale par le systéme Cobas Amplicor
Monitor : le coefficient de corrélation est égal a 0,88 (coefficient de corrélation de Spearman).
La comparaison des résultats des charges virales (cv) obtenues par les 2 techniques est

représentée dans les graphiques ci-dessous (Figures 20 et 21).

1) :
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Figures 20 et 21 : Comparaison des résultats de charge virale (cv) donnés par Monitor Amplicor et
PCR sélective (n=68). Figure 20 : Droite de régression entre la cv Monitor Amplicor et la cv par PCR
sélective (1). Le coefficient de régression linéaire R? est égal a ~0,79. Figure 21 : Accord entre les
mesures obtenues par Monitor Amplicor et les mesures obtenues par PCR sélective (2). Md =
moyenne des différences ; Md + 2Sd = intervalle de confiance a 95% de Md.
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La pente de la droite de régression linéaire (y = 0,9009x + 0,3259, R*=0,7887) a &té testée
a 1 et Pordonnée & I’origine & 0 ce qui permet de conclure 2 I’égalité des mesures par les 2
méthodes (Y=X avec le risque o =5%). L’accord entre les résultats de cv donnés par le
systtme Cobas Amplicor Monitor et les résultas de cv donnés par PCR sélective est
satisfaisant : plus de 95% des points appartiennent a I’intervalle de confiance de la moyenne

des différences (12) (Figure 20).

2. Comparaison de la technique de PCR sélective avec le séquencage et le

test INNO-LiPA HBV DR v2.

2.1 Comparaison de Jla sénsibilité et de la sélectivité des techniques en utilisant les
plasmides

Pour comparer la technique de PCR sélective avec les autres méthodes de génotypage, des
mélanges de plasmide sauvage avec des plasmides mutants présents dans les proportions de
50, 20, 10, 5, 1 et 0,1% ont été effectués. Tous les échantillons ont été testés pour 3
populations totales de plasmides différentes, 10°, 500 et 100 copies. Chaque mélange a été
analysé a la fois par séquengage direct, par INNO-LiPA et par PCR sélective en temps réel.

Le séquencage direct a permis de détecter le mutant minoritaire jusqu’a une proportion de
10% pour des quantités totales d’ADN plasmidique égales a 10° et 500 copies (Figure 22).
Pour une population totale de plasmides de 100 copies, le séquengage ne permet la détection
du mutant que dans P’échantillon ot il représente 50% de la population plasmidique totale. Ce
résultat est en relation avec la sensibilité de la PCR qui précéde le séquencage.

Les résultats obtenus par le test INNO-LiPA HBV DR v2 sont similaires quelle que soit la
population d’ADN plasmidique totale analysée. L’échantillon contenant 5% de plasmides
mutants a &té détecté pour les populations totales de 10°, 500 et 100 copies de plasmides
(Figure 22).

La technique de PCR sélective en temps réel perd sa haute capacité & détecter le mutant
minoritaire dés que la population totale d’ADN décroit. Pour 10° copies de plasmides, la
derniére dilution détectée est celle comportant 0,1% de mutants. Pour 500 et 100 copies de
plasmides, la PCR sélective détecte au mieux les échantillons contenant, respectivement, 5%

et 10% de plasmides mutants. Ces résultats sont conformes & nos attentes étant donné la
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sensibilité de la technique qui est de 10 copies de plasmides/réaction. La comparaison des

performances des 3 techniques est représentée dans le Tableau XII.

A TG
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Figure 22 : Détection de la population minoritaire rtM204V par séquencgage direct (a gauohe) et par
INNO-LiPA HBV DR v2 (a droite) dans une population totale d’ADN plasmidique de 10° copies. Le
mutant rtM204V (codon GTG) peut étre détecté jusqu’a une proportion égale a 10% en mélange
avec le plasmide sauvage présent a 90% (codon ATG). Cinq bandes sont représentées a droite
avec les proportions suivantes de plasmides rt M204V mélangés a du plasmide sauvage M204: A :
50%, B : 20%, C: 10%, D : 5%, E : 1%. La bande D est positive pour M204V, mais faiblement. Le
plasmide sauvage arbore, par ailleurs, les marqueurs moléculaires, visibles sur la bande, suivants :
L80, V173, L180, N236T et le plasmide M204V les marqueurs L80, V173, L180M, N236.

La comparaison a été réalisée avec les plasmides mutants rtM204I et rtM204V et les
résultats obtenus sont identiques pour les 2 types de plasmides. La comparaison n’a pas pu

étre effectuée avec le plasmide rtN236T.
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ADN total = 10° copies ADN total = 500 copies ADN total = 100 copies

séquencage INNO-  PCR séquencage INNO- PCR  séquengage INNO- PCR

direct LiPA  sélective direct LiPA  sélective direct LiPA  sélective
50% WT/V WTI/V v WT/V WT/V v WTIV WT/V v
20% WT/V WT/V v WT/V WT/V v WT WT/V A%
10% WTIV WT/V v WTNV | WT/V v WT WT/V Vv
5% WT WTV A% WT WTIV Vv WT WTIV -
1% WT WT A% WT WT - WT WT -
0,1% WT WT Vv WT WwT - WT WT -

Tableau Xll : Comparaison du séquengage direct, du test INNO-LiPA et de la PCR sélective en temps
réel pour différentes proportions de plasmides mutants (50%, 20%, 10%, 5%, 1% et 0,1%) mélangées
a4 du plasmide sauvage et pour différentes quantités d’ADN plasmidique total (105, 500 et 100 copies).
WT (wild type) : plasmide sauvage détecté, V (variant) : plasmide mutant détecté, - : plasmide mutant
non détecté.

2.2 Comparaison des résultats de la PCR sélective, du séquencage et du test INNO-
LiPA sur des sérums de patients

Vingt-six sérums de patients ont été analysés par PCR sélective, séquengage direct et par
INNO-LiPA HBV DR v2 (Tableau XIII). La comparaison entre le séquengage et la PCR
sélective a révélé 10 résultats discordants dans lesquels la PCR sélective détectait un variant
que le séquengage ne détectait pas. Les variants non détectés par le séquengage ont été
retrouvés par INNO-LiPA pour 8 échantillons sur 10, confirmant les résultats de la PCR
sélective. Tous les variants non détectés par séquencgage étaient minoritaires, représentant
entre 1 et 18% de la population virale totale. La majorité des variants rtM2041/V non détectés
(sérums 16-22 et 25) par séquengage a été retrouvée chez un patient aprés arrét du traitement
par lamivudine. Dans les sérums 1 et 2, le variant rtM2041 n’a pas été détecté mais coexistait

avec le variant rtM204V majoritaire qui, lui, a été détecté par séquencgage.
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sérum Séquencage direct PCR sélective INNO-LiPA DR vr2 Charge virale
Codon 204 | Codon 236 Codon 204 Codon 236 | Codon 204 | Codon 236 | (log cop/ml)

1 v N V67%/112% - Non amplif | Non amplif 4,83
2 \% N V 80%/110% - v N 7

3 M N Variant nd - M N 9,29
4 M N Variant nd - M N 5,89
5 M/V/1 N V 48% /124% - v/ N 6,87
6 M/V/ N V45%/121% - Vi N 8,84
7 M/V/1 N V 58%/120% - Vi N 9,37
8 M/V/ N V 50%/120% - v/l N 9,55
9 M/VIT N V25%/110% - v/ N 6,65
10 M/VIT N V 67%/120% - v N 5,88
11 M/V/I N V43%/120% - V/i N 5,57
12 M/V/T N V51%/125% - vi N 5,31
13 M/VIT N V49%/125% - Non amplif | Non amplif 4,86
14 M/VIT N V19%/115% - M/V/L N 4,94
15 M/V N V22%/112% - Non amplif | Non amplif 4,16
16 M N . V7%/110% - M N 4,04
17 M N V8%/118% - MV N 3,98
18 M N V 8% /117% V(aT‘"‘Zf,Z;)‘d M/ N/T 3,20
19 M N/T V8% /110% T21% M/IIV N/T 4,08
20 M N/T V2% T 34% M N/T 4,86
21 M N/T 113% T 29% MANV N/T 3,74
22 M N/T V 14% T 27% M/V N/T 3,65
23 M* N# Non amplif | Non amplif{ Non amplif | Non amplif 2,31
24 I N 120% - Non amplif | Non amplif 5,57
25 M N 1% - 1 N 9,30
26 M N Variant nd - M N 8,81

Tableau Xlll ;: Comparaison de sérums de patients par séquengage, PCR sélective et INNO-
LiPA. La charge virale indiquée en log copies/m! correspond a la mesure donnée par la
technique de référence Amplicor Monitor. Cing sérums n'ont pas pu étre amplifiés pour le test
INNO-LIPA et 1 pour la PCR sélective (Non amplif). Les sérums 2, 5-15 ont été analysés
dans la méme série ol un mangue de sensibilité de la PCR d’amplification du test INNO-LiPA
est suspecté : ces échantillons n‘ont pas encore pu étre re-testés. * Le sérum 23 a été
amplifié¢ aprés une PCR nichée. § Sérum quantifié a posteriori avec un autre protocole

d’extraction (M :M204 ; V: M204V ; [ : M204l; N: N236; T
testé).
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La comparaison entre la PCR sélective et le test INNO-LiPA a montré 5 résultats
discordants. Pour 3 sérums, la PCR sélective a détecté un variant minoritaire M2041/V, dans
des proportions comprises entre 2 et 10%, qui n’a pas été trouvé par le test INNO-LiPA ou le
séquengage : 2 sérums correspondent 4 un suivi de patients aprés arrét du traitement a la
lamivudine (sérum 16 et 20), et un sérum a I’émergence du variant M204l en coexistence
avec le variant M204V majoritaire et détecté par les 3 techniques (sérum 2). Dans 2 cas ou la
charge virale des sérums était faible (sérums 18 et 21), le test INNO-LiPA a mis en évidence
un variant qui n’a pas été détecté par les autres méthodes. La détection dans le sérum 18 du
variant -N236T par le test INNO-LiPA intervient dans un contexte d’émergence de la
résistance et a donc une importance clinique. Ce variant n’a pas pu initialement étre déteété
par PCR sélective. Un autre protocole d’extraction partant d’un volume de sérum plus
important a permis, a posteriori, de détecter ce variant minoritaire & 4%. Un variant
minoritaire M204I estimé & 1% par PCR sélective (sérum 25) a également été détecté par le
test INNO-LiPA, malgré la faible proportion retrouvée. La charge virale pour ce sérum était
trés élevée (9,3 log copies/ml). Le sérum 23 a pu étre amplifié pour le séquencage direct aprés

une PCR nichée. Ce protocole n’a pas été mis en oeuvre pour le test INNO-LiPA.

3. Recherche des variants chez des patients atteints d’hépatite B chronique

3.1 Caractéristiques cliniques des patients avant traitement
Les caractéristiques cliniques des patients avant traitement sont représentées dans le

tableau XI1V.

Caractéristiques cliniques des patients (P) avant traitement
Sexe (arﬁ]gé?as) Génotype | Ag HBe ((:l}; 2%2;’;::11; " ALAT
P1 M 52 E - 4,7 1,4N
P2 M 67 nr - 7,3 3N
P3 M 50 D - 9,3 6N
P4 M 43 D - 4,3 2N
| P5 M 42 A + 9,4 5N
P6 M 43 nr - 4 1,4N
P7 M 42 D - 6,7 2N
P8 F 54 D - 3,3 32N
P9 M 42 D - 6,5 2N

Tableau XIV. Caractéristiques cliniques des patients (P1-9) avant traitement. Le génotype n'a
pas été déterminé pour P2 et P6. La charge virale a été déterminée par le systéme Cobas
Amplicor Monitor. N= limite supérieure de normalité des ALAT (3-30 UI/I). nr =non réalisé.
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3.2 Etude de I’émergence des variants rtM2041/V et rtN236T par PCR sélective

L’émergence des variants de résistance a été étudiée pour 9 patients (P1-P9). Pour 2

patients (P6 et P9), aucun variant n’a été détecté malgré un rebond viral significatif. Ces

résultats ont été confirmés par séquencage (Figure 23).

Pour 5 patients (P1, P2, P4, PS5 et P7), la détection génotypique des mutants rtM2041/V

¢tait contemporaine de la remontée significative de la charge virale (= 1 log). En revanche,

pour le patient P3, la détection du variant N236T précédait de 6 mois la remontée de plus de 1

log de ’ADN du VHB. A I’inverse, le rebond viral précédait la détection du variant N236T

pour le patient P8). Une réactivation de I’hépatite (augmentation des ALAT > 2 fois la limite

supérieure de normalité) est survenue chez 5 patients (P1, P3, P4, P7 et P8). Elle était dans la

plupart des cas différée d’au moins 3 mois par rapport a la rechute virale, sauf pour la

résistance a 1’adéfovir chez le patient P3 ou I’exacerbation de 1’hépatite était contemporaine

du rebond viral.

P1

P2

P3

P4

P5

P6

P7

P8

P9

Durée du traitement (mois)

Moment de la détection génotypique / rebond viral (cv log cop/ml)

v

|LAM . 18M |
MO/M8 (cv= 3,51)
| LAM 18w |
 M18/M18 (cv=4,89)
| LAM ; 30M |
M6/M8 (cv= 6,87) | ADV . 60M
]
M12/M12 (cv= 3,69)
|LAM _ 2M |
M12/M12 (cv= 6,19)
Absence mutation /M33 (cv=3,71)
| LAM 34m | LAM
M30M30 [ Apy 54M |
(cv=5,28) | }
Ao . ] M48/M48 (cv=8,81)
M8/M8 (cv= 5,16 / 4,17)
v 1em |

Absence mutation /M12 (cv=7,64)

Figure 23 : Emergence des mutants rtM204I1/V et N236T chez les patients P1 a P9. La durée du
traitement est indiquée avec le moment de la rechute virale et de la détection du variant de
résistance a la lamivudine (LAM, rtM2041/V) ou a I'adéfovir (ADV, N236T) par PCR sélective. Aucun
variant n'a été détecté chez P6 et P9. La détection génotypique était souvent contemporaine du
rebond viral sauf pour P3 ou le variant N236T a été retrouvé 6 mois avant (M45 en rouge) et pour
P8 ot la rechute virale (M6 en vert) a précédé la détection génotypique. M = mois.
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La cinétique d’émergence des variants rtM204I/V, ainsi que leur disparition aprés
instauration de 1’adéfovir ou de la bithérapie lamivudine-adéfovir, a été étudiée pour les
patients P3 (Figure 24) et P7. La dynamique des variants de résistance rtN236T pour le
patient P8 est représentée en figure 25. Les résultats des cinétiques concernant les autres

patients sont présentés en annexe 1 et 2.

P3 ADV

| LAM LAM
10 1 — 300
9 3
8 4 + 250
.7 1 200

Séquencage
M204
N236

ADN VHB (log cop/ml)
&)
o
o
ALAT (UlN)

44 % f V&
L ‘l L 100
W o LN v
2 7 \\',_'/'\’/ LY
: . 50
1 T V\.—\W_‘
O T T T T T T T T T T T T T T T T T T T O
0 6 12 18 24 30 36 42 43 54 60 mois
MN2O4V O O 48 45 58 50 25 67 43 51 49 19 22 7 8 8 8 2 0 14 ? <« PCRs (%)
- =+ % + + 4+ + + + ?2 + ? - + + + + + + -« LIPA
M204I O O 24 21 20 20 10 2520 25 25 15121018 1710 0 13 0 -
= = + + + 4+ + + + # 2 ? + A P

? +
N236T 00 4 21 34 2927 -
+

+ ¥ ¥ F =
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Figure 24 : Evolution des charges virales (bleu) et des ALAT (rose) du patient P3 sous traitement
par lamivudine et/ou adéfovir en fonction de I'émergence de variants de résistance rtM204I/V
et/ou N236T quantifiés par PCR sélective. Le sérum a M60 a été amplifié par séquencgage et LiPA
aprés une PCR nichée (?, non amplifié, - résultat négatif ou + positif par INNO-LIPA ; 4 variant
quantifié a 4% grace a une technique d’extraction plus sensible).

Le patient P3 a développé une résistance a la lamivudine aprés 6 mois de traitement
(Figure 24) : elle était caractérisée par une augmentation de 1 log de la charge virale et par la
détection d’une population mixte de variants rtM204V a 48% et M2041 a 24% par PCR
sélective. La présence du virus sauvage a également ¢té révélée par séquengage. La
réactivation de 1’hépatite est survenue au 9°™ mois et était caractérisée par une augmentation
de 8 fois la limite supérieure de normalité des ALAT. L’adjonction de I’adéfovir au 15°™

mois, alors que la charge virale était revenue a son niveau initial pré-thérapeutique, a permis
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une diminution significative de la charge virale (jusqu’a -6 log au mois 45). L’adéfovir a été
efficace sur les mutants de résistance a la lamivudine, la diminution de ’ADN VHB
correspondant a la diminution des variants dans le sérum du patient; Au mois 33, les variants
rtM204V/I étaient toujours présents mais n’étaient plus majoritaires : ils ont été remplacés par
du virus sauvagé ce qui est confirmé par le séquencage et la technique INNO-LiPA. A partir
du mois 48, la charge virale du patient a ré-augmenté et une résistance a I’adéfovir a alors été -
suspectée. L’analyse du sérum au mois 45 a permis la détection d’une population minoritaire
de variants N236T & 4% par PCR sélective. La mise en évidence du variant avait été réalisée
initialement par le test INNO-LiPA, puis a posteriori par PCR sélective. En raison de la
charge virale faible de ce sérum (3,29 log copies/ml), un protocole d’extraction permettant de
sensibiliser la détection par la PCR sélective a été appliqué. Le séquengage n’a pas permis de
détecter ce variant minoritaire. A partir du moment ol la pression de sélection par le
traitement a été maintenue, le variant N236T s’est répliqué et a pris progressivement une part
plus importante au sein de la population virale. Les variants minoritaires rtM2041/V ont
encore été détectés par PCR sélective ou INNO-LiPA au moment de 1’émergence du variant
N236T. L’adjonction de la lamivudine a permis une diminution de la charge virale du patient
en dessous du seuil de détectabilité de la technique de quantification (le dernier point a été
analys¢ par 1’appareil Cobas Tagman : seuil 1,5 log copies/ml). La bithérapie lamivudine-
adéfovir a été efficace a la fois sur les variants rtIN236T et M204I/V.

Le patient P8 était traité par adéfovir et a pu étre suivi mensuellement contrairement aux
autres patients (suivi trimestriel). La remontée de la charge virale était significative au 6™
mois mais le génotypage par séquencage ou PCR sélective n’a détecté aucun variant de
résistance (Figure 25). Pendant cette période, le patient était en aplasiec médullaire dans le
cadre du traitement de sa leucémie aigug lymphoide par allogreffe de moelle osseuse. Aux
mois 8 et 9, la PCR sélective a détecté le variant minoritaire N236T a 2 et 5%,
respectivement. Le séquencgage a mis en évidence le variant au mois 10, soit 2 mois aprés la
PCR sélective. La réactivation de ’hépatite est survenue au mois 11, soit 1 et 3 mois aprés la
détection par le séquencage et la PCR sélective, respectivement. L’adjonction de la
lamivudine & 1’adéfovir a permis encore ici de faire chuter I’ADN du VHB jusqu’a le rendre

indétectable en Cobas Tagman.
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Figure 25 : Evolution des charges virales (bleu) et des ALAT (rose) du patients P8 sous
traitement par adéfovir en fonction de I'émergence du variant de résistance rtN236T quantifié

par PCR sélective (- non réalisé) B ALAT UTY) D Chiargevirsle

3.3 Mise en évidence des variants en pré-thérapeutique

La recherche des variants minoritaires rtM2041/V a été réalisée en pré-thérapeutique chez
6 patients développant une résistance rapide ou plus tardive a la lamivudine : 4 patients sont
devenus résistants avant 18 mois de traitement et 2 patients, entre 18 mois et 3 ans de
traitement. La recherche des mutants rtM2041/V a également été effectuée chez 8 autres
patients traités par la lamivudine mais qui n’ont pas développé de résistance apres 3 ans de
traitement. Aucune mutation rtM204I/V n’a pu étre détectée en pré-thérapeutique par PCR
sélective chez les patients qui ont développé une résistance a la lamivudine et chez ceux ne

’ayant pas développé apres 3 ans de traitement.
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Discussion
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Ce travail présente la mise au point d’une technique de PCR sélective en temps réel
basée sur le principe ARMS (Amplificatory Refractory Mutation System) (100) et optimisée
pour détecter et quantifier les mutants de résistance 4 la lamivudine et & ’adéfovir. La
méthode avait été décrite précédemment pour 1’étude des variants de résistance a la
lamivudine (112, 142). Cette technique a été optimisée dans le cadre de ce travail en adaptant
la température d’hybridation des amorces et de la sonde, et en faisant varier la concentration
en MgCl, du mélange réactionnel. De plus, nous avons mis au point une méthode de mesure
de la charge virale VHB totale avec le méme systéme. Ainsi, la quantification des virus
mutants par rapport 4 la population virale totale dépend de 2 PCR réalisées en méme temps et
dans les mémes conditions opératoires, ce qui permet d’optimiser la précision des résultats.

Cette technique a ensuite été adaptée a la recherche de la mutation principale de
résistance a 1’adéfovir, la rtN236T, ce qui n’avait jamais été réalisé a notre connaissance par

PCR sélective en temps réel.

La technique de PCR sélective en temps réel ainsi mise au point a été ensuite validée
grice 2 des plasmides construits au laboratoire, contenant les différentes mutations
recherchées. La reproductibilité et la répétabilité de ce type de méthode (ARMS) n’ayant
encore jamais été décrites, nous avons évalué ces 2 parameétres pour notre technique. La
validation de la méthode a pris en compte la variabilité issue de 1a PCR déterminant la charge
virale VHB totale et la variabilité de celle quantifiant le variant de résistance. Les coefficients
de variations (CV) trouvés sont tout & fait satisfaisants pour les essais de répétabilité (CV <
20%). Les essais de reproductibilité donnent des CV plus variables (20-40%), surtout pour les
concentrations de variants les plus faibles, mais ces résultats sont acceptables étant donné
qu’ils dépendent de la variabilité de 2 PCR.

La sensibilité de la méthode ainsi que son pouvoir de discrimination ont ensuite été
investigués. Au final, la technique mise en place au laboratoire permet de détecter les variants
minoritaires de résistance a la lamivudine et & I’adéfovir dans la limite ol ils représentent au
moins 0,1% de la population virale totale, lorsque celle-ci est supérieure & 10* copies de
plasmides/réaction. Ce seuil permet, avec un niveau de confiance de 95%, de discriminer
I’amplification de la population minoritaire de I’amplification de la population virale totale.
Ce résultat est comparable & ceux des autres études basées sur des techniques de PCR
sélective (11, 142). Cependant, la limite de détection de la population minoritaire obtenue par
cette technique est souvent meilleure que celle des autres techniqﬁes de génotypage (124). Le

seuil de sensibilité a été évalué a 10 copies/ capillaire. De ce fait, lorsque la quantité totale
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d’ADN du VHB passe sous le seuil de 10* copies, la capacité de discrimination se trouve
limitée par la sensibilité de détection de la technique : pour 100 copies de plasmides/réaction,
le variant minoritaire présent en dessous du seuil de 10% n’est plus détecté. La technique de
PCR sélective développée a donc une trés bonne capacité & détecter les variants minoritaires

lorsque la population virale totale est importante (soit > 10* copies).

La méthode de PCR sélective ainsi caractérisée a été comparée a 2 techniques de
référence de génotypage : une technique de séquencage direct mise au point antérieurement au
laboratoire et utillisée en routine, et le test commercialisé INNO-LiPA HBV DR v2. Cette
comparaison a été réalisée a partir de plasmides et de sérums de patiénts.

Peu d’études sont disponibles concernant les performances du Séqueng:age dans la
détection des populations minoritaires du VHB : une étude évoque un seuil de 50% pour la
limite de détection de la population minoritaire YMDD (106). Cependant d’autres travaux
portant sur le séquencage du VIH ou du VHC ont conclu que des populations minoritaires
représentanf entre 10 et 25% de la population virale tofale pouvaient étre détectées de maniére
reproductible (67, 72, 102, 121). Notre technique de séquencage peut détecter la présence de
variants minoritaires du VHB jusqu’a un seuil de 10% pour une population virale totale
supérieure 4 500 copies/réaction. Ceci est comparable aux meilleures limites de détection -
rapportées précédemment. Conformémeﬁt a ce qui est attendu, ce résultat n’est pas retrouvé |
pour des faibles quantités d’ADN du VHB, du fait du manque de sensibilité de la premiéfe
PCR d’amplification.

Le test commercialis¢ INNO-LiPA HBV DR v2 a été validé dans de nombreuses
études pour la détection des variants de résistance a la lamivudiﬁe (90, 126) ou a I’adéfovir
(48). Les variants minoritaires peuvent étre détectés jusqu’a des seuils de 5-10% (57, 106).
Notre étude comparative met en évidence un seuil de détection du variant minoritaire de 5%
pour PINNO-LiPA. Ce résultat confirme les études précédemment citées. De plus, cette
bonne capacité a détecter les mutants minoritaires est confirmée dans nos essais pour des

quantités totales d’ADN plasmidique faibles (100 copies de plasmides/réaction). Une bonne
sensibilité de détection des variants minoritaires résistants a la lamivudine chez les patients
ayant une faible charge virale avait déja été évoquée (2). Le test INNO-LiPA DR v2 semble
donc plus adapté que la PCR sélective et le séquengage pour détecter les variants minoritaires
dans le contexte des faibles charges virales.

Afin de confirmer les résultats obtenus avec les dilutions de plasniides, 26 sérums ont

été. analysés par PCR sélective, séquengage et INNO-LiPA. Les populations minoritaires des
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variants rtM204V/T ou rtN236T ne sont pas détectées par séquencage en dessous du seuil de
10% déterminé par la PCR sélective. Ce seuil est égal & 20% quand la charge virale est < 4-5
log copies/ml. Ces résultats confirment ceux obtenus avec les mélanges de plasmides.

Une bonne corrélation est observée entre les résultats de PCR sélective et ceux
d’INNO-LiPA. Cependant, conformément a ce qui avait été observé sur les mélanges de
plasmides, la détection de variants minoritaires par PCR sélective peut étre mise en défaut
pour les sérums dont la charge virale est faible (< 4 log copies/ml). De plus, la détection par
INNO-LiPA d’un variant minoritaire rtM2041 < 5% par PCR sélective chez un patient ayant
une charge virale trés élevée (> 9 log copies/ml) laisse penser que la limite de détection du
test INNO-LiPA est certainement meilleure que 5% lorsque la quantité d’ ADN viral totale est
trés élevée. De tels niveaux de charge virale n’ont pas été testés dans notre étude. En
revanche, trois variants minoritaires quantifiés entre 2 et 10 % par PCR sélective; et pour
lesquels les charges virales étaient moyennes (4-7 log copies/ml), n’ont pas été détectés par le
test INNO-LiPA. D’autres essais seraient nécessaires pour confirmer les résultats des
échantillons discordants et apprécier au mieux les limites de chaque méthode.

Gréice a notre technique, qui a ’avantage et la particularité d’étre quantitative, nous
avons ensuite évalué 1’aptitude de la PCR sélective & suivre les cinétiques d’émergence et de
disparition des variants de résistance & la lamivudine et & l’adéfox}ir chez 9 patients. Une
suspicion de résistance avait été évoquée par une augmentation > 1 log copies/ml de leur
charge virale. Chez deux d’entre eux, aucune mutation de résistance n’a pu étre mise en
évidence. Ces résultats ont été confirmés par séquencage et font craindre un probléme de
mauvaise observance de la part du patient. Chez la plupart des autres patients, la détection des
' virus résistants a été contemporaine du rebond viral et a précédé I’exacerbation de I'activité
de ’hépatite dont la survenue n’a pas été systématique (5 patients / 7). Au moment de la
rechute virale, la proportion de varivants résistants était toujours > a 20%, et dans plus de la
moitié des cas, trés largement majoritaire. Dans le cas du patient P3, le rebond viral a pu étre
prédit par la détection d’un variant minoritaire plus de 3 mois avant la remontée significative
de la charge virale. Ce variant arborait la mutation rtN236T de résistance a ’adéfovir et a été
détecté au départ uniquement par le test INNO-LiPA. Il a été mis en évidence a posteriori par
PCR sélective, avec une procédure sensibilisée basée sur une extraction a partir d’un volume
plus important de sérum (1 ml au lieu de 200 pl). Le variant rtN236T a ainsi été quantifié a
4% chez ce patient dont la charge virale était faible (3,29 log copies/ml). Dans un autre cas de

résistance a 1’adéfovir (P8), la PCR sélective a permis de mettre en évidence le variant
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minoritaire 2 mois avant le séquengage (le test INNO-LiPA n’a pas pu étre réalisé pour ce
patient). Le variant N236T était d’abord trés minoritaire (<10%) puis, 3 mois aprés la
- premiére détection génotypique, était présent en propbrtion plus importante dans la population
virale totale (>10%). Pour ce patient, un suivi mensuel avait été réalisé, ce qui a permis de
mieux apprécier la dynamique d’émergence du variant rtN236T.

Trois patients (P3, P7 et P8) ont développé une résistance a 1’adéfovir : la résistance
est apparue dans la premiére année de traitement 'poﬁr le patient naif 4 la lamivudine (P8), ce
qui assez rare (15), et aprés la premiére année pour les patients initialement résistants a la
lamivudine (P3 et P7). Par ailleurs, la résistance est survenue pour les 3 patients quand
I’adéfovir était donné en monothérapie. Ce résultat va dans le sevns de récentes études qui ne
montrent pas d’apparition de résistance sous bithérapie adéfovir-lamivudine (66).

Pour 2 patients (P3 et P7), la dynamique de disparition des variants rtM204V/I de
résistance a la lamivudine aprés changement thérapeutique a été étudiée. Les variants
rtM2041/V ont disparu rapidement pour le patient P7 qui a bénéficié¢ d’une monothérapie par
adéfovir apres le rebond viral. En revanche, la détection des variants rtM2041/V par PCR
sélective a été possible trés longtemps (pendant au moins 2 ans) chez le patient P3 qui a
bénéficié, dans un premier temps, d’une bithérapie lamivudine-adéfovir aprés la remontée de
sa charge virale sous monothérapie par lamivudine. Quand la bithérapie lamivudine-adéfovir
a été arrétée au profit de I’adéfovir en monothérapie, le virus sauvage a remplacé les variants
‘M204V/I qui ont subsisté seulement sous la forme d’une population extrémement minoritaire
(<10%).

Enfin, notre technique de PCR sélective s’étant montrée particulierement bien adaptée
a la détection de trés faibles quantités de variants minoritaires au sein d’une population virale
élevée, ’hypothése de la préexistence avant traitement de variants minoritaires sélectionnés
ensuite par le traitement a été testée (114, 115). Six sérums pré-thérapeutiques de patients
développant une résistance génotypique rapide ou plus tardive a la lamivudine, et 8 sérums
pré-thérapeutiques de patients ne développant pas la résistance aprés 3 ans de traitement ont
été analysés dans ce but. Cependant, la mutation rtM204 V/I n’a pu €tre mise en évidence pour
aucun d’entre eux. La détection des variants de résistance avant traitement n’a pas permis
d’étre envisagée comme un facteur prédictif de résistance au traitement. Des techniques plus
sensibles sont nécessaires pour mettre en évidence les variants de résistance en pré-
thérapeutique (58, 59).

Le développement de techniques trés sensibles de quantification de ’ADN du VHB

(seuil de détection <2 log copies/ml) permet désormais au clinicien d’évoquer une résistance
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au traitement pour de faibles charges virales chez le patient. Dans le cadre du diagnostic
précoce de la résistance, la technique utilisée pour rechercher les mutations doit pouvoir
concilier une bonne sensibilité pour les faibles charges virales, et une bonne capacité a
détecter les variants minoritaires de résistance. Parmi les 3 méthodes de génotypage étudiées
dans ce travail, le séquengage est la seule technique permettant I’étude de 1’ensemble des
mutations de la transcriptase inverse du virus. La technique de séquengage mise au point au
laboradtoire permet une detectlon des populations minoritaires dans des proportions
acceptables. Le test INNO- L1PA semble, en revanche, la méthode Ia plus sensible dans un
contexte d’émergence de mutations de résistance au sein d’une population virale peu élevée.
Cependant la sensibilité de la PCR sélective et du séquencage peut étre améliorée en
procédant a des étapes supplémentaires d’amplification par PCR. Une PCR nichée intervenant
a la suite de la premiére PCR d’amplification a permis le séquengage d’un prélévement dont
la charge virale était < 3 log copies/ml. D’autre part, une étape d’amplification précédant la
technique de PCR sélective a été décrite pour étudier les variants des sérums avec une faible
charge virale (112). Un autre moyen permettant de sensibiliser la technique de génotypage est
d’intervenir au niveau de I’extraction en partant d’un volume initial de sérum plus important.
Ce procédé a d’ailleurs permis dans notre étude de quantifier les variants minoritaires dans un
sérum de faible charge virale. Enfin, de nouveaux appareils de PCR en temps réel, dispoéant
de capillaires de réaction plus volumineux, permettent de travailler avec des quantités
d’extraits plus importantes ce qui représente encore un moyen supplémentaire de sensibiliser
latechnique de PCR sélective.

En conclusion, nous avons mis au point et validé une technique de PCR sélective en
temps réel adaptée a la recherche et 2 la quantification des variants de résistance du VHB a la
Jamivudine (rtM204V/T) et & I’adéfovir (rtN236T). Cette technique semble particuliérement
adaptée a la détection de population (trés) minoritaires au sein d’une population virale assez
importante et demande une étape supplémentaire d’optimisation afin de permettre une aussi
bonne discrimination des variants minoritaires pour des charges virales plus faibles.

Avec la mise sur le marché prochaine d’autres analogues nucléos(t)idiques
susceptibles de posséder des profils de résistance croisés avec d’autres molécules, la PCR
sélective semble une technique appropriée pour détecter des variants préexistants sélectionnés
par les traitements antérieurs regus par le malade. A I’image de I’expérience obtenue a partir
du traitement du VIH, ’hypothése de la présence de mutants minoritaires, « archivés » chez le
malade au cours de ses années de traitement par des molécules différentes, pourrait guider le

choix de la thérapeutique future & donner au malade (124). D’autre part, dans la situation de la
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transmission de virus résistants (130), ou dans le cas d’un arrét de prise du médicament par le
patient, le variant de résistance peut trés vite disparaitre au profit de la souche sauvage : la
PCR sélective peut apporter une contribution au diagnostic de la résistance dans ce contexte

de charge virale élevée.

91




Conclusion

.92




Thése soutenue par : Julien LUPO

Titre : Détection et quantification des variants du virus de I’hépatite B résistants

a la lamivudine et a I’adéfovir par PCR sélective en temps réel

Le traitement de 1’hépatite B chronique a été radicalement modifié¢ par ’apparition des
analogues nucléos(t)idiques, tels que la lamivudine ou I’adéfovir. L’efficacité de ces molécules
peut étre remise en cause par I’émergence de mutants résistants. De nombreuses études suggérent
que le diagnostic précoce de la résistance 4 la lamivudine ou a I’adéfovir peut étre amélioré par
des techniques sensibles de génotypage, capables de détecter les virus mutés alors qu’ils ne sont
encore que miriditaires au sein de la population virale totale. Une technique sensible de PCR
sélective en temps réel basée sur la stratégie ARMS (Amplificatory Refractory Mutation System)
a été développée pour étudier les mutations rtM2041/V et rtN236T associées a la résistance a la
lamivudine et & I’adéfovir. ,

La sensibilité de la méthode a été estimée grace a des dilutions de plasmides mutés dans
du plasmide sauvage. La sensibilité a été trouvée égale a 10 copies de plasmides /réaction. La
PCR sélective peut détecter le plasmide muté rtM2041/V ou rtN236T lorsqu’il est présent dans un
rapport de 1/1000 (0,1%) dans une population d’ADN totale de 10* copies ou plus. La répétabilité
et la reproductibilité de la technique ont été testées pour des mélanges de plasmides sauvages et
mutés contenant respectivement 20, 1 et 0,1% de plasmides mutés. Les résultats obtenus pour la
répétabilité et la reproductibilité donnent des coefficients de variation < 20% et < 40%,
respectivement.

“La PCR sélective a été ensuite comparée a 2 méthodes de référence, le séquencage direct et
une technique d’hybridation inverse (INNO-LiPA). Des mélanges contenant les proportions de
50, 20, 10, 5, 1 et 0,1% de plasmides rtM2041/V dans du plasmide sauvage ont été analysés par
les 3 techniques pour 3 populations d’ADN total : 10°, 500 et 100 copies de plasmides. Le
séquencage détecte la population minoritaire présente & 10% dans 10° et 500 copies d’ADN total,
mais seulement le mélange & 50% quand I’ADN total est égal 4 100 copies. Le test INNO-LiPA
détecte 1’échantillon a 5% pour les 3 quantités d’ADN total testées. Concernant la PCR sélective,
la limite de détection est égale 4 0,1% pour 10° cbpies d’ADN total, 5% pour 500 copies et 10%
pour 100 copies. La PCR sélective représente donc la technique la plus adaptée pour détecter les
" populations minoritaires quand I’ADN plasmidique total est > 500 copies. En revanche, le test
INNO-LiPA garde une bonne capacité 4 détecter les populations minoritaires sur les échantillons

dont la quantité d’ADN totale est <500 copies.
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La comparaison des 3 techniques a aussi été réalisée a partir de 26 sérums de patients. La
comparaison séquengage-PCR sélective donne 8 résultats discordants dans lesquels la mutation
rtM2041/V ou N236T détectée par PCR sélective ne ’est pas par séquengage : la quantification de
ces sérums donnait des variants fninoritaires présents dans des proportions < 20%. La
comparaison INNO-LiPA et PCR sélective a révélé 3 échantillons discordants. Pour 2 sérums, des
variants minoritaires quantifiés < 10% par PCR sélective n’ont pas été détectés par INNO-LiPA.
Pour un sérum & charge virale faible, P'INNO-LiPA a détecté un variant non retrouvé par PCR
sélective, en suivant la procédure normale. ,

La méthode de PCR sélective a permis de suivre 9 patients traités par lamivudine et/ou
adéfovir qui ont eu une remontée significative de leur charge virale. Dans un cas, I’émergence
d’un variant minoritaire rtN236T dans un sérum de faible charge virale (3,29 log copies/ml), a pu
étre détectée 3 mois avant le rebond viral par INNO-LiPA et PCR sélective (virus variant a 4%),
avec un protocole d’extraction sensibilisant la technique. Dans un autre cas, la PCR sélective a
permis d’anticiper le diagnostic de résistance a ’adéfovir de 2 mois par rappbrt au séquengage
(variant 1tN236T quantifié 4 2%). Pour un patient, la PCR sélective a montré que les variants
rtM2041/V pouvaient persister longtemps apres - I’arrét de la lamivudine (> 2 ans).

Par ailleurs, la recherche des variants rtM204HV en pré-thérapeutique a été réalisée chez 6
patients développaﬁt une résistance rapide ou tardive & la lamivudine et chez 8 patients ne
développant pas la résistance aprés 3 ans de traitement. La préexistence des variants n’a pu étre
mise en évidence dans aucun des groupes et n’a donc pas permis d’étre envisagée comme un
facteur prédictif d’apparition de la résistanée a la lamivudine.

En conclusion, la PCR sélective est une technique capable de détecter et quantifier la présence
~de trés faibles proportions de variants résistants quand la charge virale est élevée. Dans les
situations de faible charge virale, la technique doit étre sensibilisée. Avec le développement de
nouveaux antiviraux susceptibles de posséder des profils de résistance croisée, la PCR sélective
semble appropriée pour détecter des variants minoritaires sélectionnés par les traitements

antérieurs regus par le malade, et donc guider le choix d’un nouvelle thérapie.

VUS et PERMIS D’IMPRIMER
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ANNEXE 1 (Iégende cf annexe 2)
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ANNEXE 2
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Annexe 1 et 2 : Evolution des charges virales et des ALAT chez les patients P1,
P2, P4, P5, P6, P7 et P9 en fonction de I'’émergence des variants de résistance
au traitement détectés et quantifiés par PCR sélective. Les résultats de P6 et P9
(aucun variant détecté) ont été vérifiés par séquencage. Les résultats de P7
suggérent un manque d'observance entre les mois 31 et 34. - : non testé (charge
virale trop faible).
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LUPO Julien

Détection et quantification des variants du virus de I’hépatite B résistants a
la lamivudine et a ’adéfovir par PCR sélective en temps réel

Résumé

Le traitement de I’hépatite B chronique a radicalement été modifié avec 1’apparition des
analogues nucléos(t)idiques tels que la lamivudine ou I’adéfovir. L’efficacité de ces traitements
peut étre remise en cause par I’émergence de virus résistants portant des mutations au niveau
du site actif de la polymérase virale. De nombreuses études suggerent que la dynamique
d’émergence des variants de résistance aux analogues nucléosidiques est progressive. Le
diagnostic précoce de la résistance a la lamivudine ou a 1’adéfovir peut étre amélioré par des
techniques sensibles de génotypage, capables de détecter les virus mutés alors qu’ils ne sont
encore que minoritaires au sein de la population virale totale. Une technique sensible de PCR
sélective en temps réel basée sur la stratégie ARMS (Amplificatory Refractory Mutation
System) a été développée pour étudier les mutations rtM2041/V et rtN236T associées a la
résistance a la lamivudine et a 1’adéfovir.

La PCR sélective a été évaluée en travaillant sur des mélanges de plasmides mutés et
sauvages construits par clonage au laboratoire, et sur des sérums de patients. Ses performances
ont été comparées au séquengage direct et a une technique d’hybridation inverse (INNO-
LiPA). La PCR sélective était capable de détecter une population minoritaire présente a 0,1%
quand la population plasmidique totale était supérieure a 10* copies. Elle a également permis
une meilleure détection des populations minoritaires que le séquengage, ou le mutant devait
représenter au moins 10% de la population virale totale. Le test INNO-LiPA a permis la
détection de populations minoritaires représentant 5% de la population virale totale, et a
semblé plus adapté pour étudier les variants minoritaires présents dans des sérums de faibles
charges virales.

Neufs patients infectés par le VHB et traités par lamivudine et/ou adéfovir ont été suivis
en utilisant la technique de PCR sélective. Dans un cas, notre méthode a permis de détecter la
mutation rtN236T 3 mois avant la remontée de la charge virale. Dans un autre cas, la PCR
sélective a permis d’anticiper le diagnostic de résistance a 1’adéfovir de 2 mois par rapport au
séquengage. Pour un patient, la PCR sélective a montré que les variants rtM2041/V pouvaient
persister longtemps apres arrét du traitement (> 2 ans). Par ailleurs, la recherche des variants
tM2041/V en pré-thérapeutique a été réalisée chez 6 patients développant une résistance a la
lamivudine et chez 8 patients ne développant pas la résistance aprés 3 ans de traitement. La
préexistence avant traitement des mutants rtM2041/V n’a pu étre mise en évidence dans aucun
des 2 groupes.

Mots clés : Hépatite B, Résistance, Lamivudine, Adéfovir, Mutations, PCR
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