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INTRODUCTION



l. Le contexte épidémiologique actuel de I’'hépatite B

Malgré I'existence d’un vaccin depuis les années 1980, le virus de I'hépatite B touche
actuellement plus de deux milliards d’individus dans le monde, dont 257 millions sont porteurs d’une
infection chronique caractérisée par la persistance de I'antigéne HBs (AgHBs, protéines de surface du
virus de I'hépatite B) plus de six mois dans le sérum [EASL, 2017 ; OMS, 2017]. Les complications
provoquées par le virus de I'hépatite B (VHB), telles que la cirrhose et le cancer du foie (carcinome
hépatocellulaire, CHC), sont responsables d’environ un million de morts dans le monde chaque
année. En 2015, 887 000 personnes sont mortes des suites d’une infection au VHB [OMS, 2017].
Entre 1990 et 2013, une augmentation de 33 % du nombre de morts par cirrhose ou CHC, causé par
le VHB, a été observée [EASL, 2017].

L'infection par le VHB est répartie de facon inégale a travers le monde : les zones de forte
endémicité ol la prévalence de I’AgHBs est supérieure a 8 %, les zones de moyenne endémicité ou la
prévalence de I’AgHBs se situe entre 2 % et 8 % et les zones de faible endémicité (inférieure a 2 %).
Les zones de forte endémicité sont localisées essentiellement en Asie, dans certaines régions
d’Amérique du Sud et en Afrique, ainsi que dans les régions subsahariennes [Papastergiou et al.,
2015; Ballarin et al.,, 2017]. Les zones de moyenne endémicité regroupent la région
Méditerranéenne, I'Europe de I'Est, I’Asie centrale, le Moyen-Orient et quelques régions d’Amérique
du Sud [Papastergiou et al., 2015; Ballarin et al., 2017]. Les autres régions du monde sont
généralement localisées dans des zones de faible endémicité (les Etats-Unis, 'Europe de I'Ouest,
I’Australie et le Japon) malgré I'existence de certains foyers infectieux [Papastergiou et al., 2015 ;
Ballarin et al., 2017]. La répartition géographique des différentes zones d’endémicité est présentée
dans la Figure 1.

Par ailleurs, l'incidence des carcinomes hépatocellulaires est liée a la prévalence des
infections chroniques dans les différentes régions du monde. Dans les zones de faible endémicité, le
VHB est responsable de 10 a 15 % des cas de CHC, tandis que dans les zones de forte endémicité, le
VHB est responsable de 70 % des cas de CHC [Ballarin et al., 2017].

Actuellement, la prévalence des infections par le VHB diminue dans les zones de forte
endémicité grace a la vaccination, les nouveaux traitements et I'acces aux soins qui évolue [EASL,
2017]. Cependant, les migrations favorisent également la propagation des infections dans les pays de

faible endémie comme I'Europe (Italie, Allemagne) [Tong et Revill, 2016 ; EASL, 2017].
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Figure 1 : Distribution géographique des infections chroniques du virus de I’hépatite B dans le monde (2014) [Center for
Disease Control and Prevention (http://www.cdc.gov)].

La France se situe dans une zone de faible endémie. Les études réalisées par I'Institut
national de Veille sanitaire (InVs) ont montré, que 300000 personnes seraient infectées
chroniquement par le VHB, 2 500 nouvelles infections seraient dépistées chaque année et le VHB
serait responsable d’environ 1 500 décés par an dont 1/3 associé a un cancer hépatique. Une plus

forte prévalence de patients porteurs de I’AgHBs est observée en lle-de-France (Figure 2).

Guadeloupe
92
L
. ®

Martinique

Taux pour 100 000 habitants
[ <40 [ 40-59 W 60-89 m >90

Figure 2 : Estimation du taux de prévalence de I’AgHBs pour 100 000 habitants en France d’aprés les données issues de
I'enquéte réalisée par Labohep en 2013 [Bulletin épidémiologique de I'institut national de veille sanitaire, 2015].
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ll. L'origine du virus de I'hépatite B

Le virus de I'hépatite B appartient a la famille des Hepadnaviridae. Ces virus sont sphériques,
de petite taille et enveloppés. Le tropisme de ces virus est essentiellement hépatocytaire. Ce sont
des virus a ADN (acide désoxyribonucléique) relaxé bicaténaire (ADNrc) avec un passage par une
étape ARN (acide ribonucléique) viral lors de la réplication [Locarnini et al., 2013]. Cette famille de
virus hépatotropes infecte diverses espéces animales. Elle est divisée en deux genres: les
Orthohepadnaviridae qui infectent les mammiferes (chimpanzé, orang-outang, gorille, gibbon, singe,
écureuil, marmotte, chauve-souris) et les Avihepadnaviridae qui infectent les oiseaux (canard, oie,
héron, cigogne, grue, perroquet) (Figure 3) [Locarnini et al., 2013 ; Zehender et al., 2014]. Par
exemple, le génome du VHB humain et celui du VHB de canard (DHBV) ne présentent que 40 % de

similarités [Locarnini et al., 2013].
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Figure 3 : Arbre phylogénétique de la famille des Hepadnaviridae (virus de I’hépatite B : WMHBYV singe laineux, GSHV
écureuil terrestre, ASHV écureuil arctique, WHV marmotte, DHBV canard, RGHV oie, CHBV grues, HHBV héron, STHBV
cigogne, PHBV perroquet) [Locarnini et al., 2013].

La premiere épidémie causée par les hépatites virales a été observée en 1885 par le
chercheur A. Lurman, a Bréme en Allemagne [Lurman, 1885]. La propagation d’hépatites virales par
transfusion lors de la Seconde Guerre mondiale a accéléré le développement des recherches sur ces
hépatites infectieuses. C'est dans les années 1960 que le virus de I'hépatite B humain a été
découvert par le généticien B. Blumberg. L'étude des anticorps présents dans le sérum des patients

infectés a permis de mettre en évidence un anticorps réagissant avec le sérum d’un patient
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aborigéne australien. Ainsi, il nomma ce nouvel antigéne : I'antigéne « Australia » [Blumberg et al.,
1967]. Aprés avoir mis en évidence le lien existant entre cet antigene et les hépatites, Blumberg et
son équipe ont produit les premiers vaccins contre les hépatites B composés de plasmas riches en
AgHBs et cela leur a valu un prix Nobel en 1976. A partir des échantillons sériques de patients
infectés par le VHB et porteurs de I’AgHBs, Dane et al. (1970) ont mis en évidence I'existence de trois
types de particules virales au microscope électronique : des spheres et des filaments d’environ 20 nm
et des particules de 45 nm. Apres I'analyse des différents types de particules, ils ont conclu que les
particules compléetes et infectieuses étaient celles de 45 nm, nommeées les particules de Dane [Dane
et al., 1970]. Les particules sphériques ou en forme de batonnets de 20 nm sont des particules ne
possédant pas le matériel génétique du VHB et sont nommées les particules sous virales (SVP). Le
séquencage complet du génome du VHB a été réalisé en 1979 [Galibert et al., 1979].

Actuellement, de nombreuses recherches sont en cours pour comprendre la propagation de
I'infection par le VHB chez 'Homme. L'origine du VHB est trés controversée. A partir des données
géographiques, phylogéniques, fossiles, génotypiques, historiques et le taux de mutations du VHB
ainsi que les données disponibles sur I’évolution de I’'Homme, cing théories sur I'origine du VHB ont
été énoncées.

En se basant sur I'’étude des populations indigeénes, le génotype C et plus particulierement le
sous-génotype C4 serait le VHB le plus ancien chez ’homme moderne non-Africain et son origine a
été estimée a 50 000 ans. Le VHB actuel pourrait étre a I'origine des transmissions multiples ou des
zoonoses entre les différentes especes et des événements de recombinaisons au sein du VHB de
génotype C auraient ensuite eu lieu [Littlejohn et al., 2016].

La premiére théorie propose que le virus de I’hépatite B soit originaire du Nouveau Monde.
Les humains originaires des Amériques auraient transmis le virus aux Européens lors de la
colonisation il y a 400 ans. Ce modeéle est contradictoire avec la propagation géographique des
génotypes qui nécessiterait une dissémination et une diversification rapide du VHB, ce qui est un défi
épidémiologique [Locarnini et al., 2013 ; Littlejohn et al., 2016]. De plus, le virus a été retrouvé chez
des espéces de primates non humains de I’Ancien Monde (orang-outan, chimpanzé et gibbon)
[Locarnini et al., 2013 ; Zehender et al., 2014 ; Littlejohn et al., 2016]. En paralleéle, une souche de
VHB isolée en Corée aurait été datée du 16°™ siécle [Littlejohn et al., 2016].

La seconde théorie propose une co-spéciation. Les Hepadnaviridae auraient évolué en
parallele au sein des especes spécifiques durant les 10 a 35 derniers millions d’années. Selon cette
théorie, la divergence du virus avec son héte primate aurait eu lieu il y a plusieurs millions d’années
[Zehender et al., 2014 ; Littlejohn et al., 2016]. Ce modeéle est appuyé par le phénomene de
divergence des especes. En effet, le moment de divergence entre les Orthohepadnaviridae et les

Avihepadnaviridae coincide avec la divergence des hotes respectifs (phylogénie et données fossiles).
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De plus, la variabilité spécifique aux especes de chimpanzés, gorilles, gibbons, orangs-outangs, singes
laineux, favorise cette hypothése. Par exemple, le chimpanzé possede un VHB dont la séquence
génomique est phylogénétiquement spécifique a ce primate [Littlejohn et al., 2016]. Les espéces se
seraient ensuite transmises les souches entre les espéces transfrontaliéres, puis a ’'homme dans les
zones géographiques partagées [Locarnini et al., 2013]. Cependant, ce modele suppose que le taux
d’évolution du VHB eut été tres lent, ce qui est contredit par I’'horloge moléculaire proposant un taux
d’évolution plus rapide du VHB [Zehender et al., 2014]. De plus, il existe des similarités entre la
séquence génomique du VHB infectant le gorille et le chimpanzé [Littlejohn et al., 2016].

Le troisitme modele propose que le virus a co-évolué avec I'Homme anatomiquement
moderne et qu’il se soit propagé a cause des migrations au cours des 100 000 derniéres années
[Zehender et al., 2014 ; Littlejohn et al., 2016]. Cette théorie peut ainsi expliquer la dispersion
géographique des différents génotypes. Selon Paraskevis et al. (2013), I'étude de la phylogénie du
VHB et de la diversité génétique de 'homme moderne estimerait la premiere transmission virale du
virus chez les Hommes il y a 33 600 ans (22 000 — 47 100 années), ce qui correspond a l'origine des
Hommes modernes non Africains. Ainsi, le virus se serait ensuite propagé et aurait migré avec les
populations humaines depuis environ 40 000 ans, mais également chez les primates non humains des
différentes régions. De plus, les pandémies provoquées par le VHB sont corrélées avec
I"augmentation de la population ces 5 000 derniéres années [Paraskevis et al., 2013]. Cependant, ce
modeéle n’explique pas les relations génétiques étroites du VHB entre les primates non humains et les
humains. De plus, I'étude de la variabilité génotypique du VHB chez les populations autochtones
d’Amérique et les populations du Nord de I'Asie, génétiquement proches, a montré que ces deux
populations n’étaient pas infectées par le méme génotype de VHB (génotype F en Amérique vs.
Génotype B et C en Asie) [Littlejohn et al., 2016].

Le quatrieme modele est basé sur la transmission inter-especes. En effet, le VHB humain est
proche du virus des primates non humains et les zones de forte prévalence du VHB chez les humains
se retrouvent dans des zones géographiques ou la transmission du VHB peut étre potentiellement
réalisable entre les primates humains et non humains. Ce modele est corroboré par la description de
cas de transmission de I’'Homme aux chimpanzés. Par exemple, le génotype J est issu de la
recombinaison entre le génotype C humain et le VHB du Gibbon [Littlejohn et al., 2016]. Ce
génotype, découvert en 2009, differe de 10,7 a 15,7 % des autres génotypes [Tong et Revill, 2016].

Un dernier modele émet I’hypothése que la chauve-souris pourrait étre a I'origine de la
transmission des Hepadnavirus a I’'Homme [Drexler et al., 2013]. Une étude réalisée par Drexler et al.
(2013), a suggéré que les chauves-souris auraient pu constituer des sources ancestrales
d’Hepadnavirus de primates aux vues des relations existantes entre les deux virus. En effet, des virus

tres diversifiés apparentés au VHB ont été observés dans les chauves-souris de I’Ancien et du
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Nouveau Monde. Les traits d’infection chez les chauves-souris (tropisme hépatique, virémie élevée,
infiltrations inflammatoires des leucocytes typiques des hépatites) ressemblent a une infection
humaine par le VHB. Par ailleurs, les pseudo-particules virales possédant les protéines de surface
d’un Hepadnavirus de chauve-souris pourraient infecter les cellules hépatiques humaines. De plus,
cette étude a mis en évidence le potentiel zoonotique d’une souche de virus de I'hépatite B de
chauves-souris (TBHBV) [Drexler et al., 2013].

Selon Littlejohn et al. (2016), I'origine du VHB ne peut pas étre expliquée par une seule des
théories présentées. La combinaison de théories (la plus probable), permettant d’expliquer les
relations étroites entre le VHB humain et celui des primates non humains serait la suivante : le VHB
aurait évolué par co-spéciation chez les différents hotes suivie par la transmission entre espéeces des

virus [Littlejohn et al., 2016].
1. Le cycle infectieux du virus de I’hépatite B

1. Structure et organisation du virus de I'hépatite B

Le virus de I'hépatite B est un virus a ADN partiellement bicaténaire [Locarnini et Yuen, 2010 ;
Grimm et al., 2011]. Ce petit virus sphérique a la particularité de présenter quatre cadres de lecture
ouverts (« Open Reading Frame », ORF) qui se chevauchent, réduisant ainsi la taille de son génome a
environ 3 200 pb [Locarnini et Yuen, 2010]. Les quatre cadres de lecture sont les suivants : I'ORF
préC/C, 'ORF P, I'ORF préS/S et I'ORF X (Figure 4). Il existe également des régions impliquées dans la
régulation des génes qui sont intégrées dans les régions codantes (quatre promoteurs, deux
enhancers Enh | et Enh Il) et différents sites d’initiation de la transcription des protéines du VHB [Wei

etal., 2010].

peSt__Prog,

Figure 4 : Représentation schématique de I’'organisation génomique du virus de I’hépatite B [Pollicino et al., 2014].
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L’ORF précore/core (préC/C) code les protéines de la nucléocapside (AgHBc) et la protéine
non structurale nommeée antigene HBe (AgHBe) [Lazaveric, 2014]. L'ORF se situe entre les positions
1814 et 2 458 en acides nucléiques du génome viral (référence génotype C), avec chevauchement
partiel de 'ORF P et I'ORF X [Yano et al., 2015]. Les protéines précore et core sont codées a partir de
deux codons initiateurs : les protéines précore a partir du premier codon initiateur et les protéines
core a partir du second site d’initiation. Les protéines core forment I'antigéne HBc (AgHBc)
correspondant aux protéines structurales de la nucléocapside [Lazaveric, 2014]. Pour former la
nucléocapside, environ 200 AgHBc vont s’auto-assembler selon une symétrie icosaédrique T3/T4
[Bruss, 2007]. La région N-terminale (Nter) de ces protéines est composée d’un motif « leucine
zipper » important pour I'assemblage de la capside. L'extrémité carboxy-terminale (Cter) de ces
protéines contient quatre domaines riches en arginine. Le premier domaine permet I'encapsidation
de I’ARN pré-génomique (ARNpg) lors de la réplication du VHB [Bruss, 2007 ; Cole, 2016]. Les
protéines précore sont les précurseurs de I’AgHBe. La protéine précore est composée de 29 acides
aminés supplémentaires en Nter comparé aux protéines core [Lazaveric, 2014]. Les 19 premiers
acides aminés vont servir de peptide signal pour le clivage du domaine riche en arginine en Cter du
domaine core dans le réticulum endoplasmique (RE) qui va permettre de former I’AgHBe. Cet
antigéne est maturé avant d’étre sécrété sous forme d’antigene soluble dans le sérum [Lazaveric,
2014]. L'AgHBe est impliqué dans la modulation des réponses immunitaires et faciliterait
I’établissement d’infection chronique chez les patients [Balmasova et al., 2014 ; Lazaveric, 2014 ;
Guidotti et al., 2015].

L'ORF P code la polymérase virale qui est impliquée dans la réplication du VHB [Locarnini et
Yuen, 2010 ; Wei et al., 2010]. L'ORF se situe entre les positions 2 307 et 1 623 en acides nucléiques
du génome viral [Yano et al., 2015]. Cette ORF chevauche les trois autres cadres de lecture. La
polymérase virale est divisée en différents domaines [Locarnini et Yuen, 2010 ; Wei et al., 2010] :

- la protéine Nter nommée primase qui contient le site d’attachement en 5’ et permet

d’amorcer la synthése du brin négatif de ’ADN

- le domaine de la rétrotranscriptase (RT) comprenant le site catalytique (motif YMDD) de

la polymérase

- la ribonucléase H (ARNase H) responsable de la dégradation de I'ARN lors de la

réplication du génome viral

- un domaine « spacer » qui assure la flexibilité de la polymérase

L'ORF X code la protéine X (HBx). Cette protéine est un transactivateur transcriptionnel qui
est capable d’activer de nombreux promoteurs viraux et cellulaires [Wei et al., 2010 ; Lazaveric,
2014]. L'ORF se situe entre les positions 1 374 et 1 838 en acides nucléiques du génome viral [Yano et

al., 2015]. Cette protéine chevauche I'ORF P et I'ORF préC. Cette protéine est essentielle pour une
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réplication efficace du VHB [Lazaveric, 2014]. La protéine X agit sur différentes voies de signalisation
pour faciliter la réplication du VHB [Wei et al., 2010 ; Lazaveric, 2014 ; Murphy et al., 2016]. Elle joue
également un réle important dans I'oncogenese [Locarnini et Yuen, 2010 ; Lazaveric, 2014].

L’ORF préS/S code les trois protéines d’enveloppe du VHB : la petite protéine SHB pour
« Small », la moyenne protéine MHB pour « Medium » et la grande protéine LHB pour « Large ». Ces
trois protéines d’enveloppe forment I’AgHBs [Glebe et Urban, 2007]. Il existe trois codons initiateurs
au niveau de la région préS/S qui sont responsables de la production de ces trois protéines
d’enveloppe. L'ORF codant le gene S se situe entre les acides nucléiques 155 et 835. La région préS
(acides nucléiques 2848 — 155 pour le génotype D et acides nucléiques 2854 — 155 pour les
génotypes A et C; génome circulaire) est divisée en deux régions, la région préS1 et préS2 [Yano et
al., 2015]. Ainsi, les trois protéines d’enveloppe ont le méme domaine Cter (géne S), mais different
par leur extrémité Nter.

La protéine SHB est codée par le géne S. Elle est composée de 226 acides aminés (aa) et
posséde quatre domaines transmembranaires (TM ; TM1 : aa s4 — s24, TM2 : aa s80 — s98, TM3 —
4 :aas170 —s226) et deux domaines cytosoliques (CYL) exposés a la surface des virus (CYL1 : aa s25 —
s79, CYL2 : aa s99 — s169). Le domaine CYL2 est également appelé la région hydrophile majeure
(MHR ; « Major Hydrophylic Region ») ou la boucle antigénique (AGL; « Antigenic Loop »). Cette
région est importante pour le pouvoir infectieux du virus. Elle est également la cible préférentielle du
systeme immunitaire de I’hote et plus particulierement la région située entre les aa s124 —s147 : le
déterminant « a ». En effet, cette région est un groupe (« cluster ») d’épitopes reconnus par les
anticorps neutralisants I'infection [Glebe et Urban, 2007 ; Sureau et Salisse, 2013]. La protéine S est
N-glycosylée en position 146 (asparagine) [Bruss, 2007].

La seconde protéine MHB est codée par les génes préS2 et S. Elle est composée de 281 acides
aminés. Le domaine préS2 est exposé a la surface du virus [Glebe et Urban, 2007]. Cette protéine
posséde une seconde N-glycosylation en position 4 sur la région préS2 [Glebe et Urban, 2007]. C'est
une région d’espacement (« spacer ») qui ne semble pas indispensable au pouvoir infectieux du virus
[Xie et al., 2010]. Cependant, elle est conservée chez les Orthohepadnaviridae [Glebe et Urban,
2007].

La protéine LHB est codée par les genes préS1, préS2 et S. Elle est composée de 389 a 400
acides aminés, selon le génotype. Cette protéine présente une myristoylation au niveau de la glycine
en position 2 de la région préS1. Cette myristoylation est importante pour le pouvoir infectieux du
virus [Bruss, 2007 ; Yan et al., 2012].

Ces protéines sont retrouvées dans des proportions différentes sur I'enveloppe virale
(Figure 5) [Patient et al., 2008]. La protéine la plus représentée sur les particules virales est la

protéine SHB.
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Figure 5 : Représentation graphique de la proportion des trois protéines d’enveloppe (les petites protéines d’enveloppe SHBs
en gris, les moyennes MHBs en noir et les grandes LHBs en rouge) présentes sur le virus de I’hépatite B [Patient et al., 2008].

Les protéines d’enveloppe générent également des particules vides sans ADN appelées
particules sous-virales (SVP) au niveau du réticulum endoplasmique (Figure 6) [Glebe, 2006 ; Bruss,
2007 ; Lepéere-Douard et Gripon, 2010 ; Urban et al., 2010 ; Xie et al., 2010 ; Glebe et Konig, 2014 ;
Morikawa et al., 2016 ; Tong et Revill, 2016].

Particules sous-virales Protéines d'enveloppe Virions
(AgHBs) :

o) 4—— Protéine L (8) e

<«——— Protéine M (‘) . 3
«+— Protéines (@) —

Nucléocapside (AgHBc)

ADN viral

Polymérase

Figure 6 : Schématisation des différents types de particules virales du virus de I’hépatite B [Lepére-Douard et Gripon, 2010].

Ces particules ont une taille de 22 nm [Glebe, 2006 ; Glebe et Urban, 2007 ; Xie et al., 2010].
Il existe deux types : des particules sphériques et des particules filamenteuses [Glebe, 2006 ; Glebe et
Urban, 2007 ; Xie et al.,, 2010; Morikawa et al., 2016]. Une quantité importante de SVP est
sécrétée dans le sang 1 000 fois a 10 000 fois plus que le virion lui-méme [Urban et al., 2010 ; Xie et
al., 2010 ; Grimm et al., 2011 ; Sureau et Salisse, 2013 ; Tong et Revill, 2016]. Ces particules sous-
virales pourraient jouer un role de leurre pour I'immunité humorale et faciliteraient ainsi la
dissémination du virus et sa persistance dans I'organisme en réduisant la quantité d’anticorps
neutralisants dirigés contre les particules infectieuses [Chisari et al., 2010].

Le ratio des trois protéines d’enveloppe varie selon la particule virale, infectieuse (particule

de Dane) ou SVP [Morikawa et al., 2016]. En effet, les particules de Dane possedent beaucoup plus

23



de LHBs que les SVP sphériques [Glebe, 2006 ; Bruss, 2007 ; Glebe et Urban, 2007 ; Urban et al.,
2014 ; Morikawa et al., 2016]. Il semble que les SVP filamenteuses présentent autant de LHBs que les
particules de Dane [Glebe, 2006 ; Bruss, 2007 ; Glebe et Urban, 2007]. Les protéines SHBs sont les

plus abondantes, mais ne different pas selon la particule [Glebe, 2006 ; Glebe et Urban, 2007].

Ainsi, la particule infectieuse, ou particule de Dane s’organise de la fagon suivante (Figure 7).
Le génome du VHB, lié de maniere covalente a la protéine terminale de la polymérase virale
endogene, est encapsidé dans une nucléocapside icosaédrique de 30 nm de diameétre. La
nucléocapside est entourée d’une enveloppe contenant des lipides et trois types de protéines
d’enveloppe (LHBs, MHBs, SHBs) [Jeulin et al., 2013 ; Pollicino et al., 2014]. L’enveloppe du VHB est
acquise lors du bourgeonnement du virus au niveau du réticulum endoplasmique. Elle dérive donc
des membranes cytoplasmiques des hépatocytes. Elle se compose d’une bicouche lipidique au sein
de laquelle le cholestérol joue un réle dans le pouvoir infectieux du virus [Urban et al., 2014].
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Figure 7 : Représentation schématique de la particule infectieuse du virus de I’hépatite B [Pollicino et al., 2014].

2. Le cycle réplicatif du VHB

La réplication du VHB se fait essentiellement dans les hépatocytes malgré I'existence d’autres
réservoirs extra-hépatiques ou de I’ADN viral a également été retrouvé tels que les cellules
épithéliales des canaux biliaires, les cellules du systeme lymphoide, les cellules mononuclées du sang

périphérique (monocytes, lymphocytes B et T) [Seeger et Mason, 2000 ; Schulze et al.,, 2012;
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Loustaud-Ratti et al., 2013]. Ces réservoirs pourraient étre une source de réactivation virale
[Loustaud-Ratti et al., 2013]. Le VHB a un cycle de réplication complexe et original faisant intervenir
une étape de rétrotranscription. De nombreuses recherches ont été développées pour mieux
comprendre toutes les étapes de son cycle infectieux. La découverte récente (2012) du récepteur
« Na*-taurocholate cotransporting polypeptide » (NTCP) au niveau des hépatocytes a été une grande
avancée dans la compréhension du cycle du virus [Yan et al., 2012]. Cette découverte a permis de
mieux comprendre le mécanisme d’entrée du virus dans les cellules, d’élaborer de nouveaux
modeles d’étude et de développer de nouvelles cibles thérapeutiques. Malgré de nombreuses

recherches sur le cycle de réplication, certaines étapes restent a élucider. Voici les étapes clés du
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cycle de réplication du VHB (Figure 8).
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Figure 8 : Cycle de réplication du virus de I'hépatite B [Morikawa et al., 2016].
1.1. Entrée du virus dans les cellules
1.1.1. Attachement du virus aux hépatocytes

Lors d’une infection par le VHB, le virus est transporté vers I’espace de Disse (espace compris
entre les vaisseaux et les hépatocytes) en passant par les cellules endothéliales sinusoidales. Ainsi, le

VHB entre en contact avec les hépatocytes. La premiére étape d’attachement aux hépatocytes fait
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intervenir deux récepteurs clés au niveau des hépatocytes: les HSPGs «Heparan Sulfate
Proteoglycan » et le NTCP « Na*-taurocholate cotransporting polypeptide » (Figure 9) [Xie et al.,
2010; Yanetal., 2012 ; Sureau et Salisse, 2013 ; Watashi et al., 2014 ; Hayes et al., 2016 ; Li et Urban,
2016]. L’attachement spécifique a ces récepteurs contribue a la spécificité d’hote et a
I’hépatotropisme [Glebe, 2006 ; Urban et al., 2014 ; Watashi et al., 2014 ; Hayes et al., 2016 ; Li et
Urban, 2016].
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Figure 9 : Mécanisme d’entrée du virus de I’hépatite B (VHB) dans les hépatocytes (HSPG : « Heparan Sulfate Proteoglycan »,
NTCP : « Na* Taurocholate Cotransporting Polypeptide ») [Li et Urban, 2016].

1.1.1.1. Le récepteur HSPG « Heparan Sulfate Protéoglycan »

Les HSPGs sont composés d’'une protéine core portant I'héparine sulfate et de plusieurs
chaines de glycosaminoglycane d’héparane sulfate [Hayes et al., 2016 ; Verrier et al., 2016a].

Des études faisant intervenir des inhibiteurs ou compétiteurs du récepteur HSPG, comme
I’héparinase ou I'héparine, ont montré I'importance du récepteur HSPG dans le cycle infectieux du
VHB [Leistner et al., 2008 ; Urban et al., 2014 ; Hayes et al., 2016 ; Verrier et al., 2016b]. L'espace de
Disse est riche en HSPG [Glebe et Urban, 2007; Urban et al., 2014]. L’attachement du virus aux HSPG
est réversible, de faible affinité [Glebe et Urban, 2007; Urban et al., 2010 ; Glebe et Konig, 2014 ;
Watashi et al., 2014 ; Watashi, 2016]. Cette fixation permet I'accumulation des virus a la surface des
cellules et favorise I’'engagement du ou des récepteur(s) spécifique(s) [Xiao et al., 2013 ; Urban et al.,
2014 ; Morikawa et al., 2016]. De nombreuses cellules de mammiféres possedent ce récepteur HSPG
a leur surface [Hayes et al., 2016 ; Verrier et al., 2016a]. Cependant, les HSPG présents a la surface

des hépatocytes sont plus sulfatés, ce qui favorise l'interaction avec le VHB [Schulze et al., 2007 ;
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Leistner et al., 2008 ; Hayes et al., 2016 ; Verrier et al., 2016b]. Des études récentes de I'équipe de
Verrier et al. (2016a) ont montré que le récepteur HSPG impliqué dans I’entrée du VHB était de type
glycane 5 [Li et Urban, 2016 ; Verrier et al., 2016a]. Par ailleurs, le VHB ne peut entrer qu’en présence
d’autres récepteurs spécifiques tels que le NTCP, présent a la surface des hépatocytes [Watashi et al.,
2014 ; Hayes et al., 2016 ; Morikawa et al., 2016 ; Watashi, 2016].

Les protéines LHBs et SHBs sont essentielles a I'attachement du VHB avec le récepteur HSPG
[Lempp et Urban, 2014]. La région MHR, retrouvée au niveau du gene S de ces protéines, est une
zone essentielle pour la fixation du virus aux HSPGs [Xie et al., 2010 ; Glebe et Konig, 2014; Lempp et
Urban, 2014 ; Watashi, 2016]. Les acides aminés sR122 et sK141 sont chargés positivement et
favorisent la liaison électrostatique avec le récepteur HSPG chargé négativement [Glebe et Urban,
2007 ; Xie et al., 2010 ; Sureau et Salisse, 2013 ; Urban et al., 2014 ; Hayes et al., 2016 ; Li et Urban,
2016 ; Verrier et al., 2016b]. La conformation de la région MHR, principalement celle du déterminant
«a» gu’'elle contient, est importante pour l'infection. Les résidus proline et les ponts disulfures
engendrés par les cystéines sont essentiels a sa structure [Sureau et Salisse, 2013]. Les aa
hydrophobes sl110 et sW156 de la région MHR et la région préS contribueraient également a la
liaison aux HSPG [Schulze et al., 2007 ; Sureau et Salisse, 2013 ; Hayes et al., 2016 ; Morikawa et al.,
2016 ; Verrier et al., 2016b].

1.1.1.2. Le récepteur NTCP « Na*-taurocholate cotransporting polypeptide »

Les virions, ainsi accumulés au niveau des hépatocytes, vont ensuite étre transférés vers le
récepteur NTCP [Morikawa et al., 2016].

Ce récepteur fait partie de la famille des transporteurs de solutés 10A1 et de la famille des
transporteurs SLC (« Solute Carrier ») [Urban et al., 2014 ; Watashi et al., 2014]. Le NTCP est un
récepteur de 349 acides aminés composé de sept a neuf domaines transmembranaires [Xiao et al.,
2013]. Le NTCP est localisé principalement dans la membrane basolatérale des hépatocytes au
niveau des cellules sinusoidales permettant la propagation du virus dans le systeme sanguin [Lempp
et Urban, 2014 ; Urban et al., 2014 ; Watashi et al., 2014 ; Li et Urban, 2016 ; Verrier et al., 2016b]. La
localisation du NTCP dépend des propriétés de polarisation des cellules qui différent entre les cellules
épithéliales et les hépatocytes matures [Schulze et al., 2012]. L'expression du NTCP peut étre régulée
soit négativement par l'interleukine 6 (IL-6) ou positivement par les glucocorticoides [Urban et al.,
2014 ; Hayes et al., 2016].

Le NTCP est impliqué dans le transport, sodium dépendant, des sels biliaires conjugués. Le
changement de conformation nécessaire aux transports est généré par un gradient d’ions sodium
[Xiao et al., 2013 ; Urban et al., 2014 ; Watashi et al.,, 2014 ; Verrier et al., 2016b]. Lutilisation du

récepteur par le VHB affecte le taux d’acides biliaires intracellulaires finement régulé par I’expression
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du NTCP. En effet, les modifications d’activité du NTCP sur un modele murin ont montré des
changements compensatoires dans la synthése des acides biliaires et le métabolisme du cholestérol
[Oehler et al., 2014]. Par exemple, I'’enzyme cholestérol 7a-hydroxylase (CYP7A1) permettant la
conversion du cholestérol en acide biliaire est surexprimée (multipliée par 12) [Oehler et al., 2014].
Par ailleurs, certaines molécules qui inhibent le transport des sels biliaires, comme la cyclosporine A
et I'Ezitimibe, inhibent également I'entrée du VHB [Lucifora et al., 2013 ; Urban et al., 2014]. Ce
récepteur est également impliqué dans le transport d’autres molécules telles que : les hormones
stéroides, les hormones thyroides, les médicaments conjugués aux acides biliaires et plusieurs
xénobiotiques [Watashi et al., 2014].

Le role du NTCP dans I'entrée du VHB a été découvert par I'équipe de Yan et al., en 2012.
L'utilisation des hépatocytes primaires de Tupaia belangeri (PTH) et d’un lipopeptide natif mimant
préS1 myristoylée (aa 2 — 48) a permis de mettre en évidence le role du récepteur NTCP dans la
liaison avec préS1 [Yan et al., 2012 ; Verrier et al., 2016b]. De plus, I'utilisation d’ARN interférent
(ARNi) ou I’'extinction de genes ciblant le NTCP réduisent considérablement I'infection par le VHB et
confirment les résultats de I’équipe de Yan et al. (2012) [Ni et al., 2014]. Par ailleurs, la transduction
du NTCP dans des cellules non sensibles leur confére la susceptibilité au VHB comme les cellules
HepG2 ou Huh7 ou encore 293T n’exprimant pas habituellement ce récepteur [Yan et al., 2012 ; Ni et
al., 2014 ; Verrier et al. ,2016b].

Ainsi, le NTCP interagit avec la région préS1 des protéines LHBs [Xiao et al., 2013]. Avant
méme la découverte du récepteur NTCP, des études utilisant un lipopeptide mimant la région préS1
sur des cellules PTH, des hépatocytes primaires humains (PHH) et HepaRG avaient mis en évidence
I'importance des aa 2 — 48 (référence génotype D) dans I'entrée du virus dans les cellules [Glebe et
al., 2005 ; Gripon et al., 2005]. Parmi ces aa, les aa 9 — 18 (NPLGFFPDHQ, référence génotype D) sont
essentiels a l'infection et les aa 28 — 48 favorisent I'infection tandis que les aa 2 — 9 et les aa 19 — 28
sont accessoires [Glebe et al., 2005 ; Glebe, 2006 ; Glebe et Urban, 2007 ; Xie et al., 2010 ; Urban et
al., 2014 ; Watashi et al., 2014 ; Hayes et al., 2016 ; Li et Urban, 2016]. La glycine myristoylée en Nter
de préS1 (position 2) est cruciale pour le pouvoir infectieux du virus ; elle favorise la fixation aux
récepteurs [Xie et al., 2010 ; Urban et al., 2014 ; Morikawa et al., 2016].

Au niveau du NTCP, il existe deux sites importants pour le cycle infectieux du VHB : les aa
157 — 165 qui se lient a préS1 et sont indispensables a la fixation et les aa 84 — 87 qui seraient
impliqués dans les événements post-fixation [Xiao et al., 2013 ; Urban et al., 2014 ; Watashi et al.,
2014 ; Li et Urban, 2016 ; Verrier et al., 2016b ; Ni et al., 2014]. La comparaison des séquences de
NTCP humain avec d’autres especes telles que la souris et le macaque crabier a mis en évidence des
différences au niveau de la séquence en acides aminés entre les aa 157 et 165 [Yan et al., 2012 ;

Urban et al., 2014 ; Watashi et al., 2014 ; Li et Urban, 2016]. Le remplacement de ces aa par le
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fragment humain confére la susceptibilité au VHB de ces espéces [Watashi et al.,, 2014]. Les acides
aminés aspartate en position 115, glutamate en position 257 et cystéine en position 266 sont
également tres conservés sur le NTCP car ils sont indispensables a son activité de transporteur
[Urban et al., 2014]. Par ailleurs, des mutations dans le gene du NTCP pouvant interférer avec le cycle
infectieux du virus ont déja pu étre observées [Watashi et al, 2014 ; Li et Urban, 2016]. Les
mutations 1223T et R252H agissent sur I’expression du NTCP au niveau des hépatocytes (localisation
et activité) [Urban et al., 2014 ; Watashi et al., 2014 ; Li et Urban, 2016]. La mutation S267F produit
une perte complete du transport des acides biliaires, diminue le transport d’autres acides et affecte
la fonction de récepteur du VHB. Cette mutation est retrouvée dans les résistances aux infections
chroniques par le VHB [Urban et al.,, 2014 ; Watashi et al., 2014 ; Li et Urban, 2016 ; Verrier et al.,
2016b]. Les mutations N262A et Q293A/L294A empécheraient également la liaison avec le domaine
préS1 [Watashi et al., 2014].

Cependant, des études sur le role du NTCP dans I'entrée ont montré que I'infection n’est pas
totalement supprimée dans les lignées cellulaires sans NTCP et suggérent ainsi I'intervention d’autres

facteurs d’hote dans I'entrée du virus dans les hépatocytes [Yan et al., 2012 ; Xiao et al., 2013].

1.1.1.3. Des cofacteurs potentiels

D’autres facteurs cellulaires semblent donc étre impliqués dans I'entrée du virus dans les
hépatocytes [Glebe, 2006 ; Xie et al., 2010 ; Hayes et al., 2016]. Les différents cofacteurs potentiels

sont présentés dans le Tableau 1.

29



Tableau 1 : Cofacteurs potentiels pour I'entrée du virus de I’hépatite B a la surface des hépatocytes [Xie et al., 2010].

Site de fixation sur Localisation Spécificité dans le
Protéine Références
I'enveloppe du VHB cellulaire foie
Interleukine 6(IL-6) préSlaa21-47 sérum non Neurath et al., 1992 ;
« Human squamous cell
membrane
carcinoma antigen 1 » préSl aa21-47 non De Falco et al., 2001
plasmatique
(SCAA1)
ciblé durant le
Lipoprotéine lipase (LPL) | préS1aa21-47 sérum métabolisme des Deng et al., 2007
lipides
Neurath et Strick,
membrane
Récepteur IgA préSl aa 21 -32 non 1990 ; Pontisso et al.,
plasmatique
1992
Récepteur
membrane
Asiaglycoprotéine préSi oui Treichel et al., 1994
plasmatique
(ASGPR)
membrane
Récepteur transférine prés2 non Franco et al., 1992
plasmatique
ciblé durant le
Apolipoprotéine H Mehdi et al., 1994 ;
présSil sérum métabolisme des
(ApoH) Stefas et al., 2001
lipides
Imai etal.,, 1979 ;
Protéine pHSA prés2 sérum non
Dash etal., 1991 ;
membrane
Annexine V S non Gong et al., 1999
plasmatique
matrice Budkowska et al.,
Fibronectine prés2 non

extracellulaire

1995

1.1.2. Mécanisme d’entrée dans les cellules

Apres I'attachement du virus aux cellules via les différents récepteurs, le virus entre dans les

cellules. Deux mécanismes d’entrée potentiels dans les cellules ont été proposés :

- une étape d’endocytose suivie de la libération de la nucléocapside a partir des

vésicules endocytiques [Urban et al.,, 2010 ; Grimm et al., 2011 ; Watashi et al., 2014]

ou

- la fusion de I'enveloppe virale avec la membrane plasmique [Urban et al., 2010 ;

Grimm et al., 2011 ; Glebe et Konig, 2014].
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D’apreés les publications récentes, le mécanisme d’endocytose semble étre privilégié [Watashi
et al.,, 2014 ; Hayes et al., 2016; Morikawa et al., 2016]. Il existe deux types d’endocytose,
I'endocytose clathrine dépendante ou I’endocytose cavéole dépendante. Différents facteurs
cellulaires peuvent étre impliqués dans ces mécanismes d’endocytose : la cavéolinel, la chaine
lourde de clathrine (« Clathrin heavy chain ») et la protéine adaptatrice clathrine AP-2 (« Clathrin
adaptator protein AP-2 ») [Hayes et al., 2016]. Afin de déterminer la voie préférentielle utilisée par le
VHB, des inhibiteurs de cavéole ont été utilisés sur des modeles cellulaires d’infection HepaRG
(cellules d’hépatomes humains) et PTH (cellules primaires de foie de Tupaia belangeri) [Macovei et
al., 2010 ; Hayes et al., 2016]. Les inhibiteurs de cavéole n’ont pas montré d’effets significatifs sur
I'infection des deux modeéles cellulaires étudiés. Au contraire, des études réalisées sur des cellules
PHH ont montré l'interaction entre le domaine préS1 des grandes protéines d’enveloppe LHBs avec
des facteurs de type clathrine (chaine lourde de clathrine, protéine adaptatrice clathrine AP-2)
[Huang et al., 2012b ; Hayes et al., 2016]. En outre, l'inhibition de ces deux facteurs cellulaires (ou
I’extinction de leurs génes) a montré une diminution de la susceptibilité des cellules a I'infection par
le VHB [Hayes et al., 2016]. Ainsi, le VHB semble utiliser de facon préférentielle la voie d’endocytose
clathrine dépendante [Huang et al., 2012b ; Hayes et al., 2016].

La particule virale poursuit ensuite dans la voie de I'endocytose (transport de I'endosome)
régulée par les protéines de type Rab (« Ras-related protein ») [Macovei et al., 2013 ; Hayes et al.,
2016 ; Morikawa et al., 2016)]. Ces petites protéines appartiennent a la superfamille des Ras et
occupent les compartiments endocytiques. La protéine Rab 5 joue un réle dans le déplacement de la
membrane plasmique vers I'endosome précoce et Rab 7 permet le transport de 'endosome tardif
vers le lysosome. |l existe deux autres protéines Rab 9 et Rab 11 qui ne semblent pas étre impliquées
dans les étapes précoces d’infection par le VHB [Hayes et al., 2016]. Ainsi, le VHB semblerait utiliser
I’endosome pour son transport, puis il échapperait au lysosome grace a un changement de charge
électrostatique, un gradient de protons et/ou la composition en cholestérol de la membrane
(Figure 10) [Hayes et al., 2016 ; Morikawa et al., 2016].

Cependant, les études ont été réalisées a I'aide du virus de I’hépatite B de canard (DHBV) et
non du VHB humain [Stoeckl et al., 2006 ; Hayes et al., 2016]. Néanmoins, il semble que le motif TLM
(« Cell permeable peptide translocation motif ») présent en Cter de la région préS2 des protéines
d’enveloppe, agirait comme des protéases endosomales pour faciliter la translocation des particules

virales a travers la membrane de I'endosome [Stoeckl et al., 2006 ; Hayes et al., 2016].
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Figure 10 : Les étapes précoces du cycle infectieux du virus de I’hépatite B [Hayes et al., 2016].
1.2. Transport de la nucléocapside, décapsidation et entrée dans le noyau

Lorsque la particule virale arrive dans le cytoplasme de I’hépatocyte, elle est immédiatement
désenveloppée et la nucléocapside contenant I’ADN relaxé circulaire (ADNrc) partiellement double
brin, liée de maniere covalente au domaine terminal de la polymérase, est libérée [Urban et al.,
2010 ; Grimm et al., 2011 ; Morikawa et al., 2016].

Le transport de la nucléocapside vers les pores du noyau est réalisé grace aux microtubules
[Urban et al., 2010; Glebe et Konig, 2014 ; Hayes et al., 2016; Morikawa et al., 2016]. Les
nucléocapsides s’accumulent ensuite au niveau de I'enveloppe du noyau et facilitent ainsi les
interactions entre les protéines et le complexe des pores nucléaires (« nuclear pore
complex ») [Urban et al., 2010 ; Hayes et al., 2016 ; Morikawa et al., 2016]. Ce complexe est localisé
dans la membrane du noyau et régule I'entrée dans le noyau [Glebe et Kdnig, 2014 ; Hayes et al.,
2016]. En effet, un signal de localisation nucléaire est présent en Cter de la protéine core du VHB
entre les positions 141 et 185 (PKKKRKV) et va interagir avec les protéines du « nuclear pore
complex » que sont les importines [Hoelz et al., 2011 ; Hayes et al, 2016]. Les nucléocapsides
semblent étre piégées et/ou dégradées par le « Nuclear Basket » du complexe et I’ADNrc est libéré

au niveau du nucléoplasme [Urban et al., 2010 ; Grimm et al., 2011 ; Morikawa et al., 2016].
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1.3. Réparation ADN circulaire (ADNrc) incomplet et formation de I’ADNccc

L'entrée de I’ADN partiellement double brin du virus dans le noyau a pour but de produire de
I’ADN complet, circulaire et fermé de maniére covalente appelé ADNccc (« covalently closed circular
DNA »). Cette étape permet de déclencher la transcription et la réplication du virus [Grimm et al.,
2011 ; Glebe et Konig, 2014 ; Hayes et al., 2016 ; Tong et Revill, 2016].

La premiere étape consiste a réparer I’ADN circulaire partiellement double brin (ADNrc) grace
aux enzymes virales et cellulaires [Grimm et al.,, 2011]. La polymérase virale fixée de maniere
covalente a I’ADNrc va compléter la séquence du brin court, dit de polarité positive [Urban et al.,
2010; Grimm et al., 2011 ; Hayes et al., 2016 ; Morikawa et al., 2016]. La polymérase virale et
I'amorce d’ARN utilisées pour la synthése du brin positif sont, par la suite, supprimées grace aux
enzymes cellulaires. [Urban et al., 2010 ; Grimm et al., 2011]. L’ADNccc pourrait étre formé par
ligation covalente des deux brins complets d’ADN positif et négatif [Urban et al., 2010 ; Grimm et al.,
2011 ; Morikawa et al., 2016].

L’ADNccc a une organisation structurelle de type chromatine complexé avec des protéines
histones et non-histones [Urban et al., 2010 ; Glebe et Kbnig, 2014]. Il est considéré comme un
« mini chromosome » [Urban et al., 2010 ; Grimm et al., 2011 ; Glebe et Konig, 2014 ; Tong et Reuvill,
2016 ; Verrier et al., 2016b]. Des facteurs spécifiques de I'hote sont également impliqués dans la
formation de I’ADNccc tels que la tyrosyl DNA phosphodiesterase 2 [Urban et al., 2010 ; Morikawa et
al., 2016]. Cet ADNccc est stable et persistant dans le noyau avec une demie-vie de 33 a 57 jours
[Hayes et al., 2016 ; Tong et Revill, 2016]. L’ADNccc est crucial pour la persistance de I'infection

[Grimm et al., 2011].

1.4. Transcription et traduction

L’ADNccc nouvellement synthétisé sert de modéle pour la production des ARN viraux
nécessaires a la production des protéines virales et a la réplication virale [Verrier et al., 2016b]. Tous
les ARN transcrits sont produits grace a la machinerie cellulaire de I’héte, et plus particulierement
I’ARN polymérase ADN dépendante : la polymérase Il [Urban et al., 2010 ; Grimm et al., 2011 ; Hayes
et al, 2016 ; Morikawa et al., 2016 ; Tong et Revill, 2016]. Ainsi, quatre ARN viraux de quatre
longueurs différentes sont produits [Morikawa et al., 2016] :

- un ARN de 3,5 kb, nommé ARNpg, qui code la polymérase, la protéine core de
capside ainsi que la protéine précore non structurale, précurseur de I’AgHBe sécrété

- un ARN de 2,4 et un ARN de 2,1 kb codant les trois protéines de surface LHBs, MHBs
et SHBs synthétisées a partir des genes préS1, préS2 et S grace aux différents

promoteurs
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- un ARN de 0,7 kb codant la protéine de régulation de la protéine X
La transcription est régulée par différents promoteurs (préC/C, prés, S et X), mais également
différents facteurs de transcriptions spécifiques de I'hGte tels que les enhancers 1 et 2, les
« CCAAT/enhancer binding protein » (C/EBP) ou « Hepatocyte nuclear factor » (HNF), mais aussi par
les protéines virales comme la protéine X ou la protéine core [Urban et al., 2010 ; Morikawa et al.,
2016]. Les quatre classes d’ARN (ARN 3,5 kb, ARN 2,4 kb, ARN 2,1 kb et ARN 0,7 kb) sont ensuite
exportées vers le cytoplasme pour étre traduites en protéines et permettre la réplication de I’ADN

[Morikawa et al., 2016 ; Tong et Revill, 2016].

1.5. Assemblage et sécrétion
1.5.1. Formation et maturation de la capside

Une fois dans le cytoplasme, la rétrotranscription débute par la fixation de la polymérase
virale en 5’ de la structure € localisée dans le domaine terminal redondant de I’ARNpg et facilite
I'assemblage de la nucléocapside [Urban et al., 2010 ; Glebe et Konig, 2014 ; Morikawa et al., 2016].
Le complexe s’auto-assemble avec les protéines core pour former la capside immature [Bruss, 2007 ;
Urban et al., 2010 ; Glebe et Kénig, 2014 ; Morikawa et al., 2016]. L’ARNpg est alors, rétrotranscrit en
ADN négatif dans le lumen de la particule [Bruss, 2007 ; Grimm et al., 2011 ; Urban et al., 2010;
Glebe et Konig, 2014 ; Morikawa et al.,, 2016]. Cette étape est initiée par la formation de liaisons
phosphodiesters entre le résidu hydroxyle d’une tyrosine dans le domaine terminal de la polymérase
et une courte séquence d’ADN située sur la boucle centrale de la structure € [Beck et Nassal, 2007 ;
Sohn et al., 2009 ; Glebe et Konig, 2014 ; Tong et Revill, 2016]. Au cours de la synthése du brin
négatif, '’ARNpg est dégradé simultanément par I'activité ARNase H de la polymérase, sauf la
séquence répétée 1 (DR1). Cette séquence DR1 non dégradée va servir d'amorce pour |'élongation
du brin positif et la circularisation du brin négatif en s’appariant a la région DR2 en 5’ du brin négatif
[Beck et Nassal, 2007 ; Glebe et Konig, 2014 ; Morikawa et al., 2016]. L’ADNrc est ainsi formé. Dans le
cytosol, la nucléocapside devient mature lorsque 'ARN de la capside devient ADN [Bruss, 2007 ;
Urban et al., 2010].

Puis, la nucléocapside contenant ’ADN est soit réimportée dans le noyau pour former un
stock d’ADNccc (ADNrc converti en ADNccc) soit enveloppée et sécrétée au niveau du réticulum
endoplasmique pour infecter de nouvelles cellules [Urban et al.,, 2010; Grimm et al., 2011;
Morikawa et al., 2016 ; Tong et Revill, 2016]. Seule une trés faible quantité de capsides nouvellement
synthétisées est réimportée dans le noyau [Hayes et al., 2016]. Des facteurs d’hotes et viraux

controlent la formation et la taille du pool d’ADNccc [Morikawa et al., 2016]. Par exemple, les
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protéines LHBs du virus jouent un role dans le controle de I'amplification de I’ADNccc (feedback

négatif) [Urban et al., 2010].

1.5.2. Enveloppement et formation du virion

La nucléocapside acquiert sa capacité de bourgeonnement dés que I’ARNpg de la capside
immature est rétrotranscrit en ADN (capside mature) [Bruss, 2007]. La différenciation des capsides
matures et immatures a lieu avant 'arrivée au site de bourgeonnement [Bruss, 2007]. Il existe un
motif essentiel au bourgeonnement et la formation de la capside au niveau des protéines de
capside : le motif PPAY en position aa 129 — 132 [Bruss, 2007]. Les protéines d’enveloppe LHBs et
SHBs jouent un réle essentiel dans I'enveloppement du virus [Bruss, 2007 ; Glebe et Konig, 2014 ;
Urban et al., 2014]. En effet, les protéines d’enveloppe sont insérées dans la membrane du réticulum
endoplasmique sous leur forme repliée [Urban et al., 2010 ; Morikawa et al., 2016]. Durant la
synthése des protéines LHBs, le domaine préS prend sa conformation ipréS (i: interne) ou il est
exposé du coté cytoplasme et devient myristoylé [Urban et al., 2010]. Dans un premier temps, la
nucléocapside est transportée a la surface des corps multi-vésiculaires par la protéine ligase
ubiquitine E3, Nedd4 (« neural precursor cell expressed developmentally down-regulated protein
4 ») et « y-2-adaptine » [Glebe et Urban, 2007 ; Urban et al., 2010 ; Morikawa et al., 2016 ; Tong et
Revill, 2016]. Le processus de migration des protéines du réticulum endoplasmique vers les corps
multi-vésiculaires est inconnu [Morikawa et al., 2016].

La nucléocapside et I'enveloppe du VHB entrent ensuite en contact au niveau des corps
multi-vésiculaires [Morikawa et al., 2016]. Le bourgeonnement au niveau de la membrane cellulaire
est régulé par un mécanisme multi-protéique faisant intervenir le complexe ESCRT (« endosomal
sorting complexes required for transport ») [Watanabe et al., 2007 ; Glebe et Konig, 2014 ; Morikawa
et al., 2016]. Ainsi, le domaine préS des protéines LHBs interagit avec la nucléocapside mature
contenant ADNrc (17 aa en Cter de préS1 et 5 aa Nter de préS2) et forme la particule de Dane de
42 nm [Bruss, 1997 ; Bruss, 2007 ; Xie et al., 2010 ; Glebe et Konig, 2014 ; Urban et al., 2014 ;
Morikawa et al., 2016]. Le domaine S semble également intervenir dans I'assemblage [Glebe et
Kbnig, 2014]. Apres I'enveloppement de la nucléocapside, la région préS est transloquée a travers la
membrane [Urban et al., 2010 ]. Pour finir, le virion bourgeonne a travers les corps multi-vésiculaires
dans la lumiére du réticulum endoplasmique pour ensuite étre sécrété par les cellules [Glebe, 2006 ;
Urban et al., 2010 ; Tong et Revill, 2016]. Lors de ces étapes de bourgeonnement, il semblerait y avoir
un passage par le compartiment pré-Golgi responsable de la composition de I'enveloppe. En effet,
I’enveloppe est plutét composée de dérivés lipidiques du compartiment intracellulaire que de la
membrane plasmique [Glebe et Urban, 2007]. Le mécanisme de sécrétion du virus est incertain, mais

Rab 7 semble réguler la dégradation des corps multi-vésiculaires [Morikawa et al., 2016].
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Les protéines d’enveloppe générent également des particules sous-virales (SVP) (8 ‘structure
et organisation’). Ces particules sont libérées par I'appareil de Golgi ou les corps multi-vésiculaires
[Morikawa et al., 2016]. Les protéines d’enveloppe sont traduites et intégrées dans la membrane du
réticulum endoplasmique ol ont lieu les modifications traductionnelles (exemple : glycosylation) et
I"acquisition de la structure par la formation des ponts disulfures grace a une protéine disulfure
isomérase qui réside dans le réticulum endoplasmique, I'assemblage en diméres protéiques a la
surface et la formation de la boucle antigénique. Les SVPs sont ensuite sécrétées par la voie classique

sans la nucléocapside [Glebe et Konig, 2014].

1.6. Les deux topologies de préS et le pouvoir infectieux

Les deux topologies de préS ont un réle important tout au long du cycle infectieux du virus
[Bruss, 2007 ; Watashi, 2016]. Des hypothéses ont été émises concernant le réle de ces deux
topologies (Figure 11). La conformation ipréS serait la forme de virion sécrétée par la cellule [Bruss,
2007 ; Watashi, 2016]. Elle jouerait un rble dans l'enveloppement de la nucléocapside en
interagissant avec la protéine core de la capside dans le cytoplasme [Bruss, 2007 ; Xie et al., 2010 ;
Watashi, 2016]. La conformation epréS (e : externe), quant a elle, jouerait un réle important dans
I’entrée du virus dans les cellules [Xie et al., 2010 ; Watashi, 2016]. Cette conformation pourrait jouer
un role dans la liaison avec le récepteur HSPG [Somiya et al., 2016]. Il a été démontré que les virions
préts a infecter une cellule présentaient environ 66 % de leur domaine préS a leur surface (eprés) et
seulement 2 % de leur domaine préS pour les virions nouvellement sécrétés [Watashi, 2016]. Le
mécanisme de changement de conformation ipréS/epréS est complexe. Il semblerait que ce
changement soit dépendant de la température. En effet, la quantité de particules avec une
conformation de type eprésS serait favorisée lors d’'une augmentation de la température entre 37°C
et 42°C. Le changement de conformation ipréS/epréS dépendrait également du pH; un pH acide
favoriserait la conformation epréS [Somiya et al., 2016 ; Watashi, 2016]. La conformation epréS ne
permet pas une forte virémie, tandis que le passage par la conformation ipréS serait plus favorable a
une distribution des particules plus spécifique dans le foie [Watashi, 2016]. Ainsi, le changement de
conformation epréS/ipréS pourrait également étre une stratégie du virus pour échapper a I'hote

[Watashi, 2016].
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Figure 11 : Représentation schématique du réle des deux topologies ipréS et epréS des protéines d’enveloppe du virus de
I’hépatite B impliqué dans le processus de maturation et le pouvoir infectieux du virus de I’hépatite B [Watashi, 2016].

3. Les zones fonctionnelles présentes sur les protéines d’enveloppe du VHB

Les protéines de surface jouent un role essentiel dans le pouvoir infectieux du virus, d’'une
part dans I'entrée du virus dans les cellules permissives et d’autre part comme cibles du systéme
immunitaire de I'hote.

En effet, les protéines SHBs et LHBs sont essentielles a I’entrée du virus dans les cellules (§ ’le
cycle viral du VHB’). Les acides aminés en position s122 et s141 de la protéine SHBs interagissent
avec les HSPG tandis que les acides aminés 2 a 48, et plus particulierement les acides aminés 9 a 18
de la protéine LHBs (séquence de référence : génotype D) qui sont importants pour l'interaction avec
le récepteur NTCP [Yan et al.,, 2012 ; Sureau et Salisse, 2013]. La protéine MHBs n’est pas
indispensable a I'infection. Cependant, en Nter de la protéine préS2 se trouve le site de fixation a la
nucléocapside, essentiel pour I'assemblage du virus [Xie et al.,, 2010; Lin et al.,, 2012]. Il existe
également d’autres zones fonctionnelles importantes pour le pouvoir infectieux du virus au niveau
des régions préS1 et préS2 [Xie et al., 2010 ; Lin et al., 2012]:

- le promoteur des protéines S (acides nucléiques 3045 — 3180),

- une zone importante pour le changement de topologie des protéines d’enveloppe (ipréS

interne et epréS externe; aa 74 — 118),

- lesite de fixation a la nucléocapside (aa 103 — 127) important pour I'assemblage du virus

- unsite de fixation aux pHSA ; aa 123 — 136. Cette protéine est un partenaire cellulaire

potentiel impliqué dans I’entrée du virus dans les cellules.

Les zones fonctionnelles importantes pour le pouvoir infectieux du VHB sont répertoriées sur

la Figure 12.
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Les protéines d’enveloppe sont également essentielles a [linduction des réponses
immunitaires cellulaires et humorales. La région S est la cible préférentielle de I'immunité a
médiation humorale. En effet, la région S comprend la région MHR (aa s99 — s169) qui est ciblée par
le systéme immunitaire de I'hGte et plus particulierement le déterminant « a » (aa s124 — s147)
comprenant une série d’épitopes reconnus par les anticorps neutralisants. La structure de la protéine
S est importante pour l'induction de la réponse immunitaire cellulaire. La conformation de la
protéine est régie par quatre ponts disulfures conservés (s107 — s138 ; s121 — s124 ; s137 — s149 ;
s139 — s147) permettant de maintenir une structure en forme de boucles exposées a la surface du
virus [Locarnini et Yuen, 2010]. De plus, cette protéine posséde un site de N-glycosylation en position
146 qui est un signal important pour le repliement de la protéine de surface et I'assemblage de la

nucléocapside (Figure 13) [Yu et al., 2014].
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Figure 12 : Cartographie des zones fonctionnelles présentes sur les régions préS et S codant les protéines d’enveloppe du
virus de I’hépatite B (pHSA : « polymerized Human Serum Albumin ») [Locarnini et Yuen, 2010 ; Lin et al., 2012 ; Urban et
al., 2014].
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Figure 13 : Représentation de la région hydrophile majeure (MHR) présent sur les protéines d’enveloppe du virus de
I’hépatite B [Gencay et al., 2017]. Chaque acide aminé est représenté sous la forme d’un cercle. Les cercles rouges sont les
positions les plus souvent mutées, les positions en vert sont moyennement retrouvées mutées, les positions en jaune sont

faiblement mutées et les positions en blanc ne sont généralement pas mutées.

Des épitopes des lymphocytes T sont également présents au sein des régions préS1, préS2
etS [Desmond et al., 2008]. Ces épitopes vont étre impliqués dans la réponse immunitaire a
médiation cellulaire. Les différents épitopes des lymphocytes T helper (cluster de différenciation 4 ;

CD4") et des lymphocytes T cytotoxiques (CD8*) sont décrits dans la Figure 14.
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Figure 14 : Cartographie des épitopes des lymphocytes T présents sur les protéines d’enveloppe du virus de I’hépatite B (SHB,
MHB et LHB). Les épitopes des lymphocytes T helper (CD4*) sont représentés par un cercle vert, les épitopes des lymphocytes
T cytotoxiques (CD8*) sont représentés par un cercle orange (séquence de référence : virus de I’hépatite B de génotype A)
[Desmond et al., 2008 ; Velay , 2015].
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IV. Les différents modeles d’études disponibles pour étudier le VHB

1. Les modeles in vivo

Il existe différents modeéles animaux qui sont utilisés pour étudier la pathogenése du VHB et
développer de nouveaux traitements contre ce virus. Le virus de |I’"hépatite B est un virus avec une
spécificité d’hote étroite. Ainsi, le VHB infecte seulement certaines espéeces animales. Le chimpanzé
est le seul primate non humain sensible a l'infection par le VHB [Zeisel et al., 2015 ; Allweiss et
Dandri, 2016]. C’'est le seul modéle immunocompétent pour l'infection par le VHB et le virus de
I’'hépatite Delta (VHD); il mime le plus précisément I'infection naturelle par le VHB [Allweiss et
Dandri, 2016]. Ce modéele a permis de développer des vaccins contre le VHB et d’étudier les réponses
immunitaires engendrées par celui-ci [Allweiss et Dandri, 2016 ; Sandhu et al., 2017]. Cependant, le
chimpanzé ne développe pas de maladies hépatiques séveres lorsqu’il est infecté chroniquement
[Sandhu et al.,, 2017]. De plus, I'utilisation du chimpanzé est restreinte pour des raisons d’éthique.
Ainsi, les macaques sont utilisés comme modeles alternatifs, mais présentent une identité de
séquence avec I’"humain qui est seulement de 93 % [Zeisel et al., 2015]. De plus, des différences au
niveau de la séquence du NTCP ont également pu étre observées chez certaines especes de
macaques limitant ainsi leur utilisation pour I'étude de I'entrée du virus ; le virus devant étre inoculé
de facon intrahépatique a I'aide de différentes constructions d’ADN viral [Zeisel et al., 2015 ; Allweiss
et Dandri, 2016]. De plus, I'utilisation de ces primates non humains est également tres restreinte. Il
était ainsi nécessaire de trouver de nouveaux modeéles d’étude en se concentrant sur les petits
animaux.

Ainsi, des modeles d’étude faisant intervenir d’autres virus de |’hépatite B spécifiques
d’autres espéces animales ont été utilisés : le virus de I’hépatite B du canard (DHBV) et de la
marmotte (WHV). Ces deux modeles ont permis d’étudier certaines étapes du cycle infectieux du
VHB et le développement de la pathogenése tout en prenant en compte les différences existant avec
le VHB (humain).

Le virus de la marmotte (WHV) a permis d’étudier I'histoire naturelle de [Iinfection,
d’approfondir les connaissances en matiére de pathogenése de l'infection chronique par le virus
(maladie hépatique et carcinogenése), de trouver de nouveaux vaccins et d’évaluer la toxicité des
traitements [Roggendorf et al., 2010 ; Allweiss et Dandri, 2016 ; Sandhu et al., 2017]. Cependant, il
existe des différences avec le VHB. En effet, le développement de CHC est plus répandu chez les
marmottes et le mécanisme de cancérogenese est différent chez ’lhumain. De plus, il n’existe pas de
séroconversion de I'AgHBe naturellement chez cet animal et les marmottes présentent un

métabolisme différent de 'Homme (hibernation) [Zeisel et al., 2015 ; Allweiss et Dandri, 2016]. Par
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ailleurs, la disponibilité des animaux est difficile et le modeéle est trés onéreux [Allweiss et Dandri,
2016].

Le virus de I’hépatite B spécifique du canard (DHBV) a également été utilisé comme modele
d’étude des Hepadnaviridae. |l a permis d’élucider le mécanisme de transcription et de réplication de
cette famille de virus [Glebe, 2007 ; Allweiss et Dandri, 2016 ; Sandhu et al., 2017]. Cependant, il
existe des différences importantes avec le VHB. En effet, le DHBV est transmis majoritairement de
facon verticale et le mécanisme d’entrée du virus fait intervenir des récepteurs différents du VHB.
Par ailleurs, une hépatite DHBV conduit majoritairement a une hépatite chronique contrairement au
VHB, le DHBV cause rarement des maladies au niveau du foie et la composition des protéines
d’enveloppe est différente (il n’existe pas de protéines M et les protéines d’enveloppe ne sont pas
glycosylées) [Glebe, 2007].

Afin d’étudier le VHB, un seul modéle animal non primate peut étre infecté naturellement
par le VHB : le Tupaia belangeri (Figure 15). Le Tupaia partage des homologies génétiques élevées
avec les humains et les primates qui permettent au VHB humain d’infecter transitoirement les
hépatocytes de Tupaia belangeri [Tsukiyama-Kohara et Kohara, 2014 ; Allweiss et Dandri, 2016].
L'utilisation de ce modele pour étudier le VHB a permis de mieux définir la réplication du virus, ainsi
qgue les genes exprimés par le VHB. Ce modele permet d’étudier le cycle viral, I'infection chronique
par le VHB et la formation d’ADNccc [Sandhu et al., 2017]. Cependant, lI'infection n’est que
transitoire (pas d’infection chronique) et ce modeéle ne présente que des faibles taux d’infection. De
plus, les réponses immunitaires et la pathogenése sont différentes de ce qui est observé chez
I'Homme [Allweiss et Dandri, 2016]. La difficulté de maitien et la gestion des Tupaias sont également
des facteurs limitants 'utilisation de cet animal pour étudier les infections virales [Tsukiyama-Kohara
et Kohara, 2014]. Des recherches sont actuellement en cours pour optimiser ces problémes
(modification génétique, conditions d’élevage) et pour augmenter le potentiel de ce petit animal
dans I'étude de la pathogenése des virus et I'évaluation du potentiel des médicaments [Tsukiyama-

Kohara et Kohara, 2014].

Figure 15 : Tupaia adulte (Tupaia belangeri) [Tsukiyama-Kohara et Kohara, 2014].
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La disponibilité de ces animaux, les contraintes du modeéle et les disparités avec 'Homme ont
mené a la recherche de nouveaux modeles faisant intervenir des animaux plus couramment utilisés
en recherche : les souris. Elles ne sont pas sensibles a I'infection par le VHB, mais ont été modifiées
pour étudier le VHB. Différents modeles murins ont été développés.

Des souris ont été modifiées génétiqguement pour exprimer les protéines virales du VHB
(AgHBs, AgHBe, protéine X) ou produire le génome complet du VHB [Dandri et Litgehetmann, 2014 ;
Allweiss et Dandri, 2016]. Les souris transgéniques sont réalisées par micro-injection d’ADN du VHB,
contenant les régions codantes d’intéréts, au niveau de cellules ceufs fertilisées [Chisari et al., 1985].
Ces modeles sont utilisés pour étudier la réplication du VHB, mais ne permettent pas d’étudier le
cycle complet d’infection. Par exemple, I'entrée du virus dans les cellules ne peut pas étre étudiée, ni
les mécanismes de clairance de l'infection, car le génome viral est intégré dans le génome de |I'hote
[Allweiss et Dandri, 2016].

Des souris non sensibles a I'infection par le VHB peuvent également étre infectées soit par un
vecteur adénovirus contenant le génome du VHB permettant la transformation des hépatocytes des
souris immunocompétentes, soit par I'injection hydrodynamique du matériel génétique du VHB dans
le foie des souris [Dandri et Litgehetmann, 2014 ; Allweiss et Dandri, 2016]. Ces modeles permettent
d’étudier I'immunopathogenese du virus, la clairance virale et I'étude des souches virales, sauvages
ou mutées. Cependant, ces différents modéles murins ne permettent pas d’étudier les étapes
d’entrée du virus, ni d’étudier ’ADNccc et la propagation du virus. De plus, I'infection des souris n’est
gue transitoire [Allweiss et Dandri, 2016].

D’autres modeles de souris humanisées ont ainsi été développés pour étudier le cycle
complet du VHB.

Ces différents modeéles consistent a créer des souris chimériques présentant un foie humain.
Des hépatocytes humains sont intégrés de facon stable dans le parenchyme du foie des souris
[Dandri et Litgehetmann, 2014 ; Allweiss et Dandri, 2016]. Pour réaliser ces modifications au niveau
du foie des souris, les hépatocytes murins ont préalablement été éliminés et les réponses
immunitaires adaptatives de I'animal ont été supprimées pour permettre la survie de la greffe
d’hépatocytes humains.

Il existe différents modeéles de souris chiméres hépatiques (HUHEP, souris humanisées
portant des xénogreffes d'hépatocytes humains). Les souris uPA-SCID (urokinase-type Plasminogen
Activator- Severe Combined Immune Deficient) sont issues du croisement entre des souris
immunodéficientes (SCID) et des souris ayant subi une destruction des hépatocytes (uPA) (Figure 16).
Les souris SCID ont perdu la capacité a produire des cellules immunitaires fonctionnelles
(lymphocytes B et T) a cause de la destruction de la moelle osseuse par irradiation [Xie et al., 2010].

Les souris uPA sont des souris qui expriment I'urokinase plasminogéne activator qui est toxique pour
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les cellules du foie et va donc détruire les hépatocytes murins. Aprés avoir été croisées entre elles,
les souris uPA-SCID vont subir une greffe d’hépatocytes primaires humains ou de Tupaia belangeri via
les veines spléniques et portales. La régénération du foie humanisé est obtenue au bout de deux
mois ; la présence d’albumine sérique humaine est utilisée pour valider le modéle [Allweiss et Dandri,
2016)]. Les souris uPA peuvent étre croisées également avec d’autres modeles de souris
immunodéficientes telles que les souris Rag 2”7« knock out » ; les souris déficientes en Rag sont
dépourvues de lymphocytes en raison de leur incapacité de réarranger les loci des immunoglobulines
(Ig) ou des récepteurs des cellules T (TCR; « T cell receptor ») et les souris Scid/beige dépourvut de
lymphocytes B, T et de cellules « Natural Killer » (NK) [Dandri et Litgehetmann, 2014 ; Allweiss et
Dandri, 2016].
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Figure 16 : Approche expérimentale utilisée pour générer des souris uPA-SCID (urokinase-type Plasminogen Activator- Severe
Combined Immune Deficient) présentant des foies chimériques composés d’hépatocytes humains [Dandri et
Liitgehetmann, 2014].

Il existe également d’autres modeles de souris dont la destruction des hépatocytes murins
est contrélée : les souris déficientes en acide acétoacétate de fumaryle (FAH ; Fumarylacetoacetate
hydrolase). En effet, 'enzyme FAH est une enzyme importante pour la dégradation de la tyrosine.
Son inhibition favorise I'accumulation de composés toxiques pour le foie. Cette dégradation peut
étre controlée par I'administration d’un médicament : le Nitisinone (NTBC). Ce nouveau modele
présente un taux de greffe du foie aprés croisement de plus de 95 % [Allweiss et Dandri, 2016].

Un troisieme modeéle TK-NOG a également été développé. Ces souris sont issues du
croisement entre des souris présentant un transgene de la thymidine kinase (TK), du virus de I'herpés
simplex, permettant d’éliminer les hépatocytes murins des souris NOG (croisement entre des souris
NOD « Non-obese diabetic », SCID et 112ry) pour permettre la greffe de cellules hépatiques humaines
(Figure 17). Les dommages au foie peuvent étre contrOlés par le ganciclovir qui détruit les
hépatocytes exprimant la thymidine kinase [Dandri et Lutgehetmann, 2014 ; Allweiss et Dandri,

2016].
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Figure 17 : Approche expérimentale utilisée pour générer des souris TK-NOG (thymidine kinase-NOG) présentant des foies
chimériques composés d’hépatocytes humains [Dandri et Liitgehetmann, 2014].

Ces modeles de souris HUHEP permettent d’obtenir une virémie importante et des taux

d’AgHBs et AgHBe comparables a ceux observés chez 'Homme [Xie et al., 2010]. lls permettent
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d’étudier I'entrée du virus dans les cellules, la propagation dans les cellules du foie, les réponses
immunitaires innées et la régulation de I’ADNccc. Cependant, ces modeles sont complexes et
nécessitent une quantité importante d’hépatocytes primaires dont la disponibilité est limitée. De
plus, I'absence d’un systéme immunitaire fonctionnel empéche I'étude de I'immunité engendrée
contre le VHB dans ces modeles [Allweiss et Dandri, 2016].

Ainsi, des souris chimériques humanisées HUHEP et immunocompétentes ont été
développées pour mieux caractériser la pathogenése du VHB, I'immunité et développer de nouveaux
immunomodulateurs. Différentes approches ont été étudiées comme la restitution des cellules
immunitaires aprées infection de souris humanisées immunodéficientes, la destruction partielle du
systeme immunitaire ou la co-transplantation de cellules souches hématopoiétiques et de cellules
hépatocytaires adultes [Dandri et Liitgehetmann, 2014 ; Allweiss et Dandri, 2016]. Par exemple, des
hépatocytes humains adultes ont été introduits par injectection intra-splénique chez des nouveaux-
nés uPA-NOG (Figure 18). Apres la reconstitution du foie des souris avec les hépatocytes humains
(deux a trois mois), des cellules souches hépatiques isolées de foies foetaux humains ont été
administrées chez ces souris préalablement traitées pendant trois jours sous chimiothérapie par
threosulfane. Chez ce modele, la reconstitution partielle du systéme immunitaire chez la souris est

observée apres deux a trois mois [Dandri et Liitgehetmann, 2014].
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Figure 18 : Approche expérimentale utilisée pour générer des souris uPA-NOG (urokinase-type Plasminogen Activator-NOG)
présentant des foies chimériques composés d’hépatocytes humains [Dandri et Liitgehetmann, 2014].

Actuellement, les recherches se focalisent sur de nouveaux modéles prometteurs issus du
croisement entre des souris HUHEP et des souris His qui présentent un systéme immunitaire
humanisé [Strick-Marchand et al., 2015). Les premiers résultats montrent une greffe stable et
robuste d’hépatocytes humains chez ces souris [Strick-Marchand et al., 2015]. Ces modeéles sont
actuellement en cours d’amélioration.

Une étude réalisée par Lempp et al. (2017), a également montré que la transfection du NTCP
humain chez les macaques et les cochons permettait de rendre ces espéces sensibles a I'infection par
le VHB. Ces animaux immunocompétents pourraient ainsi étre utilisés pour étudier I'infection, la

réponse immunitaire du VHB et la pathogenése [Lempp et al., 2017].
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2. Les modeles in vitro

Différents modeles cellulaires sont actuellement disponibles pour étudier le cycle infectieux
du VHB. Ces modeles présentent chacun leurs avantages et leurs inconvénients. Deux types de
lignées cellulaires sont utilisés : les lignées primaires hépatocytaires (PHH, PTH) et les lignées
cellulaires d’hépatomes (HepG2, Huh7, HepaRG, NTCP-HepG2).

Pour la plupart de ces modeles (sauf les cellules PTH et les cellules HepG2 et Huh7),
I'utilisation de PolyéthyleneGlycol (PEG) et de Diméthylsulfoxide (DMSO) est nécessaire a I'infection.
Le PEG permet daugmenter la fixation du VHB et VHD aux cellules, médié par les
glycosaminoglycanes [Urban et al., 2014]. Le DMSO, quant a lui, augmente certaines fonctions
spécifiques du foie comme la transcription de cytochromes (cytochrome P (CYP) 1A2, CYP2BS6,
CYP3A4) et accroit, ainsi, le taux d’infection des cellules [Hoekstra et al., 2011 ; Verrier et al., 2016c].
Le DMSO est indispensable pour la polarisation des cellules et la différenciation hépatocytaire
(modulation de I'expression de facteurs intervenant dans |I'entrée du VHB, modification des motifs
transcriptomiques des cellules) [Verrier et al., 2016c]. Toutefois, son réle exact dans I'infection par le
VHB sur les modeles cellulaires est mal caractérisé. Par ailleurs, le DMSO est toxique pour les cellules
[Xie et al., 2010].

Les différents modeéles cellulaires utilisés pour étudier le VHB sont présentés ci-dessous. Les
cellules primaires d’hépatocytes humains (PHH) ont été largement utilisées pour les premieres
études du VHB. Les cellules sont issues de biopsie de foie [Xie et al., 2010]. Ce modéle in vitro est le
plus proche des hépatocytes humains. Ce modele permet d’étudier la réponse immunitaire innée et
le métabolisme des médicaments [Zeisel et al., 2015 ; Hayes et Chayama, 2016 ; Sandhu et al., 2017].
Cependant, leur utilisation est limitée a cause de leur disponibilité (biopsie), de la diversité génétique
du foie des donneurs (probléme de reproductibilité), de la difficulté de maintien en culture (deux a
trois semaines seulement) et de la perte rapide de leur capacité a exprimer les facteurs spécifiques
du foie nécessaire a l'infection par le VHB [Zeisel et al., 2015 ; Allweiss et Dandri, 2016 ; Hayes et
Chayama, 2016 ; Verrier et al., 2016c]. La culture des cellules PHH nécessite une étape de
différenciation a I'aide de DMSO (1,8 — 2 %) pour permettre I'infection par le VHB [Zeisel et al., 2015].
Le pourcentage d’infection varie entre 20 et 100 % [Zeisel et al., 2015].

Une alternative aux cellules PHH est |'utilisation des cellules primaires d’hépatocytes de
Tupaia belangeri (PTH) qui ont montrées leur susceptibilité a I'infection par le VHB [Von Weizsacker
et al., 2004]. Ces cellules ont permis de mettre en évidence le role du récepteur NTCP dans I'entrée
du VHB au sein des hépatocytes. L'infection ne nécessite pas de DMSO [Xie et al., 2010]. Cependant,
les difficultés d’élevage de I'animal ont également limité I'utilisation de ce modele [Zeisel et al.,

2015].
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Une seconde alternative a été d’utiliser des hépatocytes primaires humains (PHH) isolés de
souris chimériques possédant un foie humanisé [Ishida et al., 2015]. Ce modele permet d’avoir un
meilleur acces aux hépatocytes primaires. Les problemes de reproductibilité sont réduits avec ce
modele, car les cellules présentes le méme patrimoine génétique [Ishida et al., 2015]. Cependant, le
modele est onéreux et complexe [Hayes et Chamaya, 2016].

De nouveaux modeles d’études faisant intervenir des cellules d’hépatomes ont ainsi été
développés. Les cellules Huh7 et HepG2 sont des cellules issues de carcinome hépatocellulaire
humain. Elles sont permissives a la réplication virale et a I'assemblage de particules virales
(morphogenése), mais ne sont pas sensibles naturellement a I'infection car elles n’expriment pas les
récepteurs d’entrée du virus a leur surface comme le NTCP [Zeisel et al., 2015, Allweiss et Dandri,
2016]. De plus, des différences morphologiques (exemple : les cellules PHH sont généralement
cubiques et binuclées tandis que les les HepG2 ont une morphologie épithéliale et un seul noyau) ont
été observées par rapport aux cellules PHH [Hayes et Chamaya, 2016]. Ainsi, une étape de
transfection de plasmide est nécessaire pour produire des particules infectieuses [Zeisel et al., 2015].
Ce modele permet d’étudier les étapes post-entrée [Zeisel et al., 2015]. Il existe des plasmides
permettant la production de particules virales VHB (pTriex-HBV). Cependant, de par son organisation
complexe, le VHB est difficile a produire. Ainsi, une alternative a ce probléeme fait intervenir le
génome du VHD beaucoup plus simple a produire que celui du VHB [INTS, Paris ; Pr. Sureau]. En effet,
le VHD utilise I'’enveloppe du VHB pour se propager. Ainsi, la transfection transitoire d’un plasmide
codant la ribonucléoparticule Delta (pSLVD3) et d’'un second pour les protéines d’enveloppe du VHB
(pT7HB2.7) permet de produire des particules virales présentant I'enveloppe protéique du VHB
importante pour I'entrée.

Il existe également des lignées cellulaires avec une intégration stable du VHB comme les
cellules HepG2.2.15 ou HepAd38. Ces cellules ne permettent pas I'étude des étapes d’entrée du virus
dans les cellules et I’étude de la réponse immunitaire innée, mais permettent d’étudier les étapes de
réplication virale, le métabolisme des médicaments et les interactions du virus avec I’héte au sein
des cellules (intégration dans le génome de I'hGte, régulation épigénétique de ’ADNccc) [Allweiss et
Dandri, 2016 ; Verrier et al., 2016c ; Sandhu et al., 2017]. Elles sont également utilisées pour produire
des inocula importants de VHB [Verrier et al., 2016c].

Afin d’observer les mécanismes d’entrée du virus de I’hépatite B, Gripon et al. (2002) ont
décrit un nouveau modele cellulaire : les cellules HepaRG (Figure 19). Ces cellules sont issues d’une
tumeur de patients souffrant d’une infection par le virus de I'hépatite C [Gripon et al., 2002]. Cette
lignée est stable avec une prolifération en continu [Gripon et al., 2002]. Ces cellules présentent un
transcriptome proche des cellules PHH, comme les cytochromes P450 [Verrier et al., 2016c]. De plus,

ces cellules peuvent produire des particules infectieuses jusqu’a plus de 100 jours post-infection et
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permettent ainsi d’étudier I'effet de molécules antivirales [Allweiss et Dandri, 2016]. Ces cellules
progénitrices de foie sont bipotentes et nécessitent une étape de différenciation (DMSO,
Hydrocortisone) pour étre sensible a I'infection par le VHB et exprimer les fonctions spécifiques du
foie [Gripon et al., 2002]. Deux types cellulaires sont exprimés lors de la différenciation : des cellules
biliaires et des cellules hépatocytaires. Seules les cellules hépatocytaires (50-55 % des cellules) vont
supporter l'infection par le VHB [Gripon et al., 2002 ; Allweiss et Dandri, 2016 ; Hayes et Chamaya,
2016]. Ce modele a permis d’étudier I'entrée du virus dans les cellules et a mis en évidence le réle de
la protéine X dans la régulation de I’ADNccc [Gripon et al., 2002 ; Allweiss et Dandri, 2016 ; Verrier et
al., 2016c]. Cependant, l'infection ne se propage pas dans le milieu de culture. De plus, I'infection

n’est efficace que dans 5 a 20 % des cellules [Zeisel et al., 2015].

Figure 19 : Observation dela morphologie des cellules HepaRG, en microscopie en contraste de phase, du processus de
différenciation. L’ajout de 2 % de DMSO a été réalisé lors du 15¢™¢ jour. La photo A représente les cellules HepaRG deux jours
aprés encemencement, la photo B cing jours post-encemencement, la photo C a 15 jours au moment de I’'ajout du DMSO
pour la différenciation des cellules et la photo D a 30 jours avec les cellules différenciées soit en Hépatocytes (H) soit en
cellules biliaires (BC) [Cerec et al., 2007].

Pour améliorer le taux d’infection du VHB au sein d’'un modeéle in vitro, la découverte du
récepteur NTCP a permis de développer, récemment, de nouveaux modeles cellulaires faisant
intervenir des cellules Huh7 ou HepG2 exprimant le récepteur NTCP a leur surface [Zeisel et al.,
2015 ; Allweiss et Dandri, 2016]. Pour cela, les cellules sont transfectées avec un plasmide codant le
récepteur NTCP humain (hNTCP). Le taux d’infection de ces cellules est augmenté entre 50 et 100 %
[Zeisel et al., 2015]. Ce modele permet d’étudier I'effet des nouveaux antiviraux et de mieux
comprendre les facteurs qui interviennent dans I'entrée du VHB. Cependant, I'infection par le VHB
n’'est efficace qu’en présence d’une quantité importante de DMSO (2,5 - 3,5 %) et nécessite

également une quantité d’inoculum importante [Zeisel et al., 2015 ; Hayes et Chamaya, 2016]. De
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plus, ce sont des cellules non différenciées, transformées in vitro qui présentent des différences avec
les hépatocytes primaires humains (mutations et anormalités chromosomiques, expression
différente de certains genes, propriétés métaboliques différentes) [Zeisel et al., 2015 ; Verrier et al.,
2016c]).

Les avantages et les inconvénients de chaque modele cellulaire sont répertoriés dans le
Tableau 2.

Des études sont en cours afin de développer de nouveaux modeles d’étude plus proches des
cellules humaines, qui amélioreraient les études du cycle complet du virus et permettraient de mieux
caractériser I’ADNccc. De plus, il est nécessaire de rechercher de nouveaux modeles in vitro pour
contourner les probléemes d’efficacité et de sécurité qui ont pu étre observés lorsque les tests
réalisés sur modele in vitro ont été transposés aux études cliniques de phase Il et lll. Un nouveau
modele cellulaire est actuellement en cours de développement : les cellules iPS-HLCs (iPS-derived
hepatocyte-like cells). Ce sont des cellules de type hépatocellulaire (HLC) qui sont différenciées a
partir de cellules souches pluripotentes (iPS, « Induced pluripotent stem cell »). Elles sont proches
des cellules PHH, mais doivent subir une maturation pour acquérir leurs fonctions hépatiques. Les
premiers résultats obtenus sur ce modéle ont montré une expression de génes identiques aux
cellules PHH (comme le taux d’ARN messager, ARNm, du NTCP) et une infection robuste comparable
aux cellules PHH [Sakurai et al., 2017]. Comparées aux PHH, les cellules iPS-HLCs peuvent proliférer
indéfiniment et posent moins de problémes éthiques [Sakurai et al.,, 2017]. Ce modele cellulaire en
cours d’étude est le premier a récapituler toutes les étapes du cycle du VHB et pourra donc étre
utilisé pour I'’étude du role de I’ADNccc, de la pathogenese du VHB et de |'élaboration de nouveaux

traitements.
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Tableau 2 : Récapitulatif des avantages et des inconvénients des différents modéles cellulaires disponibles pour étudier le
virus de I’hépatite B (VHB : virus de I’hépatite B ; PHH : Hépatocyte primaire humain, « Primary Human Hepatocyte » ; PTH :
Hépatocyte primaire de Tupaia, « Primary Tupaia Hepatocyte », PEG : polyéthyléneglycol, DMSO : diméthylsulfoxide).

Modeles cellulaires

Avantages

Inconvénients

Modele cellulaire le plus proche physiologiquement des

hépatocytes humains (h6te naturel du VHB)

Sensibles au VHB

Disponibilité restreinte (biopsie de foie humain)
Variabilité génétique entre donneurs (mauvaise

reproductibilité)

PHH Fonctions hépatiques naturelles Difficultés de maintien en culture
Etude de la réplication/ transcription du VHB Efficacité d’infection et de réplication limitées
Etude de I'immunité innée induite Utilisation PEG/DMSO
Etude du métabolisme des médicaments
Sensibles au VHB Difficultés d’élevage des Tupaias
oTH Etude de la réplication/ transcription du VHB Efficacité d’infection et de réplication limitée

Meilleure reproductibilité comparée aux PHH

Etude récepteurs d’entrée du VHB

Cellules non humaines

PHH issues de

souris chimériques

Sensibles au VHB

Meilleur accés aux cellules PHH

Onéreux

Complexe

humanisées Meilleure reproductibilité comparée aux PHH Utilisation DSMO/PEG
Permissives a la réplication et a I'assemblage Non sensible au VHB
Production de particules virales Nécessite une transfection plasmidique
Huh7/HepG2
Etude des étapes post-entrée Ne supporte pas les étapes d’entrée
Différences morphologiques
Production inoculum VHB Non sensible au VHB
Etude des étapes post-entrée Ne supporte pas les étapes d’entrée
HepG2.2.15/
Etude du métabolisme des médicaments Pas d’étude de la réponse immunitaire innée
HepAd38
Etude des interactions virus/héte a I'intérieur des
cellules
Transcriptome proche des cellules PHH Besoin de différenciation
Etude des étapes d’entrée du virus Conditions de culture délicates
HepaRG Etude des effets des molécules antivirales Pas de propagation de I'infection
Efficacité d’infection et de réplication limitées
Utilisation DSMO/PEG
Augmentation du taux d’infection Cellules transformées
Haute reproductibilité Quantité d’inoculum importante
HepG2/Huh7
Disponibilité Utilisation DSMO/PEG
hNTCP

Infection virale efficace et robuste

Pas de propagation de l'infection

Peu de synthese d’ADNccc
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V. La variabilité génotypique et phénotypique du virus de I’hépatite B

Au cours de ['évolution du VHB, la dérive évolutive neutre du génome viral, les
recombinaisons et I'adaptation du virus a long terme aux déterminants génétiques des populations
ont favorisé I'apparition de différents génotypes au sein de I'espéce [Giinther, 2006]. Une estimation
de I'horloge phylogénétique a évalué la divergence des différents génotypes chez I’'Homme, il y a
environ 6 000 ans [Fares et Holmes, 2002]. De plus, le virus de I'hépatite B est connu pour sa
variabilité, importante pour un virus a ADN, responsable de 'apparition de variants phénotypiques.
En effet, la réplication du VHB nécessite une étape ARN faisant intervenir une rétrotranscriptase
dépourvue de I'activité de relecture qui va favoriser I'apparition de mutations sur le génome du VHB
[Locarnini et Yuen, 2010]. La polymérase cellulaire peut également étre responsable de |'apparition
de mutations spontanées durant la synthése de 'ARNpg [Giinther, 2006]. Le taux d’erreurs estimé
pour le virus de I'hépatite B est d’environ 1,4 & 3,2 x 107 substitutions par site et par an, ce qui est
10* fois plus élevé qu’un virus & ADN classique [Kramvis et al., 2005 ; Lazarevic, 2014 ; Lin et Kao,
2015]. Les différents génotypes et sous-génotypes et les quasi-espéces apparues au cours de
I’évolution a long terme du VHB vont agir sur le cours naturel de I'infection chronique par le VHB et

I’évolution clinique de la maladie [Lin et Kao, 2015].

1. Les sérotypes

Avant la classification en différents génotypes, le VHB était caractérisé par son sérotype
(ayw, ayr, adw, adr). Celui-ci était déterminé grace a la réactivité de I’AgHBs vis-a-vis d’'un panel
d’antisérum standard (anticorps). La premiére lettre du sérotype correspond au déterminant « a »
qui est commun a tous les sérotypes. Les deux lettres suivantes correspondent aux déterminants
antigéniques d/y et r/w qui sont définis par la nature des acides aminés présents aux positions s122
(deuxieme lettre) et s160 (troisieme lettre). La présence d’une lysine K en position s122 correspond
au déterminant d, alors que I’arginine (R) correspond au déterminant y. En position s160, la présence
d’une lysine (K) correspond au déterminant w et une arginine (R) correspond au déterminant r. Les
acides aminés présents aux positions s127, s177 et s178 permettent d’affiner la séparation des
sérotypes en différents sous-types [Kay et Zoulim, 2007 ; Servant-Delmas et al., 2007]. C’'est a partir
des années 1980 que le génotype a remplacé le sérotype, dés lors que le séquencage du génome
complet du VHB a pu étre réalisé [Galibert et al., 1979]. Il existe une corrélation entre certains
génotypes et sérotypes du VHB (Tableau 3) [Kay et Zoulim, 2007 ; Servant-Delmas et al., 2007].
Cependant, il est possible qu’un méme sérotype puisse étre retrouvé chez des patients avec des

génotypes différents [Lin et Kao., 2015].
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Tableau 3 : Récapitulatif des bases moléculaires permettant de déterminer les sérotypes et les sous-types associés au
génotype du virus de I’hépatite B [Kay et Zoulim, 2007 ; Servant-Delmas et al., 2007].

122R + 160K + 127P + (134F et/ou 159A) A/B/C/D
122R + 160K + 127P D/E
122R + 160K +127T D
_ 122R + 160K + 127L D/E/F
122R + 160R C
_ 122K +160K + 127P A/B/C/F/G
_ 122K + 160K + 127T B
_ 122K + 160K + 127L + 178Q F/H
_ 122K + 160R + 177V + 178P C
_ 122K + 160R + 177A C

2. La variabilité génotypique

Il existe actuellement dix génotypes de VHB dans le monde (A a J); ils sont définis par une
divergence de leurs séquences nucléotidiques de plus de 8 % [Lin et Kao, 2011]. Parmi ces génotypes,
les génotypes A, B, C, D et F sont divisés également en sous-génotypes avec une divergence de leurs
séquences nucléotidiques comprise entre 4 % et 8 % [Lin et Kao, 2015]. Les autres génotypes ne
présentent pas de sous-génotypes, ce qui est probablement da a leur origine récente [Tong et Reuvill,
2016].

La taille moyenne du génome du VHB est d’environ 3 215 pb. Certains génotypes présentent
des différences au niveau de la taille de leur génome. Le génotype A présente une insertion de six
nucléotides en 3’ du géne C, le génotype D est délété de 33 nucléotides au début du géne préSl et le
génotype G présente une insertion de 36 nucléotides en 5’ du géne C associé a un codon stop dans le
géne préC ne permettant pas la synthése d’AgHBe [Glinther, 2006].

De nombreuses différences ont été observées entre les génotypes pour la distribution
géographique, le lien avec la progression de la maladie et la pathogenese associée au VHB, la
réponse aux traitements antiviraux [Sunbul, 2014 ; Lin et Kao, 2015 ; Tong et Revill, 2016 ; Hassemer

et al., 2017]. Ces différences sont la conséquence des interactions entre le virus et I'héte.



2.1. Corrélation entre génotypes, distribution géographique et mode de
transmission

La distribution génotypique et sous-génotypique varie entre les pays et les régions (Tableau
4, Figure 20).

Tableau 4 : Distribution géographique des génotypes, des sous-génotypes et des sérotypes du virus de I’hépatite B a travers
le monde [Kramvis, 2014 ; Sunbul, 2014 ; Lin et Kao, 2015 ; Tong et Revill 2016].

Sérotypes Sous — Autres exemples de
Génotypes Localisations géographiques principales

majoritaires génotypes pays touchés

Brésil, Philippines,
Al
Afrique sub-saharienne et Inde République Centre
Afrique
A2 Europe, Amérique du Nord, Japon et Inde Brésil, Maroc
A Adw/Ayw
A3 Afrique de I'Ouest
Gambie, Nigeria, Haiti,
A4 — A7 Afrique Congo, Rwanda,
Cameroun
B1 Japon
Asie de I’Est, Taiwan, Chine, Indonésie,
Adw, ayw B2-B5
Vietnam, Philippines
B6 Alaska, Nord du Canada, Groenland
Taiwan, Chine, Corée, et Asie du Sud et de
C1-C3 Japon, Thailande
I’Est
C Adw, ayr, adr Ca Australie
C5 Philippines et Vietnam
C6-C16 Indonésie Vietnam
D1 Moyen-Orient
D2 Europe/Afrique
Ayw D3 Monde Indonésie
D5 Inde
D6/D7 Afrique
République Centre
Ayw Afrique centrale et de I’Ouest
Afrique, Arabie Saoudite
— Adw F1-F4 Amérique centrale et Amérique du Sud Tunisie, Espagne
“ Adw France, Allemagne, Etats-Unis
— Adw Amérique centrale Mexico Nicaragua
— Adw/Ayw Vietnam, Laos, Inde, Sud de la Chine
— Ayw Japon Origine Bornéo

52



; B6,D, A
,
A2, B6, C2, D, F1

B,C,A2,D,G

]

©

o
o
©

Figure 20 : Cartographie de la distribution géographique des différents génotypes du virus de I’'hépatite B dans le monde
[LittleJohn et al., 2016].

Les génotypes B et C sont communément retrouvés dans les zones de fortes endémicités ol
la transmission virale prédominante se fait via une exposition périnatale ou verticale [Kramvis, 2014 ;
Sunbul, 2014 ; Lin et Kao, 2015, Tong et Revill, 2016]. La transmission du génotype | est généralement
verticale [Kramvis, 2014]. Les autres génotypes sont transmis le plus souvent par exposition
horizontale (transmission sexuelle, par le sang ou contact entre jeunes enfants) [Kramvis, 2014 ;
Sunbul, 2014 ; Lin et Kao, 2015]. Le génotype A est un génotype ubiquitaire retrouvé dans presque
tous les continents [Zehender et al., 2015] et semble étre acquis essentiellement durant I’age adulte
tandis que le génotype D plutét a I'adolescence [Tong et Revill, 2016].

Plusieurs génotypes sont co-localisés dans certaines régions du monde. Ceci peut conduire a
la co-infection par plusieurs génotypes de VHB chez un méme hoéte [Glinther, 2006 ; Sunbul, 2014 ;
Lin et Kao, 2015 ; Tong et Revill, 2016]. Un changement de génotype est parfois observé au cours de
I’histoire naturelle, chez un méme patient. Il peut étre di a une surinfection par un autre génotype
ou a la coexistence, initialement de deux génotypes dont un était minoritaire et non détecté [Wang
et al., 2015]. L'émergence de génotype minoritaire est généralement observée sous pression
thérapeutique [Jardi et al., 2008 ; Wang et al., 2015]. De plus, la co-infection simultanée de différents
génotypes peut conduire a la recombinaison de ces génotypes entre eux. Il y a peu de chance que la
recombinaison apparaisse durant la rétrotranscription de I’ARNpg car le processus de
rétrotranscription est localisé dans la nucléocapside impliquant seulement une molécule d’ARNpg.
Ainsi, la recombinaison est probablement le résultat d’'une recombinaison homologue entre
différentes molécules d’ADNccc durant le cycle de réplication [Araujo, 2015]. Les recombinaisons
entre génotypes sont observées pour la plupart des génotypes (excepté le génotype H) et plus
particulierement entre les génotypes Aet D, AetG,AetE, DetE,BetC,AetC, BetC, GetC, mais

également la recombinaison entre les génotypes C et D qui a été observée au Tibet [Cui et al., 2002 ;
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Glnther, 2006 ; Lin et Kao, 2015 ; Tong et Revill, 2016]. La co-localisation des génotypes A, C4 et G au
Vietnam et au Laos a conduit a la recombinaison de ces génotypes pour former le génotype | [Lin et
Kao, 2015 ; Tong et Revill, 2016]. Les sous-génotypes B2 a B5 sont nés de la recombinaison entre le
génotype B et la région préC/C de génotype C [Lin et Kao, 2015 ; Tong et Revill, 2016]. Les zones de
recombinaison sur le génome du virus se situent généralement dans les régions du promoteur basal
du core (BCP) ou dans le géne précore. Certaines recombinaisons ont également pu étre observées
dans le gene S et dans la région core [Simmonds et Midgley, 2005 ; Shi et al., 2013 ; Kramvis, 2014 ;
Tong et Revill, 2016].

Actuellement, la distribution géographique des différents génotypes varie et évolue a cause
de la migration des populations et des différents comportements a risques [Glinther, 2006 ; Tong et
Revill, 2016]. Par exemple, les génotypes B et C sont apparus en Amérique par la migration des
populations asiatiques [Glnther, 2006]. Au Japon, une augmentation du nombre de personnes
infectées par le génotype A a été observée entre 2000 et 2006 (1,7 % a 3,5 %). Ce génotype semble
avoir été introduit par les flux migratoires dans le pays et favorisé par les comportements a risques
(usagers de drogues injectables, MSM (« Man who have sex with men »), tourisme sexuel) [Matsuura
et al.,, 2009]. Le sous-génotype A2 s’est récemment répandu au Japon ou généralement les
génotypes B et C sont prédominants. La propagation du sous-génotype A2 semble étre récente et
principalement due aux transmissions sexuelles dans les groupes présentant des comportements a

risques comme les MSM [Zehender et al., 2015].

2.2. Les génotypes et la pathogeneése du virus de I’hépatite B

L’évolution clinique de la maladie provoquée par le VHB est complexe. Elle est régie par
différents facteurs tels que le mode de transmission, les facteurs génétiques de I'hote, les mutations
adaptatives et les facteurs environnementaux, mais également le génotype viral [Tong et Revill,
2016]. Des études ont été réalisées pour étudier I'influence des génotypes sur le développement et
I’évolution de la maladie, généralement sur les génotypes co-localisés dans une méme région
éliminant ainsi les différences ethniques [Glnther, 2006].

Les parametres biologiques sont également influencés par le génotype viral. Ainsi, le
génotype peut influencer la charge virale dans le sérum des patients. En effet, le génotype C présente
une plus haute capacité de réplication que les autres génotypes favorisant des dommages
hépatiques séveéres [Lin et Kao, 2011; Sunbul, 2014]. La quantité d’ADN intracellulaire et
extracellulaire est plus importante lors d’infections par des virus de génotype B et C que par des virus
de génotype A ou D. Par ailleurs, le taux de transaminases est plus élevé lors d’une infection par le

VHB de génotype C et D [Sunbul, 2014 ; Lin et Kao, 2015].
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Des différences en termes de statut AgHBe, sécrétion de I'AgHBe et séroconversion de
I’AgHBe ont pu étre observées entre les génotypes A, B, C et D. Le taux de séroconversion spontanée
de I’AgHBe est moins important lors d’une infection par le VHB de génotype C comparé au génotype
B et lors d’une infection par le VHB de génotype D comparé au génotype A. Par ailleurs, la
séroclairance de I’AgHBe parait retardée dans le temps pour le génotype C [Sundul, 2014 ; Lin et Kao,
2015 ; Tong et Revill, 2016]. La quantité d’AgHBe sécrétée est plus faible pour le génotype B que le
génotype C [Lin et Kao, 2015].

La séroclairance de I’AgHBs est plus fréquente pour les génotypes A et B que C et D [Lin et
Kao, 2015]. Une étude récente réalisée par Hassemer et al. (2017), a permis de caractériser les
différences au niveau de I’AgHBs entre les génotypes A, B, C, D et G. Les conclusions de cette étude
ont montré que la quantité d’AgHBs intracellulaire et libérée dans le surnageant variait selon le
génotype. In vitro, le VHB de génotype C libére plus d’AgHBs dans le surnageant que le VHB de
génotype B et D ; ces deux derniers génotypes libérant également plus d’AgHBs que le génotype A.
En parallele, la quantité intracellulaire d’AgHBs est identique pour les génotypes A et D et
légeérement plus importante que pour les génotypes B et C [Hassemer et al., 2017]. Une seconde
étude s’est focalisée sur la libération et la rétention des petites protéines SHBs de génotype A et D
[Zhang et al., 2017a]. Une différence de production de ces protéines a été observée entre ces deux
génotypes montrant une moins bonne production d’AgHBs pour le génotype D. Ce phénomeéne peut
étre attribué a une diminution de la transcription du promoteur SPIl due a I'activité inhibitrice
potentielle des protéines LHBs (feedback négatif) [Zhang et al., 2017a]. Par ailleurs, la protéine SHBs
est la protéine la plus libérée dans le milieu extracellulaire, tandis que les protéines MHBs et LHBs
sont la fraction protéique la plus représentée dans le milieu intracellulaire des hépatocytes quel que
soit le génotype A, B, C ou D [Hassemer et al., 2017].

L'impact de ces différences liées au génotype sur les outils de diagnostics a également été
évalué. Les trousses qui ont été testées sont les suivantes : « Architect HBsAg » d’Abbott Ireland,
« Elecsys HBsAg Il quant de Roche Diagnostics », « Enzygnost HBsAg 6.0 » et « Immulite Hepatitis B
Surface Antigen » de Siemens Healthcare, « Lumipulse G HBsAg quant » de Fujirebio et Surase B-96
de General Biological. Les différents génotypes ont été détectés selon la méme sensibilité avec ces
différents tests [Hassemer et al., 2017].

Par ailleurs, I’évolution vers la chronicité est favorisée par certains génotypes. Le génotype A
semble présenter un plus grand risque de progression vers la chronicité suite a une hépatite aiglie
acquise a I'age adulte et la résolution de I'"hépatite B aiglie est souvent prolongée chez les patients
infectés par le génotype A [Croagh et al., 2015]. Par exemple, en Chine, le passage a la chronicité est
majoritairement observé lors d’une infection par le génotype A suivi par les génotypes B et C [Sunbul,

2014]. Au Japon, le passage a la chronicité est observé plus souvent chez les patients infectés par le
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génotype A (23,4 %, A2 généralement) que pour les génotypes B et C (8,6 %) probablement en raison
de la transmission sexuelle essentiellement en cause pour ce génotype [lto et al., 2014 ; Tong et
Revill, 2016]. En Europe, les génotypes D sont plus fréquents chez les patients avec une infection
aigle que les génotypes A (80 % vs 10 %) et les génotypes A prédominent chez les patients porteurs
d’une infection chronique (80 % pour génotype A vs 11 % pour génotype D [Mayerat et al., 1999].
Cependant, des variabilités géographiques semblent exister. Une étude italienne a montré que les
patients infectés de facon chronique en Sicile étaient essentiellement infectés par des souches de
génotype D (92 % de génotypes D), moins souvent par le VHB de génotype A (9 % de génotypes A) et
que le génotype A était prédominant chez les patients présentant une infection aigle [Urone et al.,
2015]. L'age lors de l'infection, la quantité d’inoculum viral, le taux de réplication virale, le mode de
transmission du virus, la distribution variable des génotypes et les interactions existantes entre I'hote
et le virus sont également des facteurs prédisposants au passage a la chronicité [Sunbul, 2014 ; Lin et
Kao, 2015, Urone et al., 2015].

L’évolution vers la fibrose, la cirrhose et le développement de carcinomes hépatocellulaires
(CHC) peut également étre influencée par les génotypes. Les génotypes C et D présentent une
évolution plus défavorable de la maladie que les génotypes A et B [Sunbul 2014 ; Lin et Kao, 2015 ;
Urone et al., 2015 ; Tong et Revill, 2016]. Le virus de génotype C présente une phase de clairance
immunitaire plus longue favorisant la réplication virale, I'activité inflammatoire histologique du foie,
une faible réponse aux traitements et la progression de la maladie plus sévere [Sunbul, 2014]. II
existerait également un lien entre les sous-génotypes et le développement de la maladie hépatique
[Sunbul, 2014 ; Lin et Kao, 2015]. Par exemple, le sous-génotype D1 semble étre corrélé a I’évolution
vers la chronicité et le sous-génotype D3 aux hépatites occultes. Le sous-génotype C2 semble étre le
principal responsable du développement des CHC [Sunbul, 2014 ; Lin et Kao, 2015]. De plus, le
génotype A2 est acquis préférentiellement a I'age adulte et il est généralement associé a un risque
plus élevé de développer une infection chronique, contrairement au génotype Al qui serait acquis
durant I’enfance et associé a une progression rapide de maladie hépatique, avec 4,5 fois plus de
développement de CHC que les autres génotypes chez de jeunes hommes africains sans cirrhose
sous-jacente [Tong et Revill, 2016].

Les connaissances sur 'influence des autres génotypes sur I'histoire naturelle du VHB sont
limitées. En Argentine, les patients infectés par le génotype F présenteraient une activité
inflammatoire histologique plus élevée [Pezzano et al., 2011]. Au Mexique, le génotype H serait lié a

une fréquence d’hépatite B occulte plus importante que les autres génotypes [Roman et al., 2010].
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2.3. Les différents génotypes et la réponse aux traitements

Le génotype viral peut également influencer la réponse aux traitements par Interféron alpha
pégylé (IFNa-pégylé). Une meilleure réponse a l'interféron (IFN) est généralement observée pour les
génotypes A et B comparé aux génotypes C, D et | [Sunbul, 2014 ; Lin et Kao, 2015]. Le génotype D
est I'un des génotypes les plus difficiles a traiter avec l'interféron avec une longue période de
traitement nécessaire [Sunbul, 2014]. Lors des traitements avec interféron, la diminution de I’AgHBs
est plus importante pour les génotypes A, modérée pour les génotypes B et D et plus faible pour les
génotypes C et E [Sunbul, 2014 ; Lin et Kao, 2015]. La perte durable de I’AgHBs a trois ans est plus
importante pour les génotypes A et B [Lin et Kao, 2015]. La clairance de I’AgHBe est plus importante
pour les génotypes A et B que C et D apres trois ans de traitement [Sunbul, 2014]. En ce qui concerne
la réponse aux analogues nucleos(t)idiques (NUCs), il n’existe pas de différence significative entre les
génotypes A, B, C et D [Sunbul, 2014 ; Lin et Kao, 2015].

La détermination du génotype est utile pour estimer la progression et l'intensité de la
maladie et planifier un traitement adéquat et optimal pour le patient [Sunbul, 2014]. Les différentes
données sur la corrélation entre la variabilité génotypique et I’évolution clinique et virologique, ainsi

que la réponse aux traitements sont présentées dans le Tableau 5.
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Tableau 5 : Comparaison des différents génotypes du virus de I’hépatite B en fonction des caractéristiques cliniques,
virologiques et la réponse aux traitements antiviraux (ND : pas de données disponibles) [Sundul, 2014 ; Lin et Kao, 2015 ;

Hassemer et al., 2017].

Caractéristiques Génotypes
cliniques/virologiques A B C D E-J
Périnatale/ Périnatale/
Mode de transmission Horizontal Horizontale Horizontale
verticale verticale
Quantité ADN VHB dans le
ND Faible Elevée ND ND
sérum
Expression ADN VHB
Faible Faible Elevée Elevée ND
intracellulaire
AgHBe positif Elevé Faible Elevée Faible ND
Séroconversion AgHBe Précoce Précoce Tardive Tardive ND
Sécrétion AgHBe ND Faible Elevée ND ND
Séroclairance AgHBs Elevée Elevée Faible Faible ND
Quantité d’AgHBs libéré Faible Modérée Elevée Modérée Inexistante
Quantité d’AgHBs intracellulaire l[égerement plus importante
Quantité d’AgHBs intracellulaire Faible
pour les génotypes A et D
Fraction protéique dominante
SHBs ND
libérée
Fraction protéique dominante
MHBs/LHBs ND
intracellulaire
Distribution

Distribution intracellulaire de

Distribution identique des protéines intracellulaires quel que

différente pour le

I’AgHBs soit le génotype
génotype G
Détection AgHBs en diagnostic Méme potentiel de détection par différents kits de diagnostics
Tendance a la chronicité Elevée Faible Elevée Faible ND
Activité inflammatoire
Faible Faible Elevée Elevée ND
histologique
Complications (cirrhose, Défavorable pour
Favorable Favorable Défavorable Défavorable
carcinomes hépatocellulaires...) génotype F
Faible pour
Réponse a I'lFNa Elevée Elevée Faible Faible
génotype G
Réponse aux traitements par
Pas de différence significative entre les différents génotypes ND

analogues nucleos(t)idiques
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3. Variabilité phénotypique du VHB

Les processus biochimiques des cellules de I’h6te et les erreurs commises par la machinerie
réplicative du virus vont favoriser I'apparition de mutations dites « spontanées » [Glinther, 2006]. Au
sein de I'héte, le virus de I’'hépatite B est soumis a diverses pressions de sélection : les pressions
immunitaires de I’'h6te, les pressions vaccinales, mais également les pressions thérapeutiques
(Figure 21).

Les différentes pressions exercées sur le virus favorisent I'émergence de mutants,
indépendamment de leur robustesse, mais qui vont étre avantagés par un processus de sélection
[Glinther, 2006]. En effet, un virus, dont les capacités réplicatives sont mieux adaptées aux pressions
auxquelles il est soumis, va étre sélectionné. Ce phénomeéne fait référence a la capacité de
réplication (ou fitness) du virus qui correspond a sa capacité a produire de nouveaux virus infectieux
dans un environnement donné ou il est soumis a différentes pressions [Wargo et Kurath, 2012].
Durant certaines phases de I'infection chronique par le VHB, la population virale majoritaire peut
étre remplacée complétement par une population de variants spécifiques seulement en quelques
semaines voire en quelques mois [Glnther, 2006]. Cependant, si certaines mutations conferent au
virus une meilleure adaptation a I’environnement dans lequel il se réplique, elles peuvent également
avoir un impact sur le pouvoir infectieux du virus. En effet, de par son organisation en quatre cadres
de lecture chevauchants, si une mutation apparait, par exemple, sur la petite protéine d’enveloppe
du VHB, elle peut également se répercuter sur la polymérase du VHB et limiter la réplication du virus.
De la méme fagon pour les autres cadres de lecture, I'assemblage, la stabilité et le pouvoir infectieux
du virus peuvent également étre affectés [Kay et Zoulim, 2007].

Ainsi, la variabilité phénotypique va étre a I'origine de I'’émergence de quasi-espéces virales
au sein d’un méme patient (Figure 21). Les quasi-espéces ont été préalablement décrites par
Domingo et al. (1978) comme des populations hétérogénes capables de s’adapter rapidement a un
changement d’environnement, non seulement en raison d’un taux de mutation important, mais aussi
grace a la présence d’'une large population de variants. Actuellement, la quasi-espece se définit
comme une population de virus étroitement liés, mais composée de variants génétiquement
distincts, qui cohabitent chez un méme patient a un instant donné et qui sont capables de survivre
dans un environnement mutagene [Zhou et al.,, 2017]. Les quasi-espéces virales vont étre
responsables de I'’échappement du virus aux traitements, a I'immunité de I’'h6te, a la vaccination et
par conséquent aux tests diagnostiques. Elles peuvent étre transmises verticalement (mére-enfant)
ou horizontalement (relation sexuelle, contacts rapprochés) [Kay et Zoulim, 2007]. Toutes les
protéines du VHB sont soumises a cette variabilité. Une variabilité importante est généralement

observée dans les épitopes des lymphocytes B et T, région essentielle pour la reconnaissance par le
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systéme immunitaire de I'h6te [Lin et Kao, 2015]. Cette variabilité contribue généralement a la

sévérité de la maladie hépatique [Urone et al., 2015].
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Figure 21 : Schématisation des différentes pressions exercées sur le virus de I’hépatite B au sein de I’héte favorisant
I"apparition de quasi-especes virales [Chisari et al., 2010 ; Xiao et al., 2013 ; Morikawa et al., 2016 ; Velay et al., 2016 ;
réalisé par Manon Chassaing étudiante en master 2].

3.1. Les mutants du promoteur basal du core (BCP) et préC/C

La région préC/C joue un rdole important dans la régulation de I'expression de certains génes,
dans la réplication virale, dans la production de la protéine X et dans la production d’AgHBe et AgHBc
[Urone et al., 2015]. Les mutations et les délétions dans la région préC/C, ainsi que dans le
promoteur basal du core (BCP) chevauchant le géne X, sont prédictives de la progression de la
maladie hépatique et de la réponse aux traitements [Lin et Kao, 2015]. Les mutations dans la région

préC/C et BCP sont généralement présentées en acides nucléiques.
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Les mutations A1762T et G1764A retrouvées dans le BCP sont largement décrites dans la
littérature. Elles sont généralement associées a la progression de la maladie hépatique
(développement de fibrose, cirrhose), favorisent la prolongation de I'infection chronique et sont un
facteur de risque de développement de carcinome hépatocellulaire (CHC) [Buti et al., 2005 ;
Juniastuti et al., 2013 ; Lazarevic, 2014 ; Sunbul, 2014 ; Lin et Kao, 2015; Urone et al.,, 2015;
Ducancelle et al., 2016 ; Wei et al., 2017]. Ces mutations sont également associées a une diminution
de la synthese de I’ARNm précore (préC) qui réduit I'expression de I’AgHBe, favorise la rétention de
I’AgHBe dans le cytoplasme et par conséquent, la nécro-inflammation des hépatocytes [Lazarevic,
2014 ; Lin et Kao, 2015; Urone et al., 2015; Tong et Revill, 2016 ; Castelain et al, 2017]. Les
mutations T1753C, C1766T, T1768A vont compenser les effets déléteres des mutations A1762T et
G1764A sur la réplication virale [Lazarevic, 2014 ; Castelain et al., 2017].

La mutation G1896A dans le géne précore a été décrite dans la littérature. Cette mutation
donne lieu a un codon stop en position 28 de la protéine précore, inhibe la synthése des protéines
générées par les génes préC/C et abolit la production d’AgHBe [Buti et al., 2005 ; Lazarevic, 2014 ;
Yano et al., 2015]. Cette mutation va influencer la conformation de la structure tige boucle € (entrave
I’'appariement des bases a la base du renflement de la structure €) requise pour I'encapsidation de
I’ARNpg [Buti et al., 2005 ; Castelain et al., 2017]. Cette mutation est généralement associée a la
mutation C1858T qui se retrouve dans la position opposée, sur la structure tige boucle [Buti et al.,
2005]. Ces mutations seraient associées au développement de maladies sévéres [Yano et al., 2015 ;
Wei et al., 2017]. Cependant, son role est controversé. L’étude de Kitab et al. (2012) a montré une
forte prévalence de cette mutation chez des patients en phase inactive, sans développement de
maladie hépatique avancée. Le réle de cette mutation dans le développement de la maladie pourrait
étre dépendant de I'ethnie. En effet, une augmentation du risque de développement d’hépatites
séveres a été observée chez les populations asiatiques, mais pas chez les caucasiens et les africains
[Liao et al., 2012].

La mutation G1899A a également été associée aux mutations A1762T et G1764A chez des
patients présentant un CHC [Kitab et al., 2012]. Cependant, une étude récente de Ducancelle et al.
(2016) a montré que cette mutation pourrait contrecarrer les effets délétéres des mutations en
position 1762 et 1764 et agir plutét comme un facteur protecteur contre le développement de
fibrose sévére. [Ducancelle et al., 2016].

Des mutations dans le enhancer Il (C1653T), dans le promoteur basal du core chevauchant la
protéine X et dans les protéines core (T1753V, A1762T et/ou G1764A, G1896A) ont également été
associées a un risque plus élevé d’évolution vers le CHC [Lin et Kao, 2011 ; Sunbul, 2014 ; Kim et al.,
2016 ; Li et al., 2016 ; Lin et Kao, 2017 ; Wei et al., 2017]. Par exemple, chez les patients infectés par

le VHB de génotype C, les mutations dans préS, la mutation C1653T dans I'enhancer Il et les
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mutations T1753V et A1762T/G1764A dans la région BCP favorisent le développement de CHC chez
80 % des individus [Li et al., 2016]. Par ailleurs, les mutations A1383C, G1386A/C et C1485T ont
également été associées au développement de CHC [Kim et al., 2016].

La mutation en acides aminés S183P dans la protéine core est généralement observée chez
les porteurs inactifs progressant vers la cirrhose ou le CHC [Sunbul, 2014]. Une étude élaborée par Xu
et al. (2015) a mis en évidence une nouvelle mutation : la mutation A2159G/C sur la protéine core

associée au développement d’hépatite fulminante [Xu et al., 2015].

3.2. Les mutants de la protéine X

La protéine X joue un role important dans la carcinogenése. Plusieurs mutations et délétions
dans le géne X ont fréquemment été décrites chez des patients présentant un CHC [lavarone et al.,
2003 ; Lin et Kao 2011 ; Lazarevic, 2014]. En plus des mutations déja décrites dans le précédent
paragraphe, les mutations A1383C, G1386A/C, C1485T ont été associées a la sévérité clinique de
I'infection tout comme les délétions et insertions au niveau de la région carboxy-terminale (Cter) de
la protéine X [Kim et al., 2016]. En effet, des délétions en Cter du géne X sont souvent retrouvées
dans les cellules tumorales de foie [Lin et Kao, 2011 ; Jung et Kim, 2013 ; Kim et al., 2016]. Ces
protéines délétées en Cter sont retrouvées dans environ 80 % des tissus de CHC [Lin et Kao, 2017].
Les protéines X tronquées en Cter perdent leur activité antiproliférative, mais cooperent avec les
génes oncogenes ras et myc qui favorisent la transformation des cellules et le développement de
tumeurs [lavarone et al., 2003 ; Yano et al., 2015 ; Lin et Kao, 2017]. Ces protéines délétées en 3’
peuvent également étre responsables du développement d’un stress oxydatif qui induit des
dommages a I’ADN mitochondrial. Les fragments délétés contiennent des zones importantes pour la
réplication du virus ce qui favorise I'intégration du génome viral dans celui de I’héte et la persistance

dans le foie [lavarone et al., 2003 ; Jung et Kim, 2013 ; Toh et al., 2013 ; Lazarevic, 2014].

3.3. Les mutants de la polymérase

La plupart des mutations observées sur le gene de la polymérase virale sont responsables de
résistances aux traitements par analogues nucléos(t)idiques (NUCs). Les principales mutations
impliquées dans I’échappement aux traitements NUCs qui ont été décrites dans la littérature ont été
répertoriées dans le Tableau 6. Parmi ces mutations, certaines ont déja été caractérisées comme des
mutations de résistance primaires qui sont responsables directement de la résistance aux
traitements et d’autres comme des mutations de résistance secondaires ou compensatoires qui

favorisent ou améliorent les compétences de réplications des souches résistantes [Lazarevic, 2014].
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Tableau 6 : Mutations de résistance associées aux traitements par analogues nucléos(t)idiques décrites sur le géne de la
polymérase du virus de I’hépatite B [Lazarevic, 2014 ; Yano et al., 2015].

Résistances aux différents analogues
Mutations Types de mutations
nucléos(t)idiques

rtL8oV/I Résistance Lamivudine et Telbivudine Mutation compensatoire
rtI169T Résistance Lamivudine et Telbivudine Mutation compensatoire
rtvi73L Résistance Lamivudine et Telbivudine Mutation compensatoire
rtP177G Résitance Ténofovir disoproxil fumarate Mutation primaire
Résistance Lamivudine, Telbivudine et
rtL180M Mutation compensatoire
Entécavir

Résistance Lamivudine, Telbivudine et
rtA181T Mutation primaire
Adéfovir dipivoxil

Résistance Lamivudine, Telbivudine et
rtA181V Mutation primaire
Adéfovir dipivoxil

Résistance Lamivudine, Telbivudine et
rtT184S/G Mutation compensatoire
Entécavir

Résitance partielle au Ténofovir disoproxil
rtA194T Mutation primaire
fumarate

Résistance Lamivudine, Telbivudine et

rtS202| Mutation compensatoire
Entécavir
rtS202G Résistance Entécavir Mutation compensatoire
Résistance Lamivudine, Telbivudine et
rtM204V Mutation primaire
Entécavir
rtM204I Résistance Lamivudine et Telbivudine Mutation primaire
rtQ215S Résistance Lamivudine et Telbivudine Mutation compensatoire
rtl233v Résistance Adéfovir dipivoxil Mutation primaire
rtN236T Résistance Adéfovir dipivoxil Mutation primaire
rtF249A Résitance Ténofovir disoproxil fumarate Mutation primaire
rtM250V Résistance Entécavir Mutation compensatoire

Chez des patients infectés par le VHB de génotype C sous traitement NUCs, la mutation
rtH55R a également été observée, associée a la mutation rtM2041/V. Il semblerait que cette
mutation a un réle compensatoire sur la mutation rtM204| sous Lamivudine (LAM) et améliorerait la
capacité de réplication du virus [Xiang et al., 2017].

Par ailleurs, la petite protéine de surface S du VHB chevauche le géne de la polymérase et
certaines mutations se répercutent sur les deux cadres de lectures. Par exemple, la mutation rtA181T

code un codon stop au niveau du codon 172 de la petite protéine de surface du VHB. Les mutations
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rtV173L, rtL180M et rtM204V provoquent également deux changements en acides aminés dans la
protéine S: sE164D et sI195M [Torresi et al., 2002]. Ces mutations conférent une résistance aux
traitements, mais elles contribuent également a I'enrichissement de mutations d’échappement a
'immunité de I'h6te [Tang et al., 2011; Lazarevic, 2014 ; Shan et al., 2017]. L'impact de ces

mutations présentes sur la protéine S sera décrit dans le paragraphe suivant ‘les mutants préS/s’.

3.4. Les mutants préS/S

Les protéines d’enveloppe du VHB sont présentes a la surface du VHB et sont donc
directement exposées a la pression immunitaire de I’hote [Urone et al., 2015]. De nombreuses
mutations sont répertoriées au niveau de ces protéines et plus particulierement au sein de la région
hydrophile majeure (MHR) de la petite protéine de surface S comprenant le déterminant « a »
reconnu par les anticorps neutralisants. Les mutations observées dans le déterminant « a » modifient
les épitopes, altérant ainsi la reconnaissance du virus par le systéme immunitaire de I’hote [Lazarevic,
2014 ; Yano et al., 2015].

Ces mutations spécifiques autour et dans le déterminant « a » peuvent étre responsables de
modifications des propriétés antigéniques de I’AgHBs qui vont permettre au virus d’échapper aux
traitements prophylaxiques faisant intervenir des immunoglobulines anti-VHB (HBIG), a la
vaccination, mais également au diagnostic ol la détection des AgHBs par les kits commerciaux qui est
réalisée a l'aide d’anticorps reconnaissant ces épitopes [Araujo et al.,, 2009 ; Lazarevic, 2014 ;
Coppola et al., 2015].

Ainsi, 2 a 3 % des enfants nés d’une mere infectée chroniquement par le VHB échappent a la
vaccination prophylaxique par les HBIG en raison de la transmission de souches présentant des
mutations essentiellement observées sur le déterminant « a » [Velu et al., 2008]. Par exemple, les
mutations sT125M, sl126T, sP127T, sT131N, sF134Y, sS143T ont été observées chez ces enfants [Velu
etal., 2008].

De nombreuses mutations ont également été répertoriées comme permettant au virus
d’échapper a la réponse immunitaire. La mutation la plus connue est la mutation sG145R présente
dans une boucle en saillie au niveau du déterminant « a » [Coleman, 2006]. Cette mutation est stable
dans le temps et peut se transmettre horizontalement [Weber, 2005 ; Lazarevic, 2014 ; Coppola et
al., 2015]. Elle confére un avantage sélectif pour la réplication du virus sous la pression immunitaire
de I'h6te [Chen et al., 1996 ; Coleman, 2006 ; Xue et al., 2017]. Cette mutation est, en effet,
responsable d’une diminution de la production d’anticorps et d’'une mauvaise reconnaissance par les
anticorps anti-VHB, favorisant ainsi I’échappement du virus au systéme immunitaire de I’h6te [Chen
et al., 1996 ; Coleman, 2006 ; Wu et al., 2012 ; Xue et al., 2017]. Elle est également responsable d’une

diminution de la sécrétion des AgHBs et favorise le développement de maladies hépatiques [Xue et
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al., 2017]. De plus, cette mutation se répercute sur 'ORF de la polymérase via la mutation rtW153Q.
La polymérase reste compétente pour la réplication, mais sa capacité de réplication est altérée [Chen
etal., 1996 ; Torresi et al., 2002 ; Coleman, 2006].

Une autre mutation a été largement décrite dans la littérature : la mutation sE164D. Elle est
généralement associée a la mutation sI195M. Ces deux mutations sont responsables d’une
diminution de la capacité de fixation des anticorps contre I’AgHBs (anti-HBs) in vitro [Torresi et al.,
2002]. De plus, comme nous avons pu le voir précédemment, ces mutations sont associées aux
mutations de résistance a la Lamivudine ou a I’Entécavir (rtL180M and rtM204V +/- rtV173L) [Torresi
etal., 2002].

Il existe beaucoup d’autres mutations influencant la reconnaissance du virus par le systéme
immunitaire et favorisant I'échappement du virus. Certaines de ces mutations sont répertoriées dans
la Figure 22 montrant un panel de mutations (liste non exhaustive) décrites dans la littérature
comme permettant au virus d’échapper au systeme immunitaire de I'hote, en particulier a la

reconnaissance par les anticorps.

Mutations d’échappement

1208/L/T/Q/A/E
103 1221/L/K 130N/D/R
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110L ||| 128y 142L/R/S
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Figure 22 : Représentation non exhaustive des mutations de la protéine SHBs permettant au virus de I’hépatite B d’échapper
au systeme immunitaire de I’héte (* = Stop) [Mathet et al., 2003 ; Coleman, 2006 ; Kay et Zoulim., 2007 ; Locarnini et Yuen.,

2010; Wu et al., 2010; Hsu et Yeh. 2011 ; Huang et al., 2012a ; ljaz et al., 2012 ; Wu et al., 2012 ; Biswas et al., 2013 ;

Ramezani et al., 2013 ; Simon et al., 2013 ; Zhang et al., 2013a ; Baclig et al., 2014 ; Lazarevic, 2014 ; Pourkarim et al., 2014 ;

Tuteja et al., 2014 ; Yu et al., 2014 ; Coppola et al., 2015 ; Urone et al., 2015 ; Su et al., 2016 ; Zhang et al., 2016a ;
http://hbv.bioinf.mpi-inf.mpg.de/index.php].
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Certaines mutations dans le déterminant « a» favorisent également I'apparition de
nouveaux sites de N-glycosylations; ces sites de N-glycosylations se situent au sein d’un motif
asparagine(N)-X-Serine(S)/Thréonine(T) ou X correspond a un acide aminé quelconque sauf la
proline. Ces N-glycosylations supplémentaires sont impliquées dans I'échappement immunitaire [Yu
etal., 2014].

En plus des épitopes des lymphocytes B présents sur la protéine S, il existe des épitopes des
lymphocytes T helper (CD4*) ou T cytotoxiques (CD8*) sur le gene S, mais également dans la région
préS. L'apparition de mutations dans ces épitopes va favoriser I'échappement du virus a I'immunité
de I’'hote [Desmond et al., 2008, Lin et al., 2013 ; Ramezani et al., 2013]. Par exemple, des mutations
dans le déterminant « a » (aa s126, s129, s130) et dans les épitopes des lymphocytes T cytotoxiques
(aa s87-95) ont été observées chez des patients présentant un profil sérologique atypique ou les
anticorps anti-HBs et les AgHBs coexistent dans le sérum [Chen et al., 2011 ; Ding et al., 2014].

Ce phénomene, observé chez 2,43 a 8,9 % des patients infectés par le VHB, est généralement
associé a une évolution défavorable de la maladie [Jang et al., 2009 ; Seo et al., 2014 ; Liu et al.,
2016]. Les anticorps anti-HBs semblent étre incapables de neutraliser totalement la population virale,

et ce, potentiellement via des mutations sur le génome du VHB.
Les épitopes des lymphocytes B et les épitopes des lymphocytes T présents sur les protéines

d’enveloppe du VHB, qui ont été proposés par Desmond et al., en 2008 et Lin et al., en 2013 sont

répertoriés dans le Tableau 7.
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Tableau 7 : Récapitulatif des épitopes reconnus par les lymphocytes B et les lymphocytes T répertoriés par Desmond et al.,

(2008) et Lin et al., (2013).

Position sur le géne S

Position sur le géne prés

207/208-216

215-223

44-49 12-32
99-169 (MHR) 19-26
122-148 27-35
160-207 32-47
37-45
41-53
Lymphocytes B 72-78
94-105
106-117
120-126
123-135
133-144
158-168
19-33/20-28 21-28/21-30
28-51/37-51 29-48
41-49 52-67
54/69 94-105
81-99 106-117
88-96 120-135/120-146
95-104 141-150/132-150
97-106 149-168
Lymphocytes T 124-137 164-173
136-155
139-146
150-158
165-172
172-180
185-194

Les mutants de I'AgHBs sont aussi observés au cours de I'hépatite occulte définie par la

persistance de I’ADN du VHB sans détection de I’AgHBs. Une étude de Svicher et al. (2012), portant

sur des patients infectés par une hépatite occulte de génotype D, a permis de répertorier 20
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mutations dans ou en dehors du déterminant « a » corrélées avec une infection occulte (sY100S,
sQ101R, sP105R, sT115N, sT116N, sP120L, sR122P, sT123N, sT126l, sP127H/L, sQ129P, sM133T,
sY134C, sS143L, sS167L, sR169H, sS174N, sL175S, sV177A). Une étude de Huang et al. (2012a), a mis
en évidence des mutations présentes dans la MHR (sC124Y, sK141E, sD144A) entrainant une
diminution de la sensibilité de trousses commerciales, mais également une sécrétion altérée des
protéines S et du virion sur un modele in vitro. Pour contrer ce phénomene, les trousses de détection
les plus récentes font intervenir des mélanges d’anticorps polyclonaux et/ou monoclonaux capables
de reconnaitre également les AgHBs mutés.

Certaines mutations observées sur le géne S ont également été associées a une évolution
défavorable de la maladie vers le développement d’un carcinome hépatocellulaire (CHC). Par
exemple, une étude récente a démontré le réle oncogénique de la mutation sW172stop. En effet,
cette mutation favorise la rétention des protéines tronquées dans le réticulum endoplasmique, le
renouvellement rapide des hépatocytes et diminue I'expression de CSMD3 (« CUB and Sushi Multiple
Domain 3 », suppresseur de tumeur), ce qui contribue a I’hépatocarcinogenése [Lai et al., 2016].
Cette mutation se répercute sur 'ORF de la polymérase (et réciproquement) sous la forme d’une
mutation rtA181T qui est une mutation de résistance primaire a la Lamivudine, a la Telbivudine (TBV)
et a I’Adéfovir dipivoxil (ADV). Les mutations sW182stop (rtV191l) et sW196stop (rtM204l) ont
également été décrites pour leurs propriétés oncogéniques potentielles [Wang et Tang, 2016]. Les
protéines tronquées en Cter des protéines LHBs favorisent les altérations métaboliques et sont
généralement associées au développement de cirrhose et de CHC dus a I'accumulation intracellulaire
des protéines dans le réticulum endoplasmique [Aragri et al., 2016 ; Tong et Revill, 2016]. Par
ailleurs, une étude a récemment mis en évidence une nouvelle mutation : la mutation sL21S (T216C
en acides nucléiques) sur la protéine S qui serait un facteur de risque de développement d’hépatite
fulminante [Xu et al., 2015].

Dans la région préS, ce sont souvent des délétions qui sont observées. Ces délétions sont
généralement associées a la progression de la maladie hépatique (augmentation des fibroses et
cirrhoses), a des exacerbations aigiies conduisant parfois a des hépatites fulminantes et favorisent le
développement de CHC (3,77 fois plus de risque) [Lin et al., 2012 ; Pollicino et al., 2014 ; Sunbul,
2014 ; Coppola et al., 2015 ; Lin et Kao, 2015 ; Chen, 2016 ; Tong et Revill, 2016]. Les délétions dans
préS sont généralement observées dans la jonction préS1/préS2 [Lin et al., 2012 ; Lin et Kao, 2015 ;
Urone et al., 2015 ; Tong and Revill, 2016]. Cette région est importante pour la formation des virions
par exemple en tant que site de fixation a la nucléocapside [Lin et al., 2012]. Ainsi, les virus délétés
doivent étre accompagnés par des virus sauvages pour le maintien du fitness viral. Ces délétions se
retrouvent également dans le promoteur SPIl essentiel pour la transcription des protéines S ce qui

réduit I'expression des protéines S au niveau de la transcription [Tong et Revill, 2016].
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Les délétions dans préS diminuent généralement la production des protéines d’enveloppe et
favorisent leur accumulation dans le réticulum endoplasmique. Ce stress cellulaire génére des
dommages oxydatifs dans 'ADN de I’'h6te qui conduisent a l'instabilité du génome cellulaire et a
I'initiation de la mutagénése du génome de I'hdte, favorisant la transformation des cellules
hépatocytaires en cellules GGH (« Ground Glass Hepatocyte ») et contribuant au développement de
I’hépatocarcinogenese [Lin et al., 2012 ; Zhao et al., 2014 ; Tong and Revill, 2016 ; Zhang et al,,
2017b]. Les délétions dans préS jouent également un role important dans le développement
d’infection occulte, car elles affectent I'expression, la synthése et la sécrétion des protéines S [Chen
et al., 2012 ; Huang et al., 2012a; Urone et al., 2015]. Les délétions se retrouvent également au
niveau d’épitopes reconnus par les lymphocytes B et T contribuant a une immunité altérée [Lin et
Kao, 2011 ; Lin et al., 2012 ; Zhao et al., 2014 ; Lin et Kao 2017].

Certaines mutations dans la région préS sont également associées a la progression de la
maladie comme la mutation W4P impliquée dans le développement de CHC dépendant de la
signalisation d’IL-6 chez des hommes infectés par le VHB de génotype C et la mutation P32L
favorisant la progression de la maladie [Lee et al., 2013 ; Coppola et al., 2014]. Les délétions se
retrouvent également sur des épitopes reconnus par les lymphocytes B et T contribuant a I'altération

de la réponse immunitaire [Lin et Kao, 2011 ; Lin et Kao 2017 ; Zhang et al., 2017b].

Ainsi, les mutations et délétions dans la région préS/S peuvent altérer les propriétés
antigéniques, la capacité réplicative du VHB, la susceptibilité aux traitements antiviraux
(chevauchement avec le géne de la polymérase) et I’évolution de la maladie. Ces mutations vont ainsi
favoriser la persistance de I'infection et par conséquent la persistance de I’AgHBs.

Les variants observés sur les protéines du VHB ont un role important dans I'établissement et
le maintien de I'infection chronique, la progression de la maladie, la pathogenése et la réponse aux
traitements [Tong et Revill, 2016]. Certains génotypes peuvent présenter un plus grand nombre de
ces mutations comme le génotype C avec plus de mutations/délétions dans le promoteur basal du
core (plus particulierement les mutations A1762T/G1764A) et dans la région préS tout au long de
I'infection en comparaison avec d’autres génotypes [Sunbul, 2014 ; Lin et Kao, 2015 ; Tong et Reuvill,
2016]. Par ailleurs, le génotype D présente une plus grande variabilité génétique par rapport au
génotype A [Urone et al., 2015 ; Aragri et al., 2016]. Néanmoins, certaines mutations observées sur le
génome du VHB sont associées a une meilleure évolution clinique chez les patients. Une étude
réalisée par Chook et al. (2013) a pu mettre en évidence des mutations qui seraient des marqueurs
d’un faible taux de passage a la chronicité de I'infection : la mutation C801 sur le gene S, la mutation
G1171 dans le géne de la polymérase et les mutations T1785 et A1786 dans la région BCP [Chook et
al., 2013].
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VI. U'hépatite B

1. La transmission du virus de I’'hépatite B

Il existe différents modes de transmission du VHB [Grimm et al., 2011 ; OMS, 2017]:

- lavoie sexuelle : écoulements menstruels, sécrétions vaginales et séminales

- lavoie périnatale : transmission verticale du virus de la mére a I'enfant généralement lors
de I'accouchement ou lors de contacts rapprochés entre la mére infectée chroniquement
par le VHB et son enfant

- les voies percutanées ou parentérales (a travers les muqueuses) : aiguilles et rasoirs
infectés (usagers de drogues...), tatouages, piercings, actes chirurgicaux dentaires et

accidents d’exposition au sang (AES) notamment observés chez les personnels de santé.

Le mode de transmission varie selon les zones d’endémicité précédemment décrites (8 ‘le
contexte épidémiologique actuel de I’hépatite B’). Dans les zones de forte prévalence du virus de
I’hépatite B, la transmission se fait généralement de facon verticale, par voie périnatale [Grimm et
al., 2011 ; Burns et Thompson, 2014]. Le virus est également transmis pendant la petite enfance (age
inférieur a cing ans) lors de contacts rapprochés entre les enfants, mais également par
I'intermédiaire de la salive [Burns et Thompson, 2014 ; OMS, 2017]. Dans les zones de faible
prévalence du VHB, la transmission du VHB se fait généralement lors de contacts sexuels a risques et

par transmission percutanée [Grimm et al., 2011 ; Burns et Thompson, 2014 ; OMS, 2017].

2. Le diagnostic de I’hépatite B et les marqueurs de l'infection par le VHB.
2.1. L’AgHBs

Le premier marqueur recherché dans I’hépatite B est I’AgHBs. Il est utilisé comme marqueur
précoce de l'infection par le VHB. Cet antigene apparait dans le sérum aprés une a dix semaines
d’infection [Song et Kim, 2016]. La persistance de I’AgHBs plus de six mois dans le sérum des patients
est utilisée comme marqueur de chronicité.

La quantification de I'AgHBs est également utilisée pour prédire I'activité de la maladie,
surveiller sa progression et prédire la réponse aux traitements en cas d’hépatite B chronique
[Cornberg et al., 2016 ; OMS, 2017]. En effet, la perte de I’AgHBs est considérée comme la guérison
fonctionnelle de I'infection par le VHB. Ce phénomeéne est souvent utilisé comme un signal d’arrét
des traitements [Zeisel et al., 2015 ; Cornberg et al., 2016 ; EASL, 2017].

Il existe trois tests commerciaux majoritairement utilisés pour qualifier la présence de

I’AgHBs : I’Architect QT (Abbott), I« Elecsys HBsAg Il quant » (Roche diagnostic) et « DiaSorrin Liaison
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XL ». Ces automates sont utilisés pour leur reproductibilité, la quantification automatisée de I’AgHBs
et leur faible colt [Cornberg et al., 2016]. La comparaison de ces trois tests par I'équipe de Thibault
et al. (2017), a montré qu’ils présentaient tous les trois une sensibilité élevée et une bonne
corrélation en matiere de détection de I’AgHBs méme si 'automate DiaSorrin Liaison XL tend a sous-
estimer la quantité d’AgHBs. Cependant, pour ces trois automates, les mutants d’échappements,
généralement localisés dans le déterminant « a», le génotype et le complexe immun peuvent
influencer la détection de I’AgHBs [Cornberg et al., 2016, Thibault et al., 2017]. La présence de ces
mutations peut influencer 'interprétation d’'une hépatite B. En effet, certains patients présentent
une persistance de la charge virale, alors que I'’AgHBs n’est pas détecté dans le sérum : l'infection
occulte. Les infections occultes peuvent également étre associées a des mutations favorisant la
rétention de I’AgHBs dans les hépatocytes (§ ‘ les mutants préS/S) [Huang et al., 2012a ; Urone et al.,
2015 ; EASL, 2017].

L'AgHBs peut étre corrélé au stade de fibrose chez les patients AgHBe positif. Un taux
d’AgHBs positif plus élevé est observé chez les patients présentant un score de fibrose FO a F1
comparé a F2 - F4 (4,36 +/- 0,58 vs. 3,84 +/- 1,01 log Ul/mL). Lors de cette étude un seuil d’AgHBs de
3,85 log Ul/mL a été déterminé pour identifier les fibroses sévére a modérée [Cornberg et al., 2016].
Chez les patients AgHBe négatif, I'intégration du VHB au sein du génome de I’'hdte est plus
importante; ce phénomeéne favorise une diminution plus lente de I’AgHBs sous traitements
[Cornberg et al., 2016].

Récemment, les études se sont concentrées sur la corrélation pouvant exister entre I’AgHBs
et I’ADNccc. Chez les patients AgHBe positif présentant une infection chronique par le VHB, le taux
d’AgHBs est corrélé a la quantité d’ADN du VHB dans le sérum et la quantité d’ADN intracellulaire
dont I'ADNccc [Cornberg et al., 2016 ; Li et al., 2017a). Le taux d’AgHBs semble également corrélé a
I"activité transcriptionnelle de ’ADNccc dans les hépatocytes [Cornberg et al., 2016 ; Song et Kim,
2016 ; Li et al., 2017a)]. Cependant, chez les patients AgHBe négatif, il ne semble pas exister de
corrélation entre le taux d’AgHBs dans le sérum et la quantité d’ADNccc dans le foie [Cornberg et al.,

2016].

2.2. Les anticorps anti-HBs

Les anticorps anti-HBs sont les anticorps neutralisant I'infection. lls indiquent une immunité
efficace contre l'infection par le VHB ou la réponse a la vaccination contre le VHB [Wilkins et al.,

2010].
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2.3. Les anticorps anti-HBc

Les anticorps anti-HBc sont les marqueurs sérologiques de contage par le VHB. Les
immunoglobulines M (IgM), anticorps contre la protéine core (anti-HBc) et les immunoglobulines G
peuvent étre observées une a deux semaines aprés la détection des AgHBs. Les IgM anti-HBc sont
recherchées dans le sérum des patients pour diagnostiquer une hépatite aiglie et disparaissent apres
six mois d’infection aiglie [Wilkins et al., 2010 ; Song et Kim, 2016]. Les IgG anti-HBc persistent en cas

d’infection chronique, mais également en cas d’infection ‘résolue’ [Song et Kim, 2016].

2.4. l’AgHBe

L'AgHBe est un marqueur généralement associé a une forte intensité de réplication [OMS,
2017]. La séroconversion de I’AgHBe, tout comme la séroclairance de I’AgHBs, indique le contrdle par
le systéme immunitaire de I'infection par le VHB et une rémission de la maladie au niveau du foie [Lin
et Kao, 2015 ; Song et Kim, 2016]. En effet, une séroconversion de I’AgHBe précoce en anticorps
contre I'antigéne HBe (anti-HBe) est souvent associée a une évolution clinique plus favorable de
I'infection [Lin et Kao, 2015]. Cependant, chez certains patients présentant une séroconversion de
I’AgHBe, la réplication du virus persiste. En effet, certaines mutations dans la région préC/C peuvent
inhiber la production d’AgHBe [Song et Kim, 2016]. La séroconversion tardive de I'AgHBe ou
I’'absence de séroconversion accélere le processus de chronicité et la progression de la maladie

hépatique [Lin et Kao, 2015].

2.5. L’AgHBc

L'AgHBc est retrouvé seulement a l'intérieur des hépatocytes et il peut étre détecté dans les

biopsies de foie. Ce marqueur est généralement peu utilisé pour diagnostiquer une hépatite.

2.6. L’ADN du virus de I’hépatite B

L'ADN viral est quantifié, a I'aide de techniques de réaction de polymérisation en chaine
(PCR, « Polymerase Chain Reaction ») en temps réel (qPCR, PCR quantitative), dans le sang. La
quantification permet de suivre I'évolution de l'infection et rend compte directement de I’activité de
réplication du virus dans le foie. Il est détectable un mois apres I'infection et peut augmenter jusqu’a
108 copies/mL apreés trois mois d’infection [Song et Kim, 2016]. Les taux importants d’ADN de VHB
dans le sérum des patients sont associés généralement a une progression plus rapide de la maladie
hépatique et une incidence plus élevée de carcinome hépatocellulaire. L'ADN du VHB est également
utilisé comme un facteur important dans la prise de décision d’initier un traitement. Il permet

également de surveiller la réponse aux traitements antiviraux [Song et Kim, 2016].
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2.7. Les marqueurs hépatiques

Des marqueurs hépatiques sont également utilisés pour évaluer les atteintes au niveau du
foie. Généralement, la mesure des transaminases (Alanine aminotransférase, ALAT et Aspartate
transaminase, ASAT), de I'albumine, de la bilirubine et le taux de prothrombine rendent compte de
I'inflammation au niveau du foie et de la destruction des hépatocytes. Cependant, lorsque ces
marqueurs persistent, une biopsie est essentielle pour définir le stade et la gravité de la maladie.
C’est un acte chirurgical invasif pour le patient. Il était donc nécessaire de trouver d’autres méthodes
moins invasives permettant d’estimer le stade de fibrose hépatique et I'intensité de I'inflammation.
Le Fibroscan® est utilisé pour évaluer |’élasticité du foie par élastométrie impulsionnelle basée sur les
vibrations et la mesure de la vitesse de déplacement de lI'onde. Plus la vibration se déplace
rapidement, plus le foie et dur et plus le stade de fibrose est avancé. Les marqueurs sériques ont
également été utilisés pour évaluer le stade de fibrose (Fibrotest) et I'intensité de I'inflammation au
niveau du foie (Actitest). Le Fibrotest est un index déterminé par les dosages des marqueurs
suivants : I'alpha-2-macroglobuline, I'haptoglobine, I'apolipoprotéine-A, la bilirubine totale, les
Gamma GT (gamma-glutamyl-transpeptidases). Un score de fibrose de F1 (sans fibrose) a F4
(cirrhose) est estimé, selon I'index obtenu. De la méme maniére, I’Actitest est basé sur le dosage des
mémes marqueurs auquel s’ajoute le dosage des transaminases ALAT. Un score d’AQ (sans activité) a

A3 (activité sévere) est estimé, selon I'index obtenu.

2.8. Les nouveaux marqueurs

Actuellement, de nouvelles recherches sont menées pour détecter de nouveaux marqueurs
de l'infection par le VHB pouvant mieux caractériser la réplication virale, prédire I'évolution de
I'infection, de la maladie hépatique et, a long terme, la réponse aux traitements.

L’ADNccc joue un réle important dans la persistance du VHB, la réactivation apres traitement
et persistance de l'infection sous traitements [Mu et al., 2015]. Actuellement, ’ADNccc est quantifié
sur les biopsies de foie par Southern blot ou par PCR en temps réel (qPCR). Cependant, la technique
de southern-blot est chronophage et présente des limites en matiére de détection et de
guantification. De plus, une quantité importante de matériel est nécessaire. La PCR en temps réel est
plus précise. Cependant, la quantification avec les méthodes actuelles est faussée par la détection de
I’ADNrc intracellulaire présent dans les échantillons a analyser [Mu et al., 2015; EASL, 2017].
Plusieurs équipes ont développé de nouvelles méthodes de PCR quantitatives (sondes TagMan,
nouvelles amorces, PCR numérique basée sur la technique des gouttelettes en émulsion eau/huile)
pour augmenter la spécificité de la méthode. De nouvelles méthodes d’extraction (Hirt : isolement

ADN extra chromosomique d’une cellule de mammifére avec élimination ADN de masse moléculaire
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élevée, immunoprecipitation chromatine) et de prétraitements (exonucléase T5 ou « plasmid-safe
DNAse », déoxyribonucléase de haricot mungo) des échantillons sont également étudiés pour limiter
la quantité d’ADNrc dans I’échantillon a analyser [Guo et al., 2012 ; Mu et al., 2015 ; Li et al., 2017a;
Liu et al, 2017a; Xia et al., 2017]. Ainsi, ces études permettront de développer une méthode
standardisée pour la quantification de ’ADNccc sur les biopsies de foie [Mu et al., 2015 ; EASL, 2017].

Cependant, la recherche de I’ADNccc nécessite un acte chirurgical pour obtenir une biopsie
de foie a analyser. Ainsi, de nouveaux marqueurs non invasifs, faciles a détecter et qui pourraient
refléter I'activité de I’ADNccc dans le foie sans avoir recours a la biopsie sont recherchés. L’AgHBcr
(« Hepatitis B virus core-related antigen ») et I’ARN du VHB retrouvés dans le sérum des patients sont

des marqueurs potentiels.

2.8.1. L’ARN du VHB

L’ARN du VHB est retrouvé dans le sérum sous la forme de virions enveloppés contenant de
I’ARNpg [Wang et al., 2016]. Il est détecté rapidement a I'aide d’une RT-gPCR (rétrotranscriptase PCR
en temps réel) de type RACE (amplification rapide des extrémités d'ADNc ; « Rapid amplification of
cDNA ends ») [EASL, 2017]. Une corrélation forte entre I’ARN du VHB dans le sérum et 'ADNccc
intrahépatique a pu étre observée [EASL, 2017]. Chez les patients non traités, ARN du VHB est corrélé
a la quantité d’ADN du VHB. Il peut également étre utilisé comme marqueur de la réplication virale
[Fourati et Pawlotsky, 2016]. De plus, I’ARN du VHB serait corrélé a la présence d’ADNccc dans le
foie, mais également a son activité intra-hépatique [Wang et al., 2016]. La cinétique de ’ARN du VHB
serait également corrélée a une séroconversion de I’AgHBe sous traitements par NUCs et sous IFNa-
pégylé [Van Bommel et al., 2015 ; Fourati et Pawlotsky, 2016 ; EASL, 2017]. La détection de I'’ARN du
VHB pourrait également prédire un rebond viral [Van Bommel et al., 2015 ; Wang et al., 2016]. Le
changement de la quantité d’ARN du VHB chez les patients sous traitements pourrait ainsi étre un
marqueur prédictif de réponse aux traitements, plus intéressant que I’ADN du VHB et I’AgHBs

[Fourati et Pawlotsky, 2016].

2.8.2. L’AgHBcr

L’AgHBcr (« Hepatitis B virus core-related antigen ») est composé de I’AgHBe, de I"’AgHBc
dénaturé et de la protéine p22cr. La protéine p22cr correspond a la protéine précore contenant le
peptide signal non clivé en Nter, mais le domaine riche en arginine en Cter du domaine core a été
clivé (Figure 23) [Suzuki et al., 2009]. Cette protéine est retrouvée dans les particules SVP sans ADN
viral [Suzuki et al., 2009]. Ainsi, I'AgHBcr permet a la fois de détecter les particules de Dane
infectieuses, mais également les SVP contenant la protéine p22cr [EASL, 2017]. Le dosage de I’AgHBcr

est réalisé selon une méthode immuno-enzymatique faisant intervenir un mélange de trois anticorps
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monoclonaux dirigés contre les trois protéines formant I’AgHBcr. Cette méthode a été élaborée par
la firme Fujirebio sous le nom de Limipluse®G system.

Séquence Domaine riche
pré-core Domaine core en arginine

N o5
I AcHBC

| p22cr

ptide signal

AgHBcr

| AgHBe

Figure 23 : Représentation schématique de la composition de I’AgHBcr, « Hepatitis B virus core-related antigen » du virus de
I’hépatite B [Suzuki et al., 2009].

De nombreuses études ont également été réalisées pour évaluer le potentiel de I’AgHBcr
comme nouveau marqueur de l'infection par le VHB.

L'AgHBcr est retrouvé de fagcon plus abondante chez les patients AgHBe positif. Il a
également été montré que la cinétique de I'’AgHBcr pourrait étre prédictive de la séroconversion
spontanée de I’AgHBe [Song et al., 2017]. Récemment, une étude réalisée par Cheung et al. (2017) a
montré qu’un taux d’AgHBcr plus élevé avant et aprés traitement par NUCs serait associé a un risque
plus élevé de développer un CHC chez les patients ou I’ADN devient indétectable sous traitement par
NUCs. Chez ces patients, la quantité d’AgHBs ne serait quant a elle pas corrélée au développement
de CHC [Cheung et al., 2017]. En effet, avant traitement, la valeur médiane d’AgHBcr chez les
patients développant un CHC était de 279 KU/mL vs. 34 KU/mL (p < 0,005) chez les patients ne
développant de CHC. Apres traitement, le méme phénomene a pu étre observé chez les patients
développant un CHC (10,2 vs. 1,7 KU/mL) [Cheung et al., 2017]. L’AgHBcr pourrait prédire a long
terme le développement d’un CHC [EASL, 2017]. Par ailleurs, I’AgHBcr semble corrélé a la quantité
d’ADN du VHB dans le sérum et au taux d’ADNccc intrahépatique, avec ou sans traitement [Suzuki et
al., 2009 ; Matzusaki et al., 2013]. Ainsi, I'’AgHBcr pourrait étre utilisé comme marqueur de la
réplication virale [Maasoumy et al., 2015]. L’AgHBcr est essentiellement corrélé au taux d’ADNccc
intrahépatique [Suzuki et al., 2009 ; Matzusaki et al., 2013 ; Maasoumy et al., 2015 ; Chen et al.,
2017 ; EASL, 2017]. Cependant, I’AgHBcr n’est que trés modérément associé a la quantité d’AgHBs
dans le sérum des patients [Maasoumy et al., 2015].

Les études généralement réalisées sur I’AgHBcr sont effectuées sur des cohortes de patients
asiatiques. Les résultats observés doivent étre confirmés sur des cohortes Européennes [EASL, 2017].
L'AgHBcr semble étre un nouveau marqueur potentiellement caractéristique de la réplication virale,
représentatif de la quantité d’ADNccc intracellulaire et de I'activité transcriptionnelle au sein des

hépatocytes et ne nécessite pas d’acte chirurgical.
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3. La physiopathologie du virus de I'hépatite B
3.1. L’histoire naturelle de I'infection par le virus de I’hépatite B

3.1.1. Les facteurs influengant I’histoire naturelle de I'infection par le
virus de I’hépatite B

L’évolution de lI'infection par le VHB est le résultat d’interactions entre les facteurs viraux, les
facteurs de I’hote et les facteurs environnementaux (Figure 24) [Croagh et Lubel, 2014].

Différents facteurs environnementaux sont responsables de I'évolution clinique de la
maladie : la co-infection avec d’autres virus (virus de I’hépatite Delta, VHD ; virus de I'hépatite C,
VHC, virus de lI'immunodéficience humaine, VIH), les facteurs de co-morbidité (consommation
d’alcool) et I'exposition a d’autres agents infectieux (aflatoxine). Des facteurs d’hote peuvent
également influencer I'histoire naturelle du VHB: le sexe, I'dge de linfection et les facteurs
génétiques [Croagh et Lubel, 2014]. En effet, I'infection par le VHB évolue plus souvent vers la
chronicité chez les hommes et lorsque l'infection est transmise a la naissance ou durant I'enfance
[Croagh et Lubel, 2014].

Il existe également différents polymorphismes génétiques au sein de I’'h6te qui peuvent
favoriser I’évolution vers la chronicité. Par exemple, certains polymorphismes ont été observés sur le
gene APOBEC3G (« apolipoprotein B mRNA editing enzyme, catalytic polypeptide-like » 3G, cytidine
deaminases) et semblent influencer la progression de I'infection. Le polymorphisme rs8177832 est
associé a une diminution du risque de développer une infection chronique et un CHC tandis que le
polymorphisme rs2011861 est associé a une augmentation du risque de développer un CHC [He et
al., 2017]. Une étude a également montré qu’il existait un polymorphisme au sein du récepteur NTCP
de I'h6te (S267F ; rs2296651) qui pourrait étre responsable d’une prédisposition a I'infection par le

VHB et favoriserait I’évolution de I'infection vers la chronicité [Li et al., 2014].

Génotypes
Mutations Charge virale
VHB
Sexe Autres toxines du foie
A (alcool, NAFLD)
Fact énéti Co-infections
acteurs génétiques HOTE ENVIRONNEMENT VHD, VHC, VIH
Age lors de I'infection Schistosomiasis Aflatoxine

Figure 24 : Les différents facteurs pouvant interagir avec I’histoire naturelle de I'infection par le virus de I’hépatite B (VHB)
(VHD : virus de I’hépatite Delta, VHC : virus de I’hépatite C, VIH : virus de I'immunodéficience humaine, NAFLD : Stéatose
hépatique non alcoolique, « Non alcoholic fatty liver disease ») [Croagh et Lubel, 2014].
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3.1.2. L’histoire naturelle de I'infection par le virus de I'hépatite B

L'infection par le VHB conduit au développement d’une hépatite aiglie. Dans 75 % des cas,
I’hépatite aiglie est asymptomatique [Pol, 2007]. Dans 25 % des cas, certains symptémes peuvent
étre observés comme l'ictére, la coloration des urines, de la fatigue, des nausées, des vomissements
et des douleurs abdominales [OMS, 2017]. Dans environ 1 % des cas, |'infection peut provoquer une
insuffisance hépatique avec une nécrose rapide des hépatocytes qui conduit généralement a une
hépatite fulminante mortelle [Pol, 2007 ; OMS, 2017]. L’hépatite aiglie peut étre soit résolutive, soit
évoluer vers la chronicité. L’hépatite résolutive est définie par un AgHBs indéctable et une charge
virale dans le sérum des patients avec I'apparition ou non des anticorps anti-HBs (la guérison
fonctionnelle) [Pol, 2007 ; Levrero et al., 2016]. En effet, la guérison d’une hépatite B n’est jamais
compléte, car de I’ADNccc persiste dans le foie et peut conduire a des réactivations sévéres de
I'infection par le VHB en cas d’immunosuppression. Lorsque l'infection survient a I'age adulte,
I’hépatite aiglie est résolutive dans envrion 95 % des cas [Ait-goughoulte et al., 2010 ; Hézode, 2010 ;
Croagh et Lubel, 2014]. Chez I'enfant, I'infection périnatale favorise la persistance de I'infection dans
90 % des cas [Grimm et al., 2011 ; Abdelnabi et al., 2014 ; Burns et Thompson, 2014 ; Croagh et
Lubel, 2014]. De plus, chez les enfants de moins de cing ans, environ 20 a 30 % évoluent vers la
chronicité [Burns et Thompson, 2014 ; Croagh et Lubel, 2014]. Le développement d’une infection
chronique peut conduire a un portage inactif du VHB, sans symptome, seulement chez 1/3 des
patients porteurs d’une infection chronique. En effet, chez 70 % des patients, I'infection chronique
conduit a la destruction des tissus hépatiques par le systéme immunitaire et favorise le
développement de maladies hépatiques (fibrose, cirrhose, décompensation hépatique, carcinome
hépatocellulaire) [Pol, 2007 ; Hézode, 2010]. L'incidence cumulative sur cing ans du développement
d’une cirrhose, chez les patients chroniquement infectés par le VHB, a été évaluée entre 8 et 20 %.
Chez ces patients atteints d’une cirrhose, le risque de développer une décompensation hépatique est
de 20 % [EASL, 2017]. De plus, le risque annuel de développer un carcinome hépatocellulaire (CHC)
suite a une cirrhose provoquée par une infection par le VHB est d’environ 2 a 5 % [EASL, 2017]. Le
risque de développer un CHC peut étre augmenté jusqu’a 100 fois lors d’une infection par le VHB

[Ballarin et al., 2017]. L’histoire naturelle de I'infection par le VHB est résumée sur la Figure 25.
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Figure 25 : L’histoire naturelle de I’hépatite B [Servant-Delmas et al., 2007; Pol, 2007; Hézode, 2010 ; Burns et Thompson,
2014 ; Croagh et Luber, 2014 ; EASL, 2017].

L'infection chronique par le VHB se divise en cing phases selon I'équilibre existant entre la
réplication du virus et la réponse immunitaire de I’'h6te. Ces différentes phases se caractérisent par
différents marqueurs : le statut AgHBe, la quantité d’ADN du VHB, le taux d’aminotransférase et la
présence ou non d’inflammation au niveau du foie [Burns et Thompson, 2014 ; Croagh et Lubel,
2014 ; EASL, 2017]. La nomenclature a été récemment modifiée, selon les recommandations de
I’EASL en 2017. Les cinq phases sont les suivantes.

La phase d’infection chronique AgHBe positive, auparavant nommeée la phase de tolérance
immunitaire, se caractérise par une réplication intense du virus (charge virale élevée). Le taux
d’aminotransférase est normal (seuil : 40 Ul/mL). Au niveau du foie, il n’y a pas ou peu de nécro-
inflammation ou de fibrose [EASL, 2017]. La séroconversion de I’AgHBe est trés rarement observée
lors de cette phase et les patients sont trés contagieux a cause de la quantité importante d’ADN du
VHB [Burns et Thompson, 2014 ; EASL, 2017]. Lors de cette phase, I'intégration de I’ADN du VHB et
I’expansion clonale des hépatocytes sont conséquentes. Ceci suggére que linitiation de
I’hépatocarcinogenese peut débuter dés cette phase [EASL, 2017]. Généralement, un seul variant
viral domine a cette phase [Burns et Thompson, 2014]. Cette phase est plus fréquente et plus longue
chez les patients infectés a la naissance. La fonction des lymphocytes T spécifiques du VHB est
préservée au moins jusqu’a I’age adulte [EASL, 2017]. Cette phase peut durer 10 a 30 ans [Burns et
Thompson, 2014].

La phase d’hépatite chronique AgHBe positive, anciennement appelée phase de clairance
immunitaire, est caractérisée par une réplication intense du virus (charge virale élevée), et une

augmentation des transaminases du foie. Cette étape s’accompagne d’une nécro-inflammation
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sévere ou modérée des hépatocytes et favorise un développement accéléré de la fibrose. Cette
phase est atteinte plus rapidement et plus fréquemment chez les individus infectés a I'age adulte.
Ensuite, la plupart des patients présentent une séroconversion de I’AgHBe et la suppression de ’ADN
du VHB. lIs entrent ensuite en phase d’infection AgHBe négatif. Si la séroconversion de I’AgHBe n’est
pas observée et que la charge virale persiste, le patient progresse vers la phase d’hépatite AgHBe
négative chronique [EASL, 2017].

La phase d’infection chronique AgHBe négative correspond a celle nommée auparavant la
phase de portage inactif (« inactive carrier ») ou la phase de controle immunitaire. Elle se caractérise
par la présence d’anticorps anti-HBe dans le sérum des patients. La charge virale est faible voire
indétectable (inférieure a 2 000 Ul/mL), le taux d’aminotransférase est revenu a un taux normal et
I'activité nécro-inflammatoire est réduite. La réactivité des lymphocytes T spécifiques du VHB est
augmentée pour maintenir la suppression virale. La séroconversion spontanée de I’AgHBs n’est que
trés rarement observée, 1 a 3 % des cas par an. Généralement la quantité d’AgHBs est inférieure a
1 000 UI/mL. Ces patients présentent généralement un faible risque de progression vers la cirrhose
et le CHC s'ils restent dans cette phase [EASL, 2017]. Diverses populations de variants coexistent
(quasi-espéces) et la sélection positive de certains variants apparait progressivement [Burns et
Thompson, 2014].

La phase d’hépatite B chronique AgHBe négative correspondant a la phase anciennement
appelée échappement immunitaire. Elle se caractérise par la perte de I'’AgHBe et généralement des
anticorps anti-HBe positifs. La charge virale persiste ou fluctue entre des taux moyens ou élevés, tout
comme les transaminases. Lors de cette phase, une nécro-inflammation et le développement de la
fibrose sont observés [EASL, 2017]. Elle se caractérise ainsi, par des fluctuations de I'activité de la
maladie au cours du temps, et I'accumulation progressive des dommages au niveau du foie [Burns et
Thompson, 2014]. De nouveaux variants émergent lors de cette phase, généralement localisés au
sein des genes préC et de la région BCP (promoteur basal du core), qui sont responsables d’une
diminution ou de I'abolition de I'expression de I’AgHBe. Cette phase est associée a un faible taux de
rémission spontanée de I’hépatite [EASL, 2017].

La phase AgHBs négative se caractérise par la perte de I’AgHBs et la présence d’anticorps
anti-HBc. La séroconversion des AgHBs en anticorps anti-HBs n’est pas systématique. Les patients ont
des taux d’ALAT et d’ASAT normaux [EASL, 2017]. L'ADN du VHB n’est en général pas détecté dans le
sérum. Cette phase est considérée comme la guérison fonctionnelle du VHB [Levrero et al., 2016].
Cependant, I’ADNccc persiste dans le foie. Lorsque la charge virale persiste, I'infection est qualifiée
d’occulte (mauvaise détection de I’AgHBs, rétention intracellulaire de I’AgHBs). Si la perte de I’AgHBs
apparait avant le développement de cirrhose, le patient présentera moins de risques de développer

une cirrhose ou un CHC. Cependant, si la cirrhose s’est développée avant la perte de I’AgHBs, le
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patient présentera un risque plus élevé de développer un CHC. De plus, I'immunosuppression peut
conduire a la réactivation de l'infection lors de cette phase. Cette réactivation correspond a la
disparition des anticorps anti-HBe et a la réapparition de I’AgHBe et de ’ADN du VHB dans le sérum a
partir du pool d’ADNccc persistant dans le noyau des hépatocytes [EASL, 2017]. Les différentes

phases de I'infection chronique sont résumées dans la Figure 26.
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Figure 26 : Les caractéristiques des différentes phases de I’histoire naturelle de I'infection chronique par le virus de
I’hépatite B [Burns et Thompson, 2014 ; Croagh et Lubel, 2014 ; EASL, 2017].

3.2. Ll’immunopathogenése du VHB

Le virus de I'hépatite B n’est pas strictement cytotoxique. En effet, la cytotoxicité est
provoquée par 'activité du systeme immunitaire contre les antigénes du VHB [Ait-goughoulte et al.,
2010 ; Chisari et al., 2010 ; Grimm et al., 2011 ; Lin et Kao, 2015]. Ces mécanismes de défense mis en
jeu contre le VHB vont étre responsables du développement de maladies hépatiques telles que la

fibrose, la cirrhose et le CHC (Figure 27) [Ait-Goughoulte et al., 2010].
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Figure 27 : Le développement de la maladie hépatique chez les patients infectés par le virus de I’hépatite B [Ait-Goughoulte
etal., 2010].

Lors d’une infection par un agent pathogéne, deux types d'immunité sont mises en jeu afin
d’éliminer le virus: I'immunité innée et I'immunité adaptative. En cas d’évolution favorable,
I'immunité adaptative a médiation cellulaire contre le VHB est robuste, polyclonale, multi spécifique
et contribue a la résolution de l'infection. L'immunité adaptative a médiation humorale intervient

également pour éliminer les derniéres cellules infectées [Guidotti et al., 2015].

3.2.1. L’échappement a 'immunité innée lors d’une infection par le VHB

L'immunité innée est la premiere ligne de défense déployée par le systéme immunitaire de
I’h6te pour prévenir I'invasion du virus [Zou et al., 2016]. L'organisme détruit le pathogéne sans
contact préalable avec celui-ci [Madigan et Martinko., 2007]. Cette réponse est généralement mise
en place plus rapidement que la réponse immunitaire adaptative. Les principaux acteurs de cette
immunité sont les phagocytes (macrophages et cellules dendritiques) [Madigan et Martinko, 2007].

Les PRRs (« Pattern Recogintion Receptor ») sont présents a la surface de ces cellules afin de
détecter des motifs moléculaires associés aux pathogénes (PAMPs) [Ait-goughoulte et al., 2010].
L'activation de ces récepteurs stimule divers mécanismes antiviraux comme la production de
cytokines antivirales et pro-inflammatoire comme l'interféron (IFN) a et B et I'initiation de la réponse
immunitaire adaptative. En effet, ces cytokines vont avoir un effet direct sur le pathogéne ou indirect
via la stimulation d’autres acteurs du systeme immunitaire [Ait-goughoulte et al., 2010 ; Zou et
al.,2016]. Cependant, malgré la présence des nombreuses cellules du systéeme immunitaire dans le
foie (§ ’'Le foie, la fibrose et la cirrhose’), le virus de I’hépatite B semble échapper a la détection par le
systeme immunitaire inné [Ait-goughoulte et al., 2010]. Des études réalisées sur le chimpanzé ont
montré que I'IFNa/B, I'IFNy, I'IFNA ainsi que les génes stimulés par I'IFN (ISGs, « Interferon-

stimulated genes ») ne sont pas induits lors de la propagation de I'infection [Guidotti et al., 2015].
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Ainsi, le virus de I'hépatite B est reconnu par le systéme immunitaire inné, mais interagit avec
différents acteurs de I'immunité innée (PRR, cellules dendritiques et cellules « Natural Killer » NK et

NKT) pour y échapper (Figure 28) [Zou et al., 2016].
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Figure 28 : Les différents acteurs de la réponse immunitaire innée mis en jeu face au virus de I’hépatite B [Wilson et
al.,, 2016].

3.2.1.1. Les PRRs (récepteurs de reconnaissance de motifs moléculaires)

Le virus de I'hépatite B est responsable de la diminution de I'expression des récepteurs
reconnaissant les particules virales a la surface des cellules du foie. Il interfére avec I'expression des
TLRs (« Toll Like Receptor ») et les voies de signalisation induites [Zou et al., 2016]. Les récepteurs
TLRs, RiG1 («retinoic acid-inducible gene ») et NLR (« nucleotide oligomerization domain
receptors ») sont importants pour la détection des pathogenes a la surface des cellules et permettent
d’initier la réponse immunitaire innée [Zou et al., 2016]. Le VHB inhibe sa reconnaissance par les
récepteurs TLR-3 et les récepteurs RiG1-MDAS5 (« Melanoma Differentiation-Associated protein 5 »)
[Maini et Gehring, 2016 ; Zou et al., 2016].

Le virion, ’AgHBs et I’AgHBe semblent impliqués dans la réduction de I'expression des TLRs
et dans linhibition des voies de signalisation induites. Par conséquent, les cytokines pro-
inflammatoires, I'IFNB, les ISGs (« Interferon-stimulated gene ») produits par les cellules de Kupffer
et les cellules endothéliales sinusoidales, ainsi que certains facteurs de transcription sont inhibés
[Zou et al., 2016]. Par exemple, le facteur de transcription IRF3 (« Interferon regulatory factor »),
impliqué dans la transcription des IFN et NFkB («nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of
activated B cells ») et contrélant la production de cytokine et régulant la survie cellulaire via

I'activation de la phagocytose, est inhibé [Zou et al., 2016].
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Des études ont montré que I’AgHBs pouvait agir sur les cellules de Kupffer et les cellules
endothéliales sinusoidales du foie, mais également sur la régulation de I'activation des lymphocytes T
via TLR-3. Par ailleurs, I’AgHBs inhibe la voie de signalisation « c-Jun Nterminal kinase » induite par
les TLR-2 [Zou et al., 2016]. Cette voie de signalisation joue un réle important dans la différenciation
des lymphocytes T et I'apoptose des cellules infectées. L’AgHBs peut également induire la production
d’IL-10 qui va réduire la réponse immunitaire et la production de certaines cytokines (IL-2, IL-3,
facteur de nécrose tumorale TNFa « Tumor necrosis factor alpha », IFN) impliquées dans la réponse
inflammatoire [Zou et al., 2016].

Chez les patients AgHBe positif, I'expression des TLR-2 au niveau des cellules de Kupffer et
des cellules mononuclées du sang périphériques est réduite. Le récepteur TLR-2 est habituellement
impliqué dans la reconnaissance de nombreux PAMPs et permet d’activer la voie de signalisation
NFkB dépendante de la molécule adaptatrice MyD88 (« Myeloid differentiation primary response
gene 88 ») impliquée dans la production de cytokines pro-inflammatoires et I'interféron [Zou et al.,
2016]. L’AgHBe peut interagir avec des molécules adaptatrices impliquées dans les voies de
signalisation des TLRs et inhiber ces voies de signalisation [Zou et al., 2016]. Le domaine riche en
arginine de I’AgHBc peut également agir négativement sur les voies de signalisation des TLR-2. Chez
des cellules de Kupffer murines, ce phénomeéne a montré une suppression de I'immunité impliquant
des lymphocytes T spécifiques du VHB [Maini et Gehring, 2016].

Les protéines X et P (polymérase) interférent également avec les PRRs. En effet, la protéine X
peut réduire I'expression de la protéine TRIF (« TIR-domain-containing adapter-inducing interferon-
B ») impliquée dans la signalisation des TLR-3 et 4. La protéine TRIF agit habituellement sur la
libération de cytokines inflammatoires et la régulation positive de |'expression des cellules
immunitaires [Zou et al., 2016]. La protéine X et la protéine P sont également impliquées dans
I'inactivation des voies de signalisation RiG1-MDAS. Chez les patients infectés de facon chronique,
I’ARNm RiG1/MDAS5 diminue de facon drastique. Par ailleurs, la protéine X inhibe divers facteurs de
transcription, NFkB et IRF3 impliqués dans la production d’interféron. La protéine P, quant a elle,
interagit avec DDX3 (« DEAD-box RNA helicase », protéine se liant a la polymérase du VHB,) et bloque
la signalisation des PRRs [Zou et al., 2016].

3.2.1.2. Les cellules dendritiques

Les cellules dendritiques sont importantes dans la mise en place de I'immunité adaptative.
Elles permettent de reconnaitre les antigénes étrangers et les présentent aux cellules effectrices
[Balmasova et al., 2014]. De plus, les cellules dendritiques permettent de générer les lymphocytes T
cytotoxiques spécifiques de I’AgHBc [Zou et al., 2016]. En cas d’infection chronique, certaines études

ont montré que les fonctions des cellules dendritiques étaient dégradées (diminution de I’expression
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des molécules de co-stimulation, diminution de la production de cytokines, diminution de la capacité
de stimulation d’un méme antigene). Cependant, certaines études montrent que le phénotype et les
fonctions des cellules dendritiques de patients infectés par le VHB (plasmacytoides et myéloides)
sont peu touchés avec un défaut de production d’interféron [Gehring et Ann D'Angelo, 2015]. En
effet, I’AgHBs et les particules virales du VHB sont capables de supprimer la transcription d’IFNa
induite par les TLR-9 présents a la surface des cellules dendritiques plasmacytoides [Zou et al., 2016].
De plus, le VHB perturbe les interactions entre les cellules dendritiques plasmacytoides et les
monocytes [Zou et al., 2016].

Par ailleurs, la présence du VHB et de I’AgHBs contribue au dysfonctionnement des cellules
dendritiques myéloides. En effet, le VHB semble favoriser la production de cellules dendritiques
myéloides présentant un phénotype de tolérance du virus (diminution de I'expression de marqueurs)
[Balmasova et al., 2014 ; Zou et al., 2016].

Sous linfluence de I'AgHBs, les cellules dendritiques périphériques diminuent leurs
propriétés d’adhésion et leur capacité de production d’IFNa [Balmasova et al., 2014]. De nombreuses
études montrent tout de méme que le VHB favorise le dysfonctionnement des cellules dendritiques
dans le sang périphérique en faveur de sa persistance dans le foie mais certaines recherches sont

contradictoires [Balmasova et al., 2014 ; Zou et al., 2016 ; Sandhu et al., 2017].

3.2.1.3. Les cellules « Natural Killer » (NK) et NKT

En ce qui concerne les cellules « Natural Killer » (NK) et NKT (cellules présentant les
marqueurs des lymphocytes T et des cellules « Natural Killer »), le nombre, la distribution et la
cytotoxicité ne semblent pas altérés par le VHB, mais I'activation et I'expression des récepteurs a sa
surface et la production de cytokines (IFNy et TNFa) sont fortement influencées chez les patients
infectés chroniquement par le VHB [Zou et al., 2016 ; Rehermann, 2015 ; Sandhu et al., 2017]. Ces
cellules sont généralement activées durant les phases précoces de I'infection par le VHB. Le VHB est
capable de supprimer spécifiquement la capacité des NK a produire de I'lFNy sans interférer sur les
capacités cytolytiques des cellules (destruction des hépatocytes, altération de I'immunité,
suppression des lymphocytes T spécifiques du VHB) [Rehermann, 2015 ; Maini et Gehring, 2016 ; Zou
et al., 2016]. Lors d’une infection par le VHB, la production des cytokines par les cellules NK semble
étre altérée par les cytokines IL-10 et « Transforming growth factor beta » (TGF-B) produites par les
monocytes et les macrophages. Ce sont des cytokines immunosuppressives [Rehermann, 2015].
Cependant, 'activité cytotoxique des cellules persiste avec une augmentation de |'expression de
TRAIL («Tumor-necrosis-factor related apoptosis inducing ligand ») corrélée avec I'inflammation du
foie (Figure 29) [Rehermann, 2015]. L'’AgHBe pourrait également inhiber la production d’IFNy en

ciblant la production des cytokines IL-18 [Zou et al., 2016].
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Figure 29 : Schématisation des différentes fonctions des cellules « Natural Killer » altérées lors d’une infection par le virus de
I’hépatite B [Rehermann, 2015].

De plus, différents récepteurs activateurs ou inhibiteurs sont présents a la surface des
cellules : le récepteur NKG2D est un récepteur activateur présent a la surface des cellules NK, NKT et
des lymphocytes T cytotoxiques. La transcription de ce ligand est régulée négativement par le VHB
[Zou et al., 2016]. En effet, lorsque la charge virale du VHB est importante, les récepteurs inhibiteurs
des cellules NK et NKT sont régulés positivement (NKG2A) contrairement aux récepteurs activateurs
qui sont régulés négativement (NKG2D) [Zou et al., 2016]. Lorsque la charge virale est réduite (lors de
traitements par NUCs par exemple), I'activité des NK est partiellement restaurée en termes de
qguantité, de taille, de capacité de destruction des cellules, mais la capacité de production de I'lFNy
n‘est que partiellement restaurée [Rehermann, 2015)]. La restauration partielle des NK semble
favoriser la clairance de I’AgHBs (la perte de I’AgHBs) plus importante est observée [Zou et al., 2016].

Les cellules NKT présentent a leur surface des marqueurs des cellules NK de type CD56, mais
également un récepteur des lymphocytes T de type CD3. Des études chez les souris ont montré que
la quantité de cellules NKT et leur capacité de production de I'lIFNy étaient détériorées par le VHB. De
plus, chez les patients chroniques, le nombre d’NKT périphériques était plus faible, mais pouvait étre
augmenté sous traitement [Zou et al., 2016]. En effet, |'utilisation d’IFNa-pégylé permet d’augmenter
les NKT dans le sang périphérique des patients qui répondent au traitement [Zou et al., 2016]. Le
mécanisme n’est pas encore élucidé, mais certaines pistes envisagent des recherches sur la migration

des NKT dans le foie, I'expression de molécules inhibitrices comme PD-1 («Programmed cell death
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protein 1 ») et Tim-3 («T cell immunoglobulin mucin-3 ») qui pourrait affecter le nombre de NKT en
cas d’infection chronique [Zou et al., 2016].

Ainsi, les protéines du VHB peuvent interagir avec diverses molécules, cellules immunitaires
et différentes voies de signalisation impliquées dans I'immunité innée et lui permettre d’échapper a

la premiéere ligne de défense de I'hbte.

3.2.2. ’immunité adaptative mise en jeu contre le virus de I’hépatite B

La clairance virale et la pathogenése du VHB sont essentiellement régulées par I'immunité
adaptative (Figure 30). Lors d’une infection par le VHB, le nombre de lymphocytes B et les
lymphocytes T augmentent pour combattre l'infection [Bertoletti et Ferrari, 2016]. La réponse
immunitaire adaptative contre le VHB est plus efficace chez I'adulte que chez I'enfant. En effet, la
phase de tolérance immunitaire est plus souvent observée chez les jeunes enfants pouvant étre
expliquée par I'immaturité du systeme immunitaire chez ce dernier [Chisari et al., 2010 ; Balmasova

etal., 2014].
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Figure 30 : Les différents acteurs de la réponse immunitaire adaptative engagés face a une infection par le virus de
I’hépatite B [Wilson et al., 2016].

L'immunité adaptative est dite acquise; elle nécessite un contact préalable avec le
pathogéne. En effet, des fragments de pathogénes présents sur les cellules présentatrices
d’antigenes (monocytes, macrophages, lymphocytes B, cellules dendritiques) vont étre utilisés pour
activer les lymphocytes qui sont les principaux acteurs de la réponse adaptative. Les lymphocytes
sont programmeés pour reconnaitre un seul antigene pathogéene grace aux récepteurs présents a leur
surface. Les lymphocytes détruisent directement les molécules ou les cellules présentant I'antigene

du pathogéne a leur surface, produisent des molécules favorisant I'inflammation ou activent les
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lymphocytes B permettant de produire des anticorps contre I'antigene du pathogene. L'immunité
adaptative se caractérise par sa spécificité, sa capacité de mémoire et sa tolérance aux antigenes. Il
existe deux types d'immunité adaptative jouant des roles différents dans I’élimination du pathogéne.
Dans un premier temps, I'immunité a médiation cellulaire fait intervenir essentiellement les
lymphocytes T. Ces derniers se divisent en deux catégories : les lymphocytes T cytotoxiques (CD8*)
qui lysent ou induisent I'apoptose des cellules présentant I'antigene recherché sur leur membrane et
les lymphocytes T helper (CD4*) de type 1 (Th1l) qui produisent des molécules de signalisation, les
cytokines, permettant d’activer les lymphocytes T cytotoxiques ou d’autres cellules du systeme
immunitaire comme les macrophages qui aident a détruire les cellules ciblées [Guidotti et al., 2015 ;
Bertoletti et Ferrari 2016]. La qualité de la réponse immunitaire adaptative et la clairance du VHB
dépendent de I'amorcage de la réponse des lymphocytes T cytotoxiques [Chisari et al., 2010 ;
Guidotti et al., 2015 ; Sandhu et al., 2017]. Les lymphocytes T helper jouent un réle essentiel dans
I'intensité de ce processus [Bertoletti et Ferrari, 2016]. En effet, la réponse des lymphocytes T helper,
contribue indirectement au controle de l'infection en facilitant I'induction et la maintenance des
lymphocytes T cytotoxiques [Chisari et al., 2010]. L’activation précoce des lymphocytes T helper lors
de l'infection par le VHB favorise I'induction et la maintenance des lymphocytes T cytotoxiques ainsi
que la production des anticorps neutralisants contribuant a la résolution de I'infection [Chisari et al.,
2010 ; Guidotti et al., 2015]. Cependant, I'induction faible ou tardive des cellules CD4* induit une
activation tardive des lymphocytes T cytotoxiques et favorise la persistance de I'infection [Chisari et
al., 2010 ; Sandhu et al., 2017].

Le deuxieme type d'immunité adaptative est I'immunité a médiation humorale qui fait
intervenir les anticorps. Les lymphocytes T helper de type 2 (Th2) interviennent lors de cette étape.
lIs vont stimuler les lymphocytes B spécifiques de I'antigene ciblé responsables de la production
d’'immunoglobulines ou d’anticorps. Les anticorps sont des protéines solubles qui vont reconnaitre
les épitopes présents sur I'antigene ciblé dans le sang et les fluides du corps humain. Ainsi, lorsque
I’antigéne est reconnu par les anticorps, celui-ci neutralise directement I'antigene et le détruit, ou
présente la cellule présentant I'antigene cible a des agents destructeurs. L'immunité adaptative
controle l'infection de maniére efficace et durable [Madigan et Martinko, 2007 ; Ait-goughoulte et
al., 2010 ; Bertoletti et Ferrari, 2016]. Lors d’une infection par le VHB, la réponse immunitaire
humorale n’apparait que tardivement. Elle prévient la propagation du virus a long terme dans les
cellules infectées par le VHB n’ayant pas été éliminées par les lymphocytes T cytotoxiques lors de la

réponse immunitaire a médiation cellulaire [Chisari et al., 2010 ; Bertoletti et Ferrari, 2016].
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3.3. Le foie, la fibrose et la cirrhose

Le foie est un organe remplissant diverses fonctions au sein de I'organisme. Il joue un réle
d’épuration des composés toxiques pour lI'organisme comme I'ammoniac qu’il transforme en urée. Il
intervient dans la synthése et le stockage de certains composés comme la bile. Il est également
impliqué dans le métabolisme des glucides, des lipides et de la vitamine D. De plus, le foie collabore
avec le systéme immunitaire pour éliminer les cellules infectées et les substances nocives pour
I’organisme.

Cependant, lorsque le foie subit une agression provoquant une inflammation et Ia
dégénération ou la nécrose des hépatocytes, une fibrose hépatique peut se mettre en place. La
fibrose correspond au remplacement du parenchyme hépatique détruit par des tissus fibreux
(accumulation de matrice extracellulaire, collagéne). Cette fibrose peut progresser et évoluer ensuite
vers une cirrhose. En effet, la destruction des hépatocytes et la régénération en continu favorisent le
développement de cirrhose.

Différents acteurs interviennent dans le développement de la fibrose : les différentes cellules
du foie, les cytokines et les ARNmi (les micro-ARN interférants) [Zhou et al., 2014]

Le foie est composé de cellules parenchymateuses que sont les hépatocytes (80 % des
cellules du foie) et des cellules non parenchymateuses représentées par les cellules endothéliales
sinusoidales du foie, les cellules de Kupffer et les cellules stellaires hépatiques [Ait-Goughoulte et al.,
2010 ; Zhou et al., 2014]. Les hépatocytes sont ciblés par les agents toxiques. Lors d’'une maladie
chronique, ces cellules vont étre sujettes a I'apoptose et vont étre ciblées par la régénération
compensatoire des hépatocytes lorsqu’une quantité importante de cellules est détruite. Lorsque des
dommages sont causés sur les hépatocytes, des molécules réactives a I'oxygene et des médiateurs de
la fibrogenese sont libérés et vont favoriser I'activation des cellules stellaires. Les cellules stellaires
sont localisées dans I'espace de Dissé au niveau du foie. Elles jouent un réle de stockage de la
vitamine A et de I'acide rétinoique [Zhou et al., 2014]. Cependant, lors d’une agression importante au
niveau du foie (destruction de nombreux hépatocytes) ou I'exposition du foie a certaines cytokines
comme le TGF-B, le TNFa et I'lL-1, les cellules stellaires, a I'état de repos, vont s’activer, proliférer et
migrer. Elles vont également acquérir des capacités myofibroblastiques responsables d’une synthése
importante de collagéene et de matrice extracellulaire favorisant le développement de fibrose [Zhou
et al., 2014]. Les cellules endothéliales sinusoidales constituent les fenestrations a la surface de
I’endothélium du foie. Ces cellules jouent le role de filtre et facilitent les échanges entre le sang et le
parenchyme [Zhou et al., 2014]. Lors de dommages tissulaires hépatiques, le nombre de fenétres est
réduit et les sinusoides se transforment progressivement en capillaires continus [Zhou et al., 2014].

Ces phénomenes vont réduire les échanges de substrats dans le foie et déréguler les fonctions
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hépatiques. De plus, ils vont favoriser la production d’IL-33 impliquée dans |'activation des cellules
stellaires [Marvie et al., 2010 ; Zhou et al., 2014]. Ces différents facteurs vont étre également
responsables du développement d’une fibrose hépatique. Les cellules de Kupffer, quant a elles, sont
des macrophages localisés dans les parois de revétement des sinusoides du foie qui vont intervenir
dans les mécanismes de phagocytose. lls sont activés par différents facteurs nocifs pour le foie
comme les infections virales. Lors de leur activation, les cellules de Kupffer vont détruire les
hépatocytes via la production de médiateurs solubles nocifs. Ainsi, I'inflammation hépatique et les
|ésions hépatiques sont aggravées. Les cellules de Kupffer sont des cellules présentatrices
d’antigenes [Zhou et al., 2014]. Il a été montré sur des cellules de rats que les cellules de Kupffer
pouvaient également activer les cellules stellaires via I'expression des cytokines PGDF (« Platelet-
derived growth factor ») et TGF-B responsables d’'une augmentation de la production de matrice
extracellulaire et de collagéne [Friedman et Arthur, 1989 ; Matsuoka et Tsukamoto, 1990 ; Zhou et
al., 2014].

Ainsi, comme nous venons de le voir, les cytokines, libérées lors de I'inflammation du foie,
jouent également un role important dans le développement de la fibrose. Elles activent les cellules
stellaires et la production de matrices extracellulaires et peuvent inhiber I'activité de certaines
enzymes comme la collagénase pour limiter la dégradation de cette matrice. La cytokine PDGF est
produite par les cellules de Kupffer face a différents facteurs comme l'infection par un virus. La
cytokine TGF-B est synthétisée par toutes les cellules du foie. Le TNFa présente une activité pro-
inflammatoire. Il est produit par les cellules de Kupffer et les cellules stellaires. Les interleukines IL-1,
IL-17 sont produites par les cellules de Kupffer ou les cellules sinusoidales du foie. Par ailleurs, I'lL-17
est impliquée dans la régulation positive de TNFa, TGF-B1 et du collagéne la chez la souris [Hara et
al., 2013 ; Zhou et al., 2014].

D’autres cytokines permettent de limiter le développement de fibrose. En effet, I'interféron
est une molécule de signalisation soluble libérée dans le milieu extracellulaire en réponse a une
infection ou un antigene. Cette cytokine est impliquée dans I'inactivation et I'apoptose des cellules
stellaires ainsi que la diminution de la production de matrice extracellulaire et de collagéne via
I'inhibition de TGF-B et PDGF [Baroni et al., 1996 ; Ogawa et al., 2009 ; Rao et al., 2010]. Les
interleukines IL-10, IL-22 et IL-6 peuvent moduler la fibrogenése en régulant négativement les
réponses pro-inflammatoire, en atténuant I'apoptose des cellules hépatocytaires, en favorisant la
régénération des hépatocytes, en régulant négativement I'activation des cellules stellaires ou encore
en favorisant la sénescence des cellules stellaires [Zhou et al., 2014].

Les ARNmi sont également impliqués dans le développement de la fibrose. Ce sont des petits
ARN non codants qui vont controler la traduction et la transcription de plusieurs genes. lls peuvent

présenter une activité favorisant ou inhibant le développement de la fibrose selon le contexte et la
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nature des stimuli. Par exemple, chez le rat, '’ARN miR21 régule négativement |'expression TGF-B et
inhibe I'activation des cellules stellaires [Zhang et al., 2013b]. Les ARN miR150 et miR194 inhibent
I'activation des cellules stellaires et la production de matrice extracellulaire via I'inhibition de
I'expression de c-myb (retrouvé sur les cellules stellaires activées) et rac 1 (impliqué dans la
prolifération et I’activation des cellules stellaires) [Venugopal et al., 2010]. L'ARN miR181, quant a lui,
est induit par la cytokine TGF-B1 et favorise la prolifération des cellules stellaires [Wang et al.,

2012a].

3.4. L’hépatite B et le développement de carcinome hépatocellulaire

L’activation exacerbée et inefficace de I'immunité (plus particulierement les lymphocytes
spécifiques du VHB) favorise une inflammation chronique au niveau du foie responsable du
développement d’un carcinome hépatocellulaire [Chisari et al., 2010]. Les protéines virales du VHB
sont également impliquées dans le développement de la maladie et plus particulierement
I’hépatocarcinogenese.

En effet, divers facteurs interviennent dans le développement de la tumorigenése:
I'inflammation et la régénération du foie, les mutations dans le génome viral, les propriétés
oncogenes des protéines du VHB (protéines X et protéines préS/S) et I'intégration du génome viral
dans le génome de I'h6te [Li et al., 2016]. Des facteurs génétiques et environnementaux
prédisposent également au développement de CHC (alcool, syndrome métabolique) lors d’une

infection par le VHB (Figure 31) [Levrero et Zucman-Rossi, 2016].
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Figure 31 : Schématisation des divers facteurs pouvant étre impliqués dans le développement et la progression du carcinome
hépatocellulaire lié a I'infection par le virus de I’hépatite B (interaction entre le virus et I’héte, prédispositions génétiques,
facteurs environnementaux) [Levrero et Zucman-Rossi, 2016].

Nous nous concentrerons sur les protéines d’enveloppe et leurs effets pro-oncogénes. Les
protéines d’enveloppe mutées sont également considérées comme des oncoprotéines [Li et al.,
2016]. Les génes préS/S codent un activateur trancriptionnel potentiellement impliqué dans les
propriétés de transformation des cellules [Li et al., 2016]. En effet, les protéines d’enveloppe peuvent
activer la voie de signalisation c-Raf-1/MAP1 (« Mitogen-activated protein »)-kinase dépendante de
la protéine kinase C qui est engagée dans la prolifération des hépatocytes [Hildt et al., 1998 ; Li et al.,
2016]. Les protéines tronquées en Cter de LHBs et MHBs sont également impliquées dans le
développement de CHC. Par exemple, les protéines tronquées MHBs peuvent stimuler le promoteur
de génes oncogéniques tels que c-myc et c-fos [Li et al., 2016]. De plus, les protéines MHBs
tronquées en position s112 sur le gene S ont également été associées au développement de CHC en
interagissant avec des protéines impliquées dans I'oncogenese telle que I'« Adenosine diphosphate-

ribosylation factor 1 » (ARF-1) qui serait engagée dans les voies de signalisation associées a la
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réparation de I'ADN, la prolifération et la transformation maligne des cellules [Li et al., 2016]. Une
étude réalisée par Lee et al. (2015), a montré que la mutation W4P sur les protéines LHBs de patients
infectés par le génotype C favorisait le développement de CHC chez les souris males associé a une
augmentation de la production des IL-6 impliquées dans la capacité de prolifération des cellules. Ce
mécanisme est dépendant du sexe. En effet, les cestrogénes produits par les femelles limiteraient la
libération d’IL-6 et diminueraient le risque de développer un CHC avec cette mutation [Lee et al,,
2013 ; Lee et al., 2015a]. L'étude de Salpini et al., 2017 a mis en évidence de nouvelles mutations
associées au développement de CHC : les mutations sP203Q et sS210R présentent sur le géne S. Ces
mutations sont localisées dans le domaine transmembranaire en Cter des protéines d’enveloppe du
VHB, dans une région importante pour la sécrétion de I'’AgHBs. Ainsi, ces mutations empéchent la
sécrétion de I'’AgHBs et favorisent la prolifération des cellules [Salpini et al., 2017]. En effet, les
mutations sP203Q et sP203Q/S210R augmentent le pourcentage des cellules en phase S (phase de
réplication de I’ADN) et favorisent la progression du cycle cellulaire. La mutation sS210R seule
augmente le nombre de cellules en phase G2/M et favorise la prolifération des cellules [Salpini et al.,
2017]. Par ailleurs, la mutation rtA181T conduit a la production d’une protéine tronquée en position
s172 du géne S [Levrero et Zucman-Rossi, 2016 ; Li et al., 2016 ; Wang et Tang, 2016]. Cette mutation
est associée au développement de CHC et serait impliquée dans la régulation de I'activation du gene
c-myc jouant un role dans la progression du cycle cellulaire, I'apoptose et la transformation des
cellules [Li et al., 2016]. Les mutations retrouvées dans préS, et plus particulierement dans préS2,
jouent un réle important dans le développement de stress au niveau du réticulum endoplasmique et
contribuent au développement de CHC [Li et al., 2016]. L'accumulation des AgHBs dans le réticulum
endoplasmique (RE), induit un stress oxydant qui favorise les dommages sur ’ADN. Les mutations
dans préS1 favoriseraient plut6t I'activation de génes tels que TGF-a. Ce dernier est un facteur de
croissance impliqué dans les voies de signalisation pour la prolifération, la différenciation et le
développement des cellules [Li et al., 2016]. Les mutants préS1 sont également impliqués dans
I'activation de protéines chaperonnes engagées dans les processus de réponses au stress au niveau
du réticulum endoplasmique, I'activation de la cyclooxygénase-2 et des cytokines pro-inflammatoire.
lIs peuvent également étre impliqués dans I'activation des intermédiaires du stress oxydatif [Li et al.,
2016]. Récemment, une étude réalisée par Liu et al. (2017b), a montré que préS1 serait impliqué
dans I'apparition et I'auto-renouvelement des cellules souches cancéreuses durant le développement
des CHC [Liu et al., 2017b].

Les mutations dans pré2 s’accumulent au niveau du RE et activent les voies de signalisation
impliquées dans la réponse au stress au niveau du réticulum endoplasmique: la voie VEGF
(« Vascular endothelial growth factor »)/Akt (« Protein kinase B »)/mTOR (« mammalian target of

rapamycin ») et NFkB/COX (cyclo-oxygénase)-2. L’activation de ces voies de signalisation favorise
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I'instabilité du génome de I'hbte, la transformation des cellules et le développement de CHC. Les
protéines mutées en préS2 sont impliquées dans la croissance des cellules transformées GGH. Elles
activent certaines voies de signalisation engagées dans la progression du cycle cellulaire et la
prolifération cellulaire [Li et al., 2016]. En effet, les mutations dans préS2 favorisent la dégradation
de la « Cyclin-Dependent Kinase Inhibitor p27 » (protéine inhibitrice du cycle cellulaire) par
|"activation de la voie « c-Jun Activation Domain-Binding Protein 1 » [Hsieh et al., 2007]. Les cellules
GGH sont des cellules parenchymateuses du foie dont le cytoplasme est modifié par I'accumulation
des protéines d’enveloppe du VHB ou par certains médicaments. Les cellules GGH présentant des
mutations dans préS2 sont prédictives du développement CHC [Su et al., 2014]. Les protéines
préS2/S tronquées sont impliquées dans I'activation de la voie de signalisation MAPK (« Mitogen-
activated protein kinase »). Cette voie active des facteurs de transcription comme AP-1 (protéine
activatrice, « Activator protein ») et NFkB et favorise la prolifération anormale des cellules [Wang et
al.,, 2017]. Les protéines préS2 interagissent également avec le promoteur hTERT (« human
Telomerase reverse transcriptase ») et augmentent I’activité des télomérases favorisant la survie des
cellules [Wang et al., 2017]. De plus, les protéines S tronquées en position 95, 182 et 216 sont
impliquées dans la prolifération du cycle cellulaire et la transformation des cellules [Li et al., 2016 ;
Wang et Tang, 2016]. Par ailleurs, I'étude de Zhang et al. (2017) a montré que les délétions dans la
région préS et les mutations observées au niveau des positions 4, 27 et 167 (génotype C) étaient plus
souvent observées chez les patients développant un CHC [Zhang et al., 2017b]. Les protéines mutées,
observées lors d’une infection occulte, peuvent également contribuer a la transformation des cellules

conduisant au développement de CHC [Li et al., 2016].

4. La prévention et les traitements contre le virus de |’hépatite B
4.1. La prévention de I'infection par le VVHB : les vaccins

Afin de prévenir l'infection par le VHB, un vaccin est disponible depuis 1982. Les vaccins
actuels sont efficaces a 95 % pour prévenir I'infection [OMS, 2017]. Dans le monde, la vaccination des
le plus jeune age a permis de réduire la prévalence de l'infection par le VHB chez les enfants de
moins de cing ans a 1,5 % en 2015 comparé a 8 — 15 % avant I'accés a la vaccination [OMS, 2017].
Cependant, a cause des polémiques sur les effets secondaires provoqués par ce vaccin (sclérose en
plaques), le vaccin n’est pas suffisamment appliqué [OMS, 2017].

Les vaccins utilisés actuellement sont trés immunogénes. Le taux d’anticorps minimal
permettant de protéger contre le virus a été fixé a 10 mUI/mL pour tous les individus quel que soit
I’age de l'individu, sauf pour les professionnels de santé pour qui le seuil de protection est fixé a

100 mUI/mL, selon le ministére de la Santé. Lors de la contamination accidentelle d’une personne
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non immunisée et chez les nouveau-nés d’'une mere infectée par le VHB, I'immunisation passive par
injection d’'immunoglobulines humaines spécifiques (HBIG) anti-HBs est préconisée en association
avec la vaccination [EASL, 2017].

La premiére génération de vaccins était d’origine plasmatique (années 1970) : Hepatavax-B®
(Merck & Co.), Hevac B® (Pasteur), KGC® (Korea Green Cross) [Shouval et al., 2015]. Par la suite, les
vaccins de seconde génération, produits par génie génétique sur des levures, ont remplacé ces
vaccins. Le vaccin Engerix-B® (GSK, Belgique) est largement utilisé en Europe et dans le monde entier.
Ce vaccin contient les petites protéines d’enveloppe SHBs de sérotype adw2. Ce vaccin est inactivé,
produit a partir de levure Saccharomyces cerevisiae [Shouval et al., 2015]. Le vaccin HBVaxPro® est
également un vaccin recombinant inactivé contenant des protéines SHBs purifiées. Il est utilisé
essentiellement chez les nouveau-nés. Le vaccin RECOMBIVAX® HB (Merck & Co., USA) repose
également sur [l'utilisation des protéines SHBs du VHB [Shouval et al., 2015]. Les vaccins
recombinants dérivés de levure ont démontré leur efficacité et leur sécurité en terme de prévention
de I’hépatite B avec une réduction du taux de portage de I’AgHBs et une diminution de l'incidence
des CHC [Shouval et al., 2015]. Cependant, chez certains groupes de patients spécifiques, différents
facteurs peuvent affecter la réactivité a cette vaccination comme : I'dge avancé, l'insuffisance rénale,
les cancers, lI'infection par le VIH et I'immunosuppression. Des études ont montré que la non-
réactivité a l'immunisation par la petite protéine de surface SHBs pouvait étre compensée par
I'utilisation de vaccin ciblant également la région préS [Shouval et al., 2015]. En effet, la vaccination
avec des protéines MHBs induit une réponse en anticorps anti-HBs plus forte et permet également
de produire des anticorps anti-préS2. De plus, I'immunisation avec les trois protéines d’enveloppe du
VHB pourrait réduire |'apparition de mutations d’échappement au sein du gene S [Shouval et al.,
2015 ; Fedorowicz-Stronska et al., 2016].

Ainsi de nouveaux vaccins recombinés sur des cellules de mammiféres et contenant les
épitopes des génes préS/S ont été développés comme le vaccin Sci-B-Vac™ (BioHepB®) et le vaccin
Gen Hevac B (Pasteur®). Ce dernier contenait une suspension purifiée et inactivée de protéines SHBs
et MHBs dérivée de cellules de mammiferes [Momméja-Marin et al., 1999], mais sa
commercialisation a été arrétée a la fin de 'année 2016 (raison non divulgée).

Le vaccin Sci-B-Vac™ (BioHepB®), est un vaccin mimant les protéines LHBs, MHBs et SHBs du
VHB. C’est un vaccin recombinant dérivé de cellules de mammiféeres (ovaires de hamster chinois). Les
cellules sont transfectées avec un plasmide codant les genes préS1, préS2 et S et les protéines
produites sont purifiées a partir du milieu de culture (pureté 99 %) [Madalinski et al., 2004]. Ce
vaccin a été développé a partir du sérotype adw2 et du VHB de génotype A [Madalinski et al., 2004].
Des études réalisées sur souris Balb/c ont montré que le titre en anticorps et le taux de

séroconversion étaient significativement plus élevés chez les animaux immunisés avec le vaccin Sci-B-
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Vac™ comparés aux vaccins recombinés produits sur la levure comme Engerix B® [Shouval et al.,
2015]. Chez I’'homme, ce vaccin a montré une immunogénicité accrue, un taux de séroprotection plus
rapide (70 % chez les patients vaccinés par Sci-B-Vac™ contre 25 % chez les patients vaccinés par
Engerix B® six mois aprés une dose de vaccin) et plus élevée que les vaccins dérivés de levures
[Shouval et al., 2015]. Ce vaccin nécessite aussi moins de doses pour protéger les patients contre le
VHB que les vaccins dérivés de levures [Shouval et al., 2015]. Ce vaccin pourrait donc étre utilisé chez
les groupes de patients spécifiques ne répondant pas aux vaccins de seconde génération.

Il existe également d’autres vaccins qui sont actuellement en développement. Par exemple,
le vaccin GeneVac-B® en Inde, contenant des AgHBs purifiés, est utilisé pour immuniser les enfants
nés d’'une mere présentant des AgHBs positifs [Velu et al., 2017]. Ce vaccin a montré des résultats
comparables au vaccin Engerix B® en matiere de réduction de l'incidence de l'infection par le VHB
chez ces enfants lorsqu’une premiéere injection est réalisée 24 heures apres la naissance. L'avantage
du vaccin GeneVac-B® est le cot plus faible de la vaccination dans un pays en développement et qui
pourrait ainsi faciliter I'immunisation universelle [Velu et al., 2017].

Une étude originale réalisée par le Dr. Pniewski a consisté a produire des protéines
d’enveloppe du VHB (LHBs, MHBs et SHBs) dérivées de plantes comme la laitue [Fedorowicz-Stronska
et al., 2016 ; Pniewski et al., 2017]. Les plantes sont des bioréacteurs efficaces pour produire des
antigenes dans leur forme native qui vont étre capables d’induire une réponse immunitaire efficace.
Les avantages de la production de protéines par I'intermédiaire des plantes sont : la production de
protéines sous leur forme native et active biologiquement et la possibilité d’une vaccination sans
douleur, slire, simple et autonome par voie orale, le stockage et la distribution facilités et le colt de
production moins élevé. Les études réalisées par Fedorowicz-Stronska et al., (2016) ont montré que
les protéines SHBs et MHBs dérivées de plantes permettaient de produire des anticorps a des titres
élevés (100 mUI/mL) lorsqu’elles étaient injectées en intramusculaire chez des souris Balb/c. Ces
résultats étaient comparables a ceux du vaccin Engerix B® et ne nécessitaient que des faibles doses
de vaccins (0,1 — 0,3 pg contre 0,5 a 2 ug pour Engerix B®). Par ailleurs, les vaccins a base de plantes
ne nécessitent pas d’adjuvant pour booster I'immunisation. Ainsi, les protéines SHBs et MHBs
dérivées de plantes et purifiées pourraient limiter le nombre d’injections de vaccin par voie
parentérale et réduire le cout de production.

De plus, des recherches ont été réalisées pour produire un vaccin oral. La production de
vaccin oral dépend de la quantité de protéines d’intérét dans le matériel utilisé. L’équipe de Pniewski
et al., (2017) a mis au point un protocole de micropropagation pour des lignées transgéniques de
laitue permettant de produire en grande quantité des protéines d’enveloppe du VHB. Ainsi, les
feuilles de laitue contenant les protéines d’enveloppe du VHB pourraient étre lyophilisées et

stabilisées a long terme pour étre utilisées comme vaccins oraux [Pniewski et al., 2017].
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4.2. Les traitements actuels utilisés contre le virus de I’hépatite B

Les objectifs des traitements anti-VHB sont d’améliorer la qualité de vie, la survie des
patients infectés par le VHB et prévenir les diverses complications au niveau hépatique. Les
traitements sont également utilisés pour prévenir la transmission périnatale du virus, éviter les
réactivations et prévenir les manifestations extra-hépatiques du VHB [EASL, 2017]. Chez les patients
présentant un CHC, les traitements sont utilisés pour supprimer la réplication virale, mais également
prévenir la progression de la maladie [EASL, 2017]. Actuellement, il existe deux types de traitements
utilisés contre le VHB : I'lFNa plus ou moins pégylé qui stimule la réponse immunitaire pour éliminer
les cellules infectées et les analogues nucléos(t)idiques (NUCs) qui inhibent la réplication du VHB,
diminuent l'activité histologique au niveau du foie et préviennent la propagation de l'infection
[Grimm et al., 2011 ; EASL, 2017]. Les NUCs sont des inhibiteurs compétitifs de la polymérase virale.
Durant la réplication, les NUCs s’integrent dans I’ADN du virus. lls ne présentent pas de groupements
hydroxyles et rendent impossible la liaison covalente avec le prochain nucléotide. lls sont ainsi
responsables de I'inhibition de la polymérisation du génome viral et par conséquent empéchent la
réplication du VHB [Grimm et al., 2011].

Actuellement, une charge virale indétectable, la perte de I’AgHBs avec ou sans |'apparition
des anticorps anti-HBs sont considérés comme les marqueurs d’une réponse thérapeutique efficace.
C’est le concept de la guérison fonctionnelle [Grimm et al., 2011 ; Levrero et al., 2016]. Cependant,
cette guérison fonctionnelle n’est que trés rarement observée : 1 a 3 % par an (3 — 7 % sans
traitement, 3 — 16 % aprés deux a cing ans de traitements sous NUCs ou IFNa-pégylé) [Heathcote et
al., 2011 ; Zoutendijk et al., 2011 ; Buti et al., 2015 ; Habersetzer et al., 2015 ; EASL, 2017 ; Li et al.,
2017c].

Nous ne reviendrons pas sur les données classiques du traitement anti-VHB, mais nous nous

concentrerons sur les nouvelles recommandations de I'EASL (2017) et sur les pistes d’innovation.

4.3. Les recommandations de traitements de 'EASL 2017

Selon les recommandations de I'EASL 2017, tous les patients présentant une infection
chronique par le VHB doivent étre traités quel que soit le statut AgHBe s’ils présentent ces trois
parametres :

- une quantité d’ADN du VHB supérieure a 2 000 Ul/mL

un taux d’ALAT et d’ASAT supérieur a 40 Ul/mL

une nécro-inflammation au niveau du foie ou une fibrose.

Il existe certaines exceptions. Les patients présentant une cirrhose doivent étre traités si

I’ADN est détectable dans le sérum. Les patients présentant une charge virale supérieure a
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20 000 Ul/mL et un taux d’ALAT et d’ASAT supérieur a 80 Ul/mL doivent étre traités quel que soit le
score de fibrose. La mise en place de traitements est généralement préconisée lors de la phase

d’hépatite chronique AgHBe positive et la phase d’hépatite chronique AgHBe négative.

Les NUCs présentent des avantages par rapport au traitement par IFNa-pégylé. En effet, la
prise de médicaments est plus facile car elle se fait par voie orale. De plus, I'activité antivirale est plus
importante que les traitements IFNa-pégylé [EASL, 2017]. L’Entécavir, le Ténofovir disoproxil
fumarate (TDF) et le Ténofovir Alafenamide (TAF) doivent étre utilisés en premiere ligne de
traitement quelle que soit la sévérité de la maladie, car ils présentent une barriere génétique élevée.
Les patients sous Ténofovir disoproxil fumarate doivent étre suivis pour les maladies rénales
(estimation de la filtration glomérulaire et du taux de phosphate dans le sérum) et osseuses
(densitometrie osseuse). La combinaison de deux NUCs n’est pas recommandée, mais peut étre
envisagée chez les patients présentant une suppression virale incompléte durant un traitement a
long terme par Entécavir (ETV) ou Ténofovir disoproxil fumarate (changement de traitements ou
combinaison de deux molécules). Chez les patients sous traitement NUCs a long terme et/ou
présentant une cirrhose, le développement de CHC doit étre surveillé. En effet, 'Entécavir et le
Ténofovir disoproxil fumarate augmentent la nécro-inflammation du foie et la fibrose et augmente
I'incidence de CHC au long terme.

La décision d’arréter le traitement est difficile a prendre pour les NUCs. L'EASL recommande
I'arrét du traitement par NUCs lorsque :

I’ADN du VHB est supprimé a long terme et soutenue aprés 12 mois d’arrét de traitement

- la perte de I'’AgHBe est observée avec ou sans la séroconversion
- le taux d’ALAT et d’ASAT est normalisé
- la perte de I'’AgHBs est observée avec ou sans la séroconversion

Chez les patients AgHBe positif présentant une séroconversion de I’AgHBe et une charge
virale indétectable, mais ne présentant pas de cirrhose au niveau du foie, le traitement peut étre
arrété apres un an de traitement minimum, mais doit étre surveillé attentivement. Chez les patients
AgHBe négatif, I'arrét de traitement ne peut étre effectué qu’aprés trois ans de traitement
minimums. Si le traitement est un échec, les traitements doivent étre modifiés en privilégiant les
NUCs présentant une barriere de résistance plus forte, tout en prenant en compte les résistances

croisées (Figure 32, Tableau 8). Il faut également vérifier I'observance des traitements par le patient.
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Figure 32 : Incidence cumulative des résistances associées aux traitements NUCs chez le virus de I’hépatite B sur un a cinqg
ans (LAM : Lamivudine, ADV : Adéfovir dipivoxil, TBV : Telbivudine, ETV : Entécavir, TDF : Ténofovir disoproxil fumarate, TAF :
Ténofovir Alafenamide) [EASL, 2017].

Tableau 8 : Récapitulatif des résistances croisées pouvant exister entre les différents traitements NUCs qui sont utilisés pour

traiter une infection par le virus de I’hépatite B (S : sensible, | : intermédiaire, diminution de la sensibilité, R : résistant, LAM :

Lamivudine, ADV : Adéfovir dipivoxil, TBV : Telbivudine, ETV : Entécavir, TDF : Ténofovir disoproxil fumarate, TAF : Ténofovir
Alafenamide) [EASL, 2017].

Variants VHB LAM | LDT | ETV | ADV | TDF/TAF
Sauvage S S S S S
rtM204V R S I I S
rtM2041 R R I I S
rtL180M + rtM204V R R I I S
rtA181T/V | | S R I
rtN236T S S S R I
rtL180M + rtM204V/I £ rt1169T * rtV173L t rtM250V R R R S S
rtL180M + rtM204V/I + rtT184G * rtS2021/G R R R S S

L'interféron est moins prescrit que les NUCs. Il peut étre utilisé, tout de méme, en premiére
ligne de traitement chez les patients présentant des conséquences hépatiques faibles a modérées
quel que soit le statut AgHBe. Le traitement dure généralement 48 semaines a raison d’une injection
par semaine et peut-étre étendu a 72 semaines chez les patients AgHBe négatif pour améliorer la
réponse virologique soutenue si le médicament est bien toléré par le patient. Chez les patients
traités par IFNa- pégylé, un suivit périodique des ALT, TSH (« Thyroid Stimulating Hormon »), ADN,
AgHBs, I’AgHBe et les anticorps anti-HBe et du nombre de globules doit étre réalisé pendant le
traitement, mais également a long terme apres le traitement pour éviter les rechutes et les effets
indésirables sur la santé du patient. L'IFNa-pégylé est contre-indiqué chez les femmes enceintes et
en cas de cirrhose décompensée [EASL, 2017]. En effet, il est associé a des effets secondaires
hématologiques, un risque accru de décompensation hépatique lié au développement de poussée

cytolytique et un risque infectieux liés a une neutropénie [EASL, 2017]. Les patients présentant un
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haut risque de développer un CHC doivent étre suivis au long terme méme apres arrét du traitement
et la perte de I’AgHBs. La combinaison des NUCs avec I'IFNa-pégylé n’est pas recommandée, mais

peut-étre envisagée au cas par cas chez les patients traités au long terme par les NUCs.

Voici quelques recommandations spécifiques de I'EASL pour certains groupes de patients.

Les patients présentant une hépatite B aiglie ne nécessitent pas de traitement. Cependant,
les patients présentant une hépatite B aiglie sévere avec une coagulopathie et une infection aigle
prolongée doivent étre traités par NUCs et la transplantation hépatique peut étre envisagée.

Chez les enfants, I'infection chronique est souvent asymptomatique et ne nécessite pas de
traitement. Cependant, dans certains cas elle nécessite la mise en place de traitement. L’Entécavir, le
Ténofovir disoproxil fumarate, le Ténofovir Alafenamide (TAF) et I'lIFNa- pégylé peuvent étre utilisés.

Les personnels soignants exposés a un sérum présentant une charge virale supérieure a
200 Ul/mL peuvent étre traités préventivement par NUCs pour éviter le risque de transmission.

Chez les patients présentant une cirrhose décompensée, I'utilisation de NUCs avec une
barriére génétique élevée est préconisée et la transplantation hépatique est envisagée [EASL, 2017].

Chez les femmes enceintes, la recherche de I’AgHBs doit étre réalisée lors du premier
trimestre de grossesse. La thérapie antivirale peut étre retardée chez la femme qui envisage de
procréer dans un avenir proche seulement si elle ne présente pas de fibrose avancée. Le Ténofovir
disoproxil fumarate est recommandé chez les femmes enceintes. Chez les femmes enceintes
présentant une charge virale supérieure a 20000 Ul/mL et présentant une quantité d’AgHBs
supérieure a 4 log Ul/mL, le Ténofovir disoproxil fumarate devrait étre débuté aux semaines 24 ou 28
de la gestation et continué au moins douze semaines apres I'accouchement. L’allaitement n’est pas
contre-indiqué.

Tous les patients devant subir une chimiothérapie, une thérapie immunosuppressive, avec
une transplantation rénale ou sous dialyse devrait étre testés pour les marqueurs du VHB. Si ces
patients présentent un AgHBs positif, les patients devraient étre traités soit avec du Ténofovir
disoproxil fumarate (pas pour les patients sous dialyse ou transplantation rénale), du Ténofovir
Alafenamide ou de I'Entécavir.

Chez les patients devant subir une chimiothérapie ou une thérapie immunosuppressive, un
traitement prophylaxique contre le VHB est préconisé chez les patients AgHBs négatif et anti-HBc
positif s’ils ont un risque de réactivation viral. Les patients anti-HBc positifs et AgHBs négatifs ayant
subi une transplantation rénale doivent étre surveillés.

Les patients présentant une infection VHB réplicative et des manifestations extra-hépatiques

devraient recevoir un traitement NUCs, mais pas d'IFNa-pégylé.
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Les traitements actuels permettent de supprimer la réplication du VHB, de diminuer le taux
de progression vers la cirrhose et réduit I'incidence de CHC [Serigado et al., 2017]. Cependant, les
patients doivent étre suivis a long terme, le taux de réponse et la durabilité de la réponse sont
faibles. Les colits engendrés par la thérapie a long terme sont élevés et la perte de I’AgHBs n’est que
trés rarement observée avec ces différents traitements [EASL, 2017]. De plus, la guérison n’est jamais
totale car il existe toujours un réservoir d’ADNccc qui persiste dans le foie et qui peut réactiver a tout
moment. De nombreuses études sont en cours afin d’élaborer de nouveaux traitements pouvant
améliorer la perte de I’AgHBs et éliminer le pool d’ADNccc persistant. Ceci permettrait d’aboutir a la

guérison compléte du virus de I’'hépatite B [Levrero et al., 2016].

4.4. Les nouveaux traitements en développement

Différentes cibles thérapeutiques sont actuellement exploitées pour trouver de nouveaux
traitement contre le VHB [Levrero et al., 2016 ; Ko et al., 2017] :

0 I’entrée du virus dans les cellules (ex : Myrcludex B, Cyclosporine A)

0 la production et la libération des protéines virales (ex : Replicor inhibant la libération
des AgHBs, I’ARN interférant ARC-520)

0 I'assemblage de la capside (ex : NVR 3-778, AT-130, BAY-41-4109)

O la polymérase: les nouveaux analogues nucléos(t)idiques (ex: TAF, Besifovir,
CMX157)

0 I’ADNccc (ex : lymphotoxine B, la méthode CRISPR-Cas9)

0 larestauration de I'immunité innée et adaptative : les immunomodulateurs (GS-9620

agoniste des TLRs, E6F6 vaccin thérapeutique, le Nivolumab inhibiteur PD-1/PD-L1).

Voici quelques exemples parmi les molécules actuellement en cours d’études.

4.4.1. Le Myrcludex B : I'inhibiteur d’entrée du virus de I’'hépatite B

La recherche des récepteurs impliqués dans I'entrée du virus a permis de décrire un peptide
acétylé dérivé des grandes protéines d’enveloppe du VHB (LHBs) capable de bloquer 'entrée du VHB
in vitro et in vivo [Grimm et al., 2011 ; Urban et al., 2014]. Ce peptide synthétique recouvre les
positions en acides aminés 2 — 48 du domaine préS1 de la protéine LHBs et prend en compte la
séquence peptidique aa 9 — NPLGFFP — aa 15, essentielle a I’entrée du virus dans les cellules [Urban
et al., 2014 ; Blank et al., 2017]. Depuis 2012, cette région de préS1 a été décrite par Yan et al.
(2012), comme interagissant avec le récepteur NTCP essentiel a I'entrée du virus dans les cellules. Ce

peptide inhibiteur a été nommé Myrcludex B et ses capacités antivirales ont été testées.
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Les premiers résultats précliniques ont montré que le Myrcludex B était capable de bloquer
efficacement I'infection du VHB in vitro (cellules de carcinome hépatocellulaire humain : HepaRG) et
sur un modele de souris humanisées (UPA-SCID greffée avec des hépatocytes humains) [Gripon et al.,
2005 ; Volz et al., 2013]. Une diminution de la virémie, de 'ADNccc et du taux d’antigénes a été
observée chez des souris humanisées. Le Myrcludex B a montré son efficacité contre la propagation
du VHB [Volz et al., 2013]. Par ailleurs, il est efficace a de faibles concentrations (de I'ordre du pico
molaire) [Urban et al., 2014].

Les premiers essais cliniques ont montré que le Myrcludex B présentait une faible toxicité,
peu d’effets hors cible, pas de réactivité immunogénique et une bonne tolérance chez des
volontaires sains. [Blank et al., 2016]. Actuellement, le Myrcludex B est en phase clinique Ila/llb. La
premiere étude a été réalisée chez des patients co-infectés par le VHD. L'utilisation du Myrcludex B
chez ces patients a permis de diminuer de facon conséquente la quantité d’ARN du VHD aprés 24
semaines de traitement et de normaliser le taux d’ALAT et d’ASAT au niveau du foie. La diminution
de I’ADN du VHB était moins significative [Bogomolov et al., 2016]. Néanmoins, la combinaison de
Myrcludex B et IFNa-pégylé a mis en évidence des effets antiviraux synergiques sur ’ADN du VHB et
I’ARN du VHD [Bogomolov et al., 2016]. Le Myrcludex B doit étre testé sur des patients mono-

infectés par le VHB pour valider son efficacité [Serigado et al., 2017].

4.4.2. Un ARN interférant ciblant '’ARNm du VHB: ARC-520 (Arrowhead)

L’ARN interférant (ARNi) est un petit ARN qui va s’hybrider avec un ARNm spécifique et le
dégrader via le complexe Dicer/RISC. En effet, 'ARN double brin spécifique de I’ARNm a cibler est
pris en charge par la protéine Dicer dans le cytoplasme des cellules. Cette protéine clive ’ARN double
brin en ARN simple brin (ARNsi) et présente I'un des brins au complexe RISC (« RNA induced silencing
complex »). Le brin d’ARNsi dirige le complexe RISC vers I’ARNm ciblé. Lorsque le brin ARNsi
reconnalt par complémentarité I’ARNm ciblé, le complexe RISC clive I'ARNm et le dégrade

(Figure 33). Ainsi, TARNm ciblé n’est plus traduit en protéines.
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Figure 33 : Mécanisme d’action des ARN interférants [Chauchereau et Harel-Bellan, 2004].

Ce mécanisme est utilisé pour inhiber la production de certaines protéines. Les ARN
interférants ont montré leurs potentiels en termes de réduction de la charge virale du VHB, de la
qguantité d’AgHBe, d’AgHBs et d’ADNccc in vivo et in vitro [Pei et al., 2017 ; Serigado et al., 2017].
L’ARNi ARC-520 cible ’'ARNm du VHB. Des résultats précliniques réalisés sur des chimpanzés traités
par NUCs avec ou sans ARC-520 ont mis en évidence une diminution significative de la quantité
d’ADN du VHB (1,5 a 2,9 log), et de 'ADNccc (1,4 +/- 0,7 log) en présence d’ARC-520 [Yuen et al.,
2015 ; Pei et al., 2017]. Des premiers essais cliniques ont été réalisés chez des volontaires sains. Cette
molécule est bien tolérée. Actuellement, ARC-520 est en phase clinique Il. Les premiéeres études ont
été réalisés chez des patients traités ou non par Entécavir. Chez les patients AgHBe positif, une
diminution plus importante de I'AgHBe (- 1,2 log) et de I’AgHBcr (-0,9 log) a été observée par rapport
a I’AgHBs (-0,2 log). Une meilleure réduction de 'AgHBs a été observée chez les patients naifs de
traitement Entécavir (réduction de I’AgHBs jusqu’a environ 1,5 log chez les patients AgHBe positif)
[Yuen et al., 2015]. Selon les informations de la firme Arrowhead, une réduction de I’AgHBs de plus
de 3 log a pu étre observée chez les patients ayant regu plusieurs doses de ARC-520 en combinaison
avec NUGCs. Par ailleurs, chez la plupart des patients, une diminution de plusieurs log d’ADN du VHB

jusgu’a des concentrations indétectables a été observée.
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4.4.3. Les modulateurs d’assemblage de capside

Les modulateurs d’assemblage de capside interagissent avec les protéines core et interferent
ou perturbent la formation de la capside ou I'encapsidation de ’ARNpg [Cole et al., 2016 ; Wilson et
al., 2016]. |l existe trois classes de modulateurs d’assemblage de capside ciblant le génome du VHB :
les composés heteroaryldihydropyrimidine (HAT), les phenylpropenamides et les benzamides
sulfamoyl [Cole et al., 2016 ; Wilson et al., 2016 ; Serigado et al., 2017].

Les heteroaryldihydropyrimidine induisent la formation de capsides agrégées et aberrantes.
En effet, ces composés permettent d’accélérer le taux d’assemblage de la capside et la quantité de
capsides. lls renforcent les interactions entre les diméres de protéines de capside induisant un
mauvais assemblage de la capside (modification de la géométrie) [Cole et al., 2016 ; Wilson et al.,
2016 ; Ko et al., 2017 ; Serigado et al., 2017]. Deux molécules sont actuellement étudiées dans cette
famille : BAY-41-4109 et GSL-4. La molécule BAY-41-4109 a montré une diminution significative de la
quantité d’ADN du VHB et de I’AgHBc sur différents modéles d’études : des cellules HepG2.2.15
transfectées de fagon stable par le VHB, des souris transgéniques (per os) et des souris uPA-SCID
transplantées avec un foie humain (diminution de la charge virale d’environ un log aprés cing jours
de traitement) [Weber et al., 2002 ; Wu et al., 2008 ; Brezillon et al., 2011]. Cependant, des
mutations de résistance face aux HAT sont apparues dans la protéine core (V124W) et la molécule
s’avere toxique a des doses élevées sur des cellules primaires de foie humain [Cole et al., 2016]. Une
seconde molécule est actuellement en cours d’étude : la molécule GSL-4. Ce modulateur de capside
permet de diminuer la quantité d’ADN du VHB de fagon similaire a BAY-41-4109. Il ne présente pas
de toxicité a 25 uM comparé a BAY-41-4109 sur des cellules de foie humain. De plus, il est efficace a
des doses plus faibles que BAY-41-4109 (ECsp 12 nM vs. 50 nM) in vitro [Wang et al., 2012b ; Cole,
2016]. Par ailleurs, ce composé est efficace contre les mutations de résistance associées a I’Adéfovir
dipivoxil [Wang et al., 2012b]. Les études cliniques sont envisagées actuellement.

Les phénylpropénamides favorisent I'assemblage précoce de capsides vides, sans matériel
génétique du VHB [Cole et al., 2016 ; Wilson et al., 2016 ; Ko et al., 2017 ; Serigado et al., 2017]. Les
représentants majeurs de cette classe de modulateur de capside sont AT-61 et AT-130. La molécule
AT-61 inhibe la réplication du VHB dans différents modeéles cellulaires (HepAD38, HepAD79,
HepG2.2.15, HepG2 infecté transitoirement). Cette molécule a ensuite été modifiée pour améliorer
sa puissance (réduction ECso) et réduire sa toxicité et ainsi former la molécule AT-130 [Pei et al.
2017]. Le mécanisme d’action d’AT-130 a été décrit par Feld et al., en 2007. La molécule AT-130
interagit avec les protéines chaperonnes des cellules et stabilise la polymérase de I’ARNpg du VHB.
Ce mécanisme perturbe I'ARNpg et inhibe son encapsidation malgré la production de capside

normale [Feld et al., 2007 ; Serigado et al., 2017]. Ainsi, des capsides vides et non infectieuses sont
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produites [Cole et al., 2016]. Ces molécules sont efficaces également contre les virus présentant des
mutations d’échappement a la Lamivudine [Delaney et al., 2002]. Ces composés sont toujours en
cours d’étude préclinique.

Les benzamide sulfamoyd présentent des propriétés proches des phénylpropénamides. En
effet, ils présentent une méme efficacité et sont responsables d’'une mauvaise encapsidation de
I’ARNpg [Cole et al., 2016]. La molécule actuellement étudiée est NVR 3-778 (Novira). Cette molécule
accélére le mauvais assemblage de la capside et produit des capsides vides [Cole et al., 2016 ; Pei et
al., 2017]. Les premiers essais précliniques in vitro ont montré que cette molécule était capable
d’inhiber la réplication du VHB [Pei et al., 2017]. Des essais précliniques sur des souris humanisées
ont confirmé ces résultats. En effet, une étude réalisée chez des souris humanisées uPA-SCID a
montré une diminution de I’ADN du VHB identique a I'Entécavir apres six semaines de traitement
[Klumpp et al., 2015]. Par ailleurs, des effets synergiques avec I'IFNa-pégylé ont été observés. Une
diminution de I'ADN du VHB jusqu’au seuil de détection a pu étre observée chez ces souris
humanisées [Klumpp et al., 2015]. Actuellement, cette molécule, disponible per os, est en cours
d’étude clinigue (phase la/lb). Les premiers résultats ont montré une bonne sécurité et tolérance du
médicament chez des patients sains. Par ailleurs, une diminution de I’ADN du VHB (1,72 log Ul/mL) et
de I'ARN du VHB (0,86 log Ul/mL) ont pu étre observés chez des patients AgHBe positif (phase 1b : 28
jours de traitement, 600 mg/jour) [Yuen et al., 2015].

Comme nous avons pu le voir avec ces exemples, les modulateurs d’assemblage de capside
permettent d’inhiber la réplication du virus et la production de particules virales tout comme les
NUCs, mais ils peuvent également inhiber I'encapsidation du virus. Récemment, une étude a montré
gue les modulateurs de I'assemblage de la capside inhibaient également la libération extracellulaire
de I'ARN du VHB [Lam et al., 2017]. Ces molécules pourraient étre utilisées en combinaison avec

d’autres molécules.

4.4.4. Les nouveaux inhibiteur potentiel de la polymérase
4.4.4.1. Le Ténofovir Alafenamide

L'utilisation de Ténofovir disoproxil fumarate est associée a l'apparition de lésions rénales
aiglies et une diminution de la densité minérale des os [Scott et Chan, 2017 ; Wu et al., 2017]. Pour
limiter ces problemes, la molécule de Ténofovir disoproxil fumarate a été modifiée : le Ténofovir
Alafenamide (TAF, Vemlidy ®). Le TAF est une prodrogue du Ténofovir disoproxil fumarate
diphosphate. Cette molécule a été développée pour optimiser le potentiel antiviral et la sécurité
clinique du Ténofovir disoproxil fumarate. En effet, cette molécule a été modifiée pour s’activer au

niveau intracellulaire (contrairement au Ténofovir disoproxil fumarate qui peut étre activé dans le
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plasma) et peut réduire I'exposition systémique du Ténofovir disoproxil fumarate responsable, par
exemple, des dysfonctionnements tubulaires au niveau du rein. L'utilisation du TAF permet d’éviter
les effets néfastes sur le rein et les os. De plus, le TAF n’interagit pas avec les transporteurs au niveau
des reins [Scott et Chan, 2017]. Le TAF présente une activité antivirale comparable au Ténofovir
disoproxil fumarate. Aucune mutation de résistance aux traitements n’a été observée aprés 96
semaines de traitement [Scott et Chan, 2017]. Fait intéressant, le TAF améliore le taux d’ALAT et
d’ASAT réduisant ainsi les dommages au niveau du foie. Le TAF est actuellement en phase lll clinique.
Aprés 96 semaines de traitement, le TAF est bien toléré et montre des résultats concluant sur la

sécurité du rein et des os confrontés au Ténofovir disoproxil fumarate [Scott et Chan, 2017].

4.4.4.2. Le Besiclovir

Le besiclovir est un nouvel inhibiteur de la polymérase présentant une structure chimique
proche de I’Adéfovir dipivoxil et le Ténofovir disoproxil fumarate. Ce traitement a fait des preuves
chez des patients AgHBe positif avec une perte de I’ADN du VHB aprés 28 jours de traitement. Ce
traitement était également actif chez les patients présentant des mutations de résistance associées a
la Lamivudine [Yuen et al., 2006]. Cette molécule a été comparée a I'Entécavir chez des patients
AgHBe positif et négatif sous traitement pendant 48 semaines. Les taux d’ADN, le taux des
transaminases et de séroconversion de I'’AgHBe sont similaires entre ces deux traitements [Lai et al.,
2014]. Le Bésiclovir pourrait étre utilisé comme alternative thérapeutique chez des patients ne
répondant pas aux autres traitements et présentant des mutations de résistance. Ce traitement est

actuellement en phase clinique Ill.

4.4.5. L’élimination de ’ADNccc

Les NUCs n’agissent pas ou peu sur I'élimination de I’ADNccc et I’ADN intégré [Grimm et al.,
2011 ; Li et al., 2017b]. L’élimination de I’ADNccc pourrait ainsi prévenir les réactivations du VHB et
permettre une guérison compléete du VHB [Levrero et al., 2016].

Des études se sont concentrées directement sur I'élimination de "ADNccc a l'aide de la
technique CRISPR-Cas9. Cette méthode CRISPR (« Clustered regularly interspaced short palindromic
repeats »)-Cas9 est basée sur un mécanisme de défense des bactéries contre les bactériophages.
Cette méthode est de plus en plus utilisée pour éditer les génes. Le complexe est simple a
reprogrammer et peut-étre délivré in vitro et in vivo [Li et al., 2017b]. Le complexe CRISPR-Cas9 est
formé d’une séquence ARN guide (plasmide) complémentaire de la séquence d’ADN a éliminer et
d’une endonucléase d’ADN guidé par cet ARN : Cas9. Lorsque I’ADN cible dans la cellule est reconnu
par le brin d’ARN guide, I'enzyme Cas 9 vient découper '’ADN complémentaire et n’importe quel

fragment d’ADN peut étre inséré a la place (Figure 34).
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Figure 34 : Mécanisme d’édition du génome réalisé a I'aide du complexe CRISPR-Cas9 [lejournal.cnrs.fr].

Cette méthode a été détournée pour cibler directement I’ADNccc du VHB. Une inhibition
efficace de la réplication virale et la suppression de I'accumulation de ’ADNccc du VHB ont pu étre
observées grace a cette méthode [Dong et al., 2015 ; Kennedy et al., 2015 ; Liu et al., 2015].

L'utilisation de cette méthode a également été élargie pour cibler 'ADN intégré dans le
génome de I'hGte. Une étude réalisée récemment par Li et al. (2017b) a permis d’exciser
complétement un fragment d’ADN de VHB (3 175 pb) intégré dans le génome d’une lignée cellulaire
infectée de fagon stable par le VHB (HepG2.A64) [Li et al., 2017b]. Dans ces lignées cellulaires,
I’ADNccc intracellulaire, ’ADN du VHB, I’AgHBs et I’AgHBe dans le surnageant restent en dessous des
valeurs négatives apres dix mois [Li et al., 2017b].

Cette méthode prometteuse pourrait ainsi étre utilisée pour favoriser la guérison compléte
des patients. Cependant, cette méthode présente un risque potentiel d’excision d’ADN hors cible et
I'efficacité doit étre optimisée (systeme dégradation/réparation, combinaisons d’ARN guide) [Ko et
al., 2017]. Ce complexe est toujours en cours d’études précliniques.

Les traitements ciblant la voie de signalisation APOBEC3 (« Apolipoprotein B mRNA editing
enzyme, catalytic polypeptide-like) peuvent étre une approche pour éliminer I’ADNccc. En effet,
APOBEC3 est une cytidine désaminase qui est utilisée dans I’édition de gene simple brin. Elle est

responsable d’une désamination des cytosines (en uracile) en réponse a un ADN étranger. Les
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différentes enzymes de cette famille (APOBEC3A et 3B principalement) peuvent dégrader I’ADNccc

du VHB si elles sont activées. L'activation des lymphotoxine-B a I'aide d’agoniste permet de réguler

positivement APOBEC3A et APOBEC3B et rend I’ADNccc sensible a la dégradation [Levrero et al.,

2016 ; Ko et al., 2017 ; Serigado et al., 2017]. Des premiers essais précliniques sur des cellules

infectées par le VHB, des cellules hépatocytes primaires humaines et des biopsies de foie ont montré

que I'lIFNa-pégylé combiné avec I'activation du récepteur de la lymphotoxin-f permettait de réguler

positivement APOBEC3A et APOBEC3B et réduisait la quantité d’ADNccc [Lucifora et al., 2014].

4.4.6. Quelques exemples d’immunomodulateurs potentiels

Pour restaurer la réponse immunitaire contre le VHB, différentes stratégies peuvent étre

envisagées (Figure 35) :

- restaurer I'immunité innée en favorisant la production de cytokines ou délivrer des cytokines

directement en intrahépatique

- restaurer 'immunité adaptative en bloquant les signaux inhibant I'immunité ou délivrer des

cellules T spécifiques du VHB ou des anticorps anti-VHB.
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Figure 35 : Apergu des différentes stratégies thérapeutiques pouvant étre utilisées pour stimuler le systéme immunitaire

contre le virus de I’hépatite B [Bertoletti et Gehring, 2013].

Voici quelques cibles potentielles pouvant aider a traiter les hépati

tes B.

Les TLRs jouent un réle important dans la reconnaissance du virus et I'induction des réponses

immunitaires. Cependant, lors d’une infection par le VHB, la signalisation des TLRs est régulée
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négativement [Wilson et al., 2016]. Ainsi, I'utilisation de molécules agonistes des TLRs pourrait étre
utilisée pour réactiver les réponses immunitaires induites par les TLRs. La molécule GS-9620 agoniste
des TLR-7 a ainsi été étudiée. Les TLR-7 sont impliqués dans la production d’IFNa [Wilson et al.,
2016]. Les IFNa jouent un role important dans I'induction de la réponse immunitaire innée comme
I'activation de genes impliqués dans les résistances aux infections virales ou des cellules
immunitaires impliquées dans I'élimination des cellules infectées comme les cellules NK et les
macrophages. Une étude préclinique réalisée sur des chimpanzés a montré que I'administration
orale de GS-9620 stimulait la production d’IFNa et d’autres cytokines et chimiokines capables de
réduire I’ADN du VHB circulant de fagon prolongée apres quatre semaines de traitement [Lanford et
al., 2013]. D’autres études réalisées in vitro sur des cellules mononuclées du sang périphérique de
patients sains ou de patients infectés chroniquement par le VHB ont montré que GS-9620 favorisait
I"'augmentation du marqueur CD69 sur les cellules «Natural Killer » et la cytotoxicité des NK contre
les cellules HepG2 et les cellules primaires de foie humain, mais n’induisait pas la production de
cytokine. Par ailleurs, GS-9620 augmente également I'activité cytotoxique des lymphocytes T CD8*
[Steuer et al., 2015]. Les premiers essais cliniques réalisés chez les patients ont validé la sureté du
médicament en per os. Par ailleurs, 'utilisation de cette molécule a induit la production d’ISG-15
(« Interferon-stimulated gene »-15) impliqué dans I’élimination du pathogéne, mais n’a pas induit la
production significative d’IFNa systémique [Gane et al., 2015]. Ainsi, GS-9620 permettrait d’éliminer
le VHB principalement en activant I'activité cytolytique des cellules NK, des cellules CD8" et des ISGs.
Des vaccins thérapeutiques sont également étudiés pour agir contre la persistance de
I'infection par le VHB. Récemment, un nouvel anticorps E6F6 a été développé pour cibler I'’AgHBs.
L'anticorps monoclonal E6F6 cible un seul épitope de I’AgHBs localisé au niveau des acides aminés
s119 a s125 de la protéine S du VHB. La fixation des anticorps sur cet épitope tolére les mutations
d’échappement présentes aux alentours comme les mutations sG145R, sK141E et sD144A retrouvées
couramment chez les patients infectés par le VHB [Gao et al., 2017]. Chez des souris transgéniques
modifiées génétiquement pour produire des AgHBs et AgHBe en grande quantité, |'anticorps E6F6
présente des effets thérapeutiques importants contrairement a d’autres épitopes testés (épitopes aa
s124 — 5137, aa s139 — s147 de la protéine S et aa 21 — 47 et 124 — 145 de la région préS) [Zhang et
al., 2016b]. En effet, il permet de supprimer le taux d’AgHBs et d’ADN du VHB de plus de 3 log
pendant plusieurs semaines chez les souris [Gao et al., 2017]. Ainsi, ces anticorps ont la capacité de
neutraliser I'infection en bloquant I'entrée du virus dans les cellules, limitant ainsi sa propagation
dans les cellules. Ces anticorps peuvent également stimuler les réponses immunitaires associées aux
anticorps (augmentation de la présentation des antigenes et de la réponse des lymphocytes T) et
favorisent la clairance virale [Gao et al., 2017]. Les études cliniques n’ont pas encore été réalisées sur

'Homme [Gao et al.,, 2017]. Au préalable, il serait nécessaire de mettre au point un cocktail
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d’anticorps monoclonaux pour éviter 'apparition de mutations d’échappement [Gao et al., 2017].
Actuellement, des recherches sont également réalisées sur des vaccins ciblant la polymérase du VHB
pour essayer également d’éliminer totalement le VHB [Zheng et al., 2017].

Le récepteur PD-1 (« programmed cell death protein 1 ») et les ligands associés (PD-L1)
jouent un réle essentiel dans la régulation de la réponse immunitaire face au VHB. En effet, lors
d’une infection chronique, I'exposition persistante des lymphocytes T aux antigenes viraux favorise
|"apparition de lymphocytes T dysfonctionnelles (surtout sur les lymphocytes T CD8* cytotoxiques)
qui sur-expriment PD-1 a leur surface. La fixation des ligands PD-L1 sur PD-1 favorise I'épuisement
des lymphocytes T helper et cytotoxiques et inhibe les réponses immunitaires associées a ces cellules
comme |’élimination des cellules infectées, I'inhibition de la production de cytokines contre le VHB et
la production d’anticorps anti-VHB, ce qui favorise la persistance de l'infection par le VHB. Ainsi,
I'inhibition de linteraction des ligands sur ces récepteurs PD-1 favorise la ré-expansion des
lymphocytes T cytotoxiques et conduit a la normalisation de la production de cytokine au niveau des
cellules mononuclées du sang périphérique isolées de patients mono-infectés par le VHB ou co-
infectés par le VIH et le VHB sous Adéfovir dipivoxil [Zhang et al., 2011 ; Wilson et al., 2016]. Le
Nivolumab est un anticorps monoclonal humain de type IgG4 dirigé contre PD-1 généralement utilisé
pour traiter les cancers (mélanome, cancer du rein). Il pourrait potentiellement étre employé pour
traiter des hépatites B chroniques. Des premiers essais cliniques sont actuellement réalisés chez des
patients présentant un CHC associés a une infection par le VHB [Wilson et al., 2016].

La combinaison de NUCs, d’inhibiteur de PD-1/PD-L1 et d’autres agents immunomodulateurs
pourrait étre utilisée comme une nouvelle stratégie pour traiter les infections par le VHB [Pei et al.,

2017].

VII. Les co-infections

1. La co-infection VHB/VHD

Le virus de I’hépatite Delta (VHD) est responsable du développement d’hépatites chroniques
pouvant évoluer vers la fibrose, la cirrhose et le carcinome hépatocellulaire. Le VHD touche environ
15 a 20 millions d’individus dans le monde, ce qui correspond a environ 5 % des patients infectés par
le VHB [Alfaiate et al., 2015 ; Shirvani-Dastgerdi et Tacke, 2015 ; Sureau et Negro, 2015 ; OMS,
2016a). Des foyers de forte endémicité ont été observés en Afrique et en Amérique du Sud avec une
prévalence du VHD de 85 % chez des patients AgHBs positifs dans le bassin Amazonien. Les zones de
moyenne endémicité sont localisées dans le bassin Méditerranéen et les zones de faible endémicité

sont localisées en Europe du Nord et en Amérique du Nord (Figure 36).
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Figure 36 : Prévalence de I'infection par I’'hépatite Delta parmis les porteurs du virus de I’hépatite B a travers le monde
[Alfaiate et al., 2015].

La transmission du virus se fait généralement par voie parentérale ou sexuelle, mais
rarement par transmission verticale [Rizzetto, 2015 ; OMS, 2016a]. Le controle de la réplication du
VHB pendant ces deux dernieres décennies a permis de diminuer la circulation du VHD dans les pays
industrialisés [Rizzetto, 2015].

Ce virus a été découvert par Rizzetto et al.,, en 1977. L'étude de biopsies de foie d’une
cohorte de patients infectés par le VHB et présentant des hépatites sévéres a permis de mettre en
évidence ce nouvel antigéne ne réagissant pas avec les antisérums ou anticorps dirigés contre les
marqueurs du VHB (AgHBs, AgHBe et AgHBc). Ce nouvel antigéne a ainsi été nommé antigéne Delta
(AgHD). En 1980, I'étude de I’AgHD chez le chimpanzé a permis d’observer une particule contenant
de I’AgHBs et une molécule d’ARN : le virus de I’hépatite Delta [Rizzetto et al., 1980]. Le VHD a par la
suite été décrit comme un virus satellite naturel du VHB.

Le VHD est un petit virus a ARN simple brin négatif de 1 672 a 1 697 pb. La taille de ce virus
est comprise entre 35 et 37 nm [Alfaiate et al., 2015 ; Shirvani-Dastgerdi et Tacke, 2015]. L’origine du
VHD serait soit un viroide de végétal (particule plus petite qu’un virus composé d’un ARN circulaire
sans capside) qui aurait évolué peut-étre par recombinaison avec un ARNm humain, soit un dérivé de
I’ARNpg du VHB qui aurait évolué par I'intermédiaire de I'épissage dans la cellule hote [Taylor, 2014].

Le VHD est une particule virale défectueuse qui utilise I'enveloppe du VHB pour entrer et
sortir des hépatocytes. Une infection productive et la propagation du virus se produisent
uniquement dans les cellules infectées de maniere concomitante par le virus de I'hépatite B : soit le
VHB et le VHD infectent simultanément un méme hote, c’est une co-infection ; soit le VHD infecte un
hote déja infecté chroniquement par le VHB, communément appelée surinfection [Alfaiate et al.,

2015]. La composition de I'enveloppe du VHB est identique a celle du VHB et la proportion des
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protéines correspond aux particules sous-virales (SVP) du VHB [Alfaiate et al., 2015]. Contrairement
au VHB, seules les protéines SHBs sont essentielles a I'assemblage du virus. Cependant, les protéines
LHBs sont essentielles pour le pouvoir infectieux du virus (entrée dans les cellules) [Sureau et al.,
1993 ; Shirvani-Dastgerdi et Tacke, 2015]. Il existe huit génotypes du VHD (1 — 8). Le génotype 1 est le
plus commun et se retrouve en Europe, Amérique du Nord, Afrique du Nord, et Moyen Orient. Le
génotype 2 est localisé plutét au Moyen-Orient tandis que le génotype 3 se retrouve dans le Bassin
Amazonien [Rizzetto, 2015]. Parmi les génotypes, le génotype 1 du VHD est associé a une maladie
hépatique plus sévere que le VHD de génotype 2. Le génotype 3 est le génotype le plus agressif
[Alfaiate et al., 2015].

1.1. Le cycle réplicatif du virus de I’hépatite Delta

Lors de sa réplication, le gg¢nome du VHD code un intermédiaire de réplication : '’ARN anti-
génomique de polarité positive complémentaire du génome viral. Cet anti-génome est retrouvé a
I'intérieur du noyau des cellules infectées. [Alfaiate et al., 2015]. Une des ORF présente sur I'anti-
génome code deux protéines structurales a I'aide de I’ADN polymérase cellulaire : I’AgHD-S
(« small ») de 24 kDa et I'’AgHD-L (« large ») de 27 kDa [Abbas et al., 2015 ; Alfaiate et al., 2015 ;
Shirvani-Dastgerdi et Tacke, 2015]. La différence entre ces deux protéines est une extension de 19 aa
en Cter au niveau de I'’AgHD-L [Alfaiate et al., 2015 ; Sureau et Negro, 2015]. Ces deux isoformes
forment I’Ag de I’'hépatite Delta (AgHD). Cet antigene subit des modifications post-traductionnelles
(phosphorylation sérine/thréonine, acétylation lysine, sumoylation lysine, méthylation arginine) qui
sont importantes pour la progression du cycle viral [Alfaiate et al., 2015]. Les deux protéines ont des
roles différents dans le cycle du virus et la pathogenése du virus. La protéine AgHD-S est nécessaire
pour l'initiation de la réplication de VHD, I'élongation et I'accumulation d’ARN du VHD durant le cycle
[Alfaiate et al., 2015]. La protéine AgHD-L, quant a elle, est essentielle pour I'assemblage du virus. En
effet, cette protéine posséde un signal de farnesylation en Cter (CXXX) qui lui permet d’interagir avec
la protéine SHBs du VHB (Figure 37) [Shirvani-Dastgerdi et Tacke, 2015]. La nature hydrophobe des
acides aminés dans cette région favorise les interactions entre les deux virus [Shirvani-Dastgerdi et
Tacke, 2015]. L’AgHD s’associe a I’ARN du VHD et forme la ribonucléoprotéine [Alfaiate et al., 2015].
Cette ribonucléoprotéine est importante pour l'assemblage du virion (enveloppement), mais

également pour le transport de ’ARN du VHD du noyau au cytoplasme [Alfaiate et al., 2015].
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Figure 37 : Schématisation des ribonucléoprotéines de I’hépatite Delta interagissant avec I'enveloppe du virus de I’hépatite B
[Shirvani-Dastgerdi et Tacke, 2015].

Pour se propager, le VHD utilise le méme mécanisme d’entrée dans les cellules que le VHB.
Les étapes suivantes du cycle du VHD sont différentes de celui du VHB. L’internalisation du virus se
fait par une étape d’endocytose clathrine dépendante [Alfaiate et al., 2015]. Le transport des
ribonucléoprotéines du cytoplasme vers le noyau met en jeu I’AgHD et les importines [Alfaiate et al.,
2015]. Le mécanisme de réplication du VHD fait intervenir un modele de réplication en double cercle
roulant et I’ARN polymérase Il de la cellule héte qui génére deux ARN circulaire (FARN génomique et
I’ARN anti-génomique) ainsi que des transcrits linéaires multimériques intermédiaires [Alfaiate et al.,
2015 ; Sureau et Negro, 2015]. L’AgHD-S est important pour le recrutement de I’ARN polymérase Il.

Lors de la réplication, I'anti-génome reste dans le noyau tandis que le génome du VHD peut
se retrouver a lintérieur du noyau pour le cycle de réplication ou dans le cytoplasme pour
I’'assemblage de nouvelles particules [Alfaiate et al., 2015]. L'ARN génomique est utilisé pour former
le génome viral des nouvelles ribonucléoprotéines. L’ARN anti-génomique est transcrit en ARNm et
est traduit en AgHD [Alfaiate et al., 2015 ; Sureau et Negro, 2015]. La ribonucléoprotéine du VHD,
ainsi formée, est ensuite enveloppée au niveau du réticulum endoplasmique ou les AgHBs du VHB
sont synthétisées [Sureau et Negro, 2015]. Un domaine riche en proline proche du site de
farnésylation serait impliqué dans la liaison de la ribonucléoprotéine du VHD et les protéines
d’enveloppe du VHB [Sureau et Negro, 2015]. La sécrétion du VHD est ensuite réalisée a travers

I"appareil de Golgi [Alfaiate et al., 2015 ; Sureau et Negro, 2015].
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1.2. Le diagnostic

Afin de diagnostiquer une hépatite Delta, la recherche des anticorps anti-VHD (IgM et 1gG),
dans le sérum des patients est effectuée [Alfaiate et al., 2015]. Ces anticorps anti-VHD, et plus
particulierement les anticorps IgM, sont des marqueurs de I'infection active par le VHD. La recherche
de ce marqueur doit étre réitérée a différents intervalles de temps car lors d’une infection récente
les anticorps ne sont pas détectables. Une sérologie anti-VHD peut étre confirmée par la détection

de I’'ARN du VHD sérique a 'aide d’'une PCR [Alfaiate et al., 2015 ; OMS, 2016a].

1.3. Influence de I'infection par le virus de I’hépatite Delta sur I’histoire naturelle
du virus de I’hépatite B

La co-infection par le VHD est généralement responsable d’hépatite aiglie et la résolution de
I'infection apparait généralement dans 90 a 95 % des cas comme pour le VHB. Cependant, la majorité
des surinfections par le VHD conduisent a une hépatite chronique [Alfaiate et al., 2015]. La co-
infection ou la surinfection par le VHD chez des patients infectés de fagon chronique par le VHB
aggrave I'histoire naturelle de I'infection par le VHB (progression vers la fibrose, cirrhose). Le VHD
favorise également le développement d’hépatites fulminantes, de cirrhose et d’insuffisances
hépatiques chez les co-infectés par le VHD comparé aux patients mono-infectés par le VHB
(exemple : 14,7 % vs. 52,9 % de cirrhose chez les patients mono-infectés vs. co-infectés) [Goto et al.,
2003 ; Alfaiate et al., 2015 ; Rizzetto, 2015 ; Shirvani-Dastgerdi et Tacke, 2015]. Le risque de
progression de la maladie peut étre multiplié par trois [Alfaiate et al., 2015].

Tout comme pour le VHB, le systéme immunitaire joue un réle important dans I'atteinte
hépatique. Récemment, le role des cellules NK (« Natural Killer ») dans I'infection par le VHD a été
mis en évidence. En effet, le nombre de NK est augmenté lors d’infections chroniques par le VHD,
comparé a des personnes saines. De plus, le nombre de lymphocytes T helper perforine positive
(protéines responsables de la formation de pores dans la membrane) est augmenté en cas de co-
infection par le VHD comparé aux patients mono-infectés par le VHB favorisant ainsi le
développement d’une hépatite plus sévere [Alfaiate et al., 2015].

Le VHD est également responsable d’une diminution de la réplication du VHB. Une
diminution de la quantité des intermédiaires de réplication du VHB a été observée, mais la synthése
des protéines d’enveloppe est augmentée [Alfaiate et al., 2015 ; Shirvani-Dastgerdi et Tacke, 2015].
En effet, I’AgHD favorise I'activation des promoteurs des protéines S et préS [Wei et Ganem, 1998] et
réprime la réplication du VHB en interagissant avec I'enhancer | et Il du VHB [Williams et al., 2009].

De plus, 'AgHD induirait également I'expression du gene MxA (« Interferon-induced guanosine
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triphosphate-binding protein ») qui est connu pour étre un répresseur de la réplication du VHB
[Alfaiate et al., 2015].

L'infection par le virus de I’hépatite D favorise le développement de CHC comparé aux
patients mono-infectés par le VHB [Goto et al., 2003 ; Alfaiate et al., 2015]. Par exemple, la voie
SRF/SRE (« Serum Response Factor/Serum Response Element »), impliquée dans la transcription du
géne c-fos (oncogéne) est activée de facon synergique par la protéine X du VHB et '’AgHD du VHD
[Goto et al., 2003]. Ces protéines favoriseraient également l'induction de stress au niveau du
réticulum endoplasmique et, ou la production d’espece réactive a I'oxygene (ROS) responsable de
I'activation de NFkB et STAT 3 (« Signal transducer and activator of transcription »). Cette voie
favorise la transformation des cellules et induit la tumorigenese [Abbas et al., 2015 ; Alfaiate et al.,
2015]. Les protéines AgHD-S pourraient également étre responsables d’une régulation positive de

I’expression des clusterines (hyperacétylation) impliquées dans la survie cellulaire [Liao et al., 2009].

1.4. Les traitements

Le vaccin contre le VHB est trés efficace pour prévenir I'infection par le VHD [Alfaiate et al.,
2015]. Il n’existe pas de vaccin agissant directement contre le VHD, car les anticorps contre I’AgHD
n’ont pas une capacité de neutralisation forte [Alfaiate et al., 2015].

Actuellement, il n’existe pas de traitement ciblant directement le VHD car ce virus est
dépendant du VHB et de la machinerie cellulaire pour sa réplication. En cas d’hépatite Delta
chronique, le seul traitement actif actuellement est : I'IFNa +/- pégylé [EASL, 2017]. Ce traitement
permet de diminuer la réplication du VHD [Urban et al., 2014 ; Alfaiate et al., 2015]. Cependant, une
réponse soutenue n’est obtenue que dans 14 a 50 % des cas. De plus, une rechute a I'arrét du
traitement est souvent observée [OMS, 2016a]. Le traitement est mal toléré et la optimale durée de
traitement n’est pas encore bien définie [Alfaiate et al., 2015; OMS, 2016a]. Selon les
recommandations de I'EASL 2017, I'augmentation de la durée de traitement par I'IFNa-pégylé
pourrait améliorer I'efficacité du traitement. Ainsi, si I'IFNa-pégylé est toléré par le patient le
traitement doit étre continué [EASL, 2017]. Lorsque la réplication de I’ADN du VHB persiste
(supérieure a 2 000 Ul/mL), les traitements NUCs peuvent également étre utilisés pour bloquer la
réplication résiduelle du VHD [EASL, 2017]. Cependant, ils ne doivent étre prescrits qu’en dernier
recours.

La Lamivudine, I’Adéfovir dipivoxil, et 'Entécavir n’ont pas montré d’effets significatifs contre
le VHD. Le traitement a long terme par le Ténofovir disoproxil fumarate pourrait supprimer la
réplication du VHB et diminuer également la réplication du VHD [Alfaiate et al., 2015]. Chez les

patients présentant une décompensation hépatique, le traitement par interféron ne doit pas étre
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utilisé et une transplantation doit étre envisagée [EASL, 2017]. Chez ses patients, 'utilisation de NUCs
peut étre envisagée [EASL, 2017].

Il est nécessaire de trouver de nouveaux traitements plus efficaces contre le VHD.
Actuellement, les recherches se focalisent sur des traitements contre le VHB qui pourraient
également influencer le cycle viral du VHD, comme l'inhibition de I’entrée des deux virus pour limiter
la propagation de linfection et les dommages hépatiques, mais également l'inhibition de la
production des protéines d’enveloppe pour réduire la production en excés des SVP et, ou favoriser la
clairance immunitaire [Alfaiate et al., 2015 ; Petersen et al., 2016]. Par exemple, des études ont été
réalisées sur I'effet du Myrcludex B, inhibiteur d’entrée du VHB, contre le VHD. Le Myrcludex B
prévient également I'entrée du VHD dans les cellules et diminue la dissémination du virus. Ce
traitement pourrait étre combiné avec d’autres traitements pour traiter ces infections [Urban et al.,
2014]. La cyclosporine A a également montré son effet inhibiteur sur I'entrée des deux virus dans les
cellules [Urban et al.,, 2014 ; Alfaiate et al., 2015]. Des études ont également été réalisées sur les
inhibiteurs directs d’assemblage du VHD. En effet, 'assemblage du VHD nécessite une farnésylation
(ou prénylation = ajout de lipides prénylés) au niveau des quatre derniers acides aminés de I’AgHD-L
(CXXQ). L'utilisation d’inhibiteurs de farnésyltation pourrait ainsi limiter les interactions avec I’AgHBs
du VHB et limiter la formation et la sécrétion des particules VHD. La molécule Lonafarmib a ainsi été
testée. Des résultats significatifs ont été observés in vitro et sur un modéle murin. En phase clinique
2a, une diminution de la virémie VHD a pu étre observée, mais la quantité d’AgHBs n’était pas
modifiée. De plus, un rebond de la virémie VHD (ARN VHD) a également été observé dés I'arrét du
traitement [Koh et al., 2015]. La combinaison de plusieurs de ces molécules pourrait étre envisagée

pour traiter le VHD.

2. La co-infection VHB/VIH

2.1. Le virus de I'immunodéficience humaine

L'étude OMS réalisée en 2015 a estimé qu’environ 36,7 millions d’individus dans le monde
vivent actuellement avec le virus de I'immunodéficience humaine (VIH) [OMS, 2016b]. L’Afrique
subsaharienne est la région la plus touchée par le virus avec environ 25,6 millions d’individus infectés
[OMS, 2016b]. En France, environ 152 000 personnes vivent avec le VIH. Le VIH est un virus tres
fragile. Sa transmission se fait généralement par voie sexuelle (sperme et sécrétions vaginales), par le
sang, mais également par voie périnatale (allaitement) [OMS, 2016b].

Le VIH a I'origine du syndrome de I'immunodéficience acquise a été découvert en 1983 par
une équipe francgaise [Barré-Sinoussi et al., 1983]. Ce virus appartient a la famille des Retroviridae et

au genre des Lentivirus. Ce genre regroupe des virus associés a une maladie chronique caractérisée
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par une longue période d’incubation [Fanales-Belasio et al., 2010]. Le VIH infecte les cellules du
systeme immunitaire qui présentent a leur surface la molécule CD4* (lymphocytes T helper, cellules
dendritiques, macrophages) [Zulfigar et al., 2017]. Cela aboutit a un affaiblissement du systeme
immunitaire qui rend I'organisme vulnérable a certaines infections opportunistes, mais également a
certains types de cancer. C'est ce que 'on nomme le syndrome de I'immunodéficience acquise, plus
communément appelé : le SIDA.

Il existe deux types de VIH : le VIH-1 qui est le plus répandu et le plus virulent et le VIH-2 qui
est généralement restreint seulement a certaines régions du monde (Afrique centrale et Afrique de
I’Ouest) [Zulfigar et al., 2017]. Le VIH-1 est divisé en quatre groupes M, N, O et P. Le groupe M est
également divisé en 9 sous-groupes (A a D, F a H et J a K). Parmi ces sous-groupes, des sous-types
recombinants sont apparus et sont appelés les CRF (« Circulating recombinant form »). Par exemple,
la recombinaison entre les virus de sous-groupes A et G ont donné lieu ou CRF02-AG [Zulfigar et al.,

2017]. Le cycle de réplication du VIH est représenté sur la Figure 38.
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Figure 38 : Le cycle de réplication du virus de I'immunodéficience humaine (HIV) [Saayman et al., 2015].
2.2. La co-infection VHB/VIH

Le virus de I'hépatite B et le VIH partagent des voies de transmission similaires favorisant des
co-infections fréquentes. La prévalence des infections chroniques par le VHB chez des patients
infectés par le VIH est d’environ 10 % [Mondal et al., 2016 ; Rajbhandari et al., 2016]. D’aprés les

dernieres études réalisées par 'OMS, cette prévalence serait diminuée a 7,4 % en 2017 [OMS, 2017].

116



En Europe, 9 % des patients infectés par le VIH présentent des AgHBs positif [Wu et al., 2017]. Chez
les personnes ayant été en contact avec le VHB, seulement 1 % sont également infectées par le VIH
[OMS, 2017]. Les interactions entre les deux virus vont influencer I’histoire naturelle de I'infection de

chacun de ces virus.

2.2.1. Influence de la co-infection par le VHB sur 'infection par le VIH

Au cours de linfection, le VHB (haut taux de LPS dans le sérum, CD14, activation
immunitaire) et le VIH (translocation microbienne, activation immunitaire) semblent agir en synergie
pour activer le systéme immunitaire en continu et favoriser la réplication du VIH. Ce qui pourrait
expliquer une diminution plus séveére des lymphocytes T CD4* chez les patients co-infectés VHB/VIH
[Lietal., 2012].

L'influence du VHB sur la progression de I'infection par le VIH est controversée.

Des études ont montré que la co-infection par le VHB était un facteur de risque d’aggravation
de lI'immunodéficience (diminution des lymphocytes T CD4*) et que le risque de progression vers le
stade SIDA était multiplié par 3,6 a 6,8 comparé aux patients mono-infectés par le VIH [Sun et al.,
2014]. De plus, une autre étude a également observé que le risque de développer un SIDA ou de
déceés était presque le double pour les patients qui présentaient une co-infection avec le VHB (ratio
de risque ajusté : 1,80 ; 1C95% : 1,20 — 2,69) [Chun et al., 2014].

En parallele, le VHB pourrait limiter la propagation du VIH. Les cellules dendritiques jouent un
role crucial dans l'infection par le VIH. Le VIH utilise les cellules dendritiques matures et immatures
pour se propager, avec une préférence pour les cellules dendritiques matures qui favorisent la
transmission du virus. Cependant, le VHB inhibe les cellules dendritiques pour favoriser son
immunotolérance et limite I'expression des TLR-2 a la surface des cellules mononucléaires du sang
périphérique pour contrer I'immunité innée [Li et al., 2012]. L'influence du VHB sur lI'infection par le

VIH est résumée sur la Figure 39.
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Figure 39 : Influence de I'infection par le virus de I’hépatite B sur I'infection par le virus de I'immunodéficience humaine (DC :
Cellules dendritiques, iDC : immature, mDC : mature, LTR : « Long Terminal Repeat », TLR : « Toll like Receptor ») [Li et
al., 2012].

2.2.2. Influence de la co-infection par le VIH sur I'infection par le VHB

L'infection par le VIH chez les patients infectés par le VHB est corrélée avec une mauvaise
évolution de l'infection par le VHB. La mortalité liée aux maladies hépatiques est plus élevée en cas
de co-infection VHB/VIH comparé aux infections VIH ou VHB seule [Joshi et al., 2011]. Lors d’une co-
infection VHB/VIH, le taux de fibrose est accéléré chez les patients co-infectés comparé aux patients
mono-infectés par le VHB et favorise ainsi la progression de la maladie [Joshi et al., 2011].

Par ailleurs, lors d’une co-infection VHB/VIH, la clairance de I'infection par le VHB est réduite
en raison du réle crucial des lymphocytes T CD4* dans la réponse immunitaire adaptative contre le
VHB [Chisari et al., 2010]. Une diminution du nombre des lymphocytes T CD4* (helper) va favoriser le
passage a la chronicité du VHB [Li et al., 2012]. Ainsi, dans I'étude de Joshi et al. (2011), le risque de
passage a la chronicité est environ multiplié par cing chez les patients co-infectés VHB/VIH, comparés
aux patients mono-infectés par le VHB (5 % vs. 23 %) [Joshi et al., 2011]. La co-infection par le VIH et
le VHB est également responsable d’une diminution de la séroclairance de I’AgHBs et de I’AgHBe

[Taffon et al., 2014]. L'influence du VIH sur I'infection par le VHB est résumée sur la Figure 40.
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Figure 40 : Influence de I'infection par le virus de 'immunodeficience humaine sur I’histoire naturelle de I'infection par le
virus de I’hépatite B (HSC : cellules souches hématopoiétiques) [Li et al., 2012].

Chez les co-infectés VHB/VIH, le développement d’hépatites occultes est plus élevé
[Ramezani et al., 2011], potentiellement influencé par les modifications de pressions de sélection
provoquées par le VIH. L'association entre le taux faible de lymphocytes T CD4* et I'hépatite B occulte
a été observée [Li et al., 2012].

Par ailleurs, la diversité du VHB semble moins hétérogéne en présence du VIH. En effet, les
patients positifs pour le VIH présentent une immunité potentiellement affaiblie, diminuant ainsi, les
pressions immunitaires exercées sur le VHB et par conséquent I'apparition de nouvelles mutations
spontanées [Mondal et al., 2016].

Une étude a été réalisée sur I'influence de la co-infection ou surinfection par le VHD chez les
patients co-infectés VHB/VIH. La co-infection par le VHD chez ces patients est associé a une
augmentation de la mortalité chez ces patients et une accélération de la progression de la maladie
[Béguelin et al., 2017]. Dans cette étude Suisse, I'infection par le VHD est associé a un risque 2,5 fois
plus élevé de mortalité, huit fois plus de risques de mourir a cause des complications hépatiques, et
neuf fois plus de risques de développer un carcinome hépatocellulaire comparé aux patients co-

infectés VHB/VIH [Béguelin et al., 2017].

2.3. Les traitements
2.3.1. Les traitements contre le VIH
Depuis le milieu des années 1990, le développement d’inhibiteurs variés contre les enzymes

du VIH a permis d’améliorer la prise en charge de l'infection par le VIH. La combinaison de plusieurs
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molécules a donné naissance aux thérapies antirétrovirales combinées (cART). La combinaison de
thérapies antirétrovirales consiste a mélanger au moins deux médicaments actifs appartenant a deux
classes différentes parmi les classes d’antirétroviraux existantes [Zulfigar et al.,, 2017]. Dans les
régions développées, les cARTs ont permis de diminuer de facon considérable le passage au stade
SIDA et la mortalité due au SIDA [OMS, 2016b].

Voici les différentes classes d’antirétroviraux existantes [Zulfiqar et al., 2017]:

- les inhibiteurs d’entrée qui inhibent I'entrée du virus dans les cellules hotes soit en
interagissant avec le co-récepteur CCR5 (« C-C chemokine receptor type 5 ») soit en se
fixant a la protéine gp41 inhibant ainsi la fusion membranaire nécessaire a I'entrée du
virus dans les cellules,

- les inhibiteurs nucléotidiques de la rétrotranscriptase (INTI) qui entrent en compétition
avec les acides nucléiques incorporés lors de [lactivité d’élongation de Ia
rétrotranscriptase et vont stopper I'élongation de la chaine d’ADN,

- les inhibiteurs non nucléotidiques de la rétrotranscriptase (INNTI), qui sont des
inhibiteurs non compétitifs, vont se fixer dans une région hydrophobe a proximité du site
actif de la RT et inhiber son activité,

- les inhibiteurs d’intégrase qui empéchent I'intégration du génome viral dans le génome
de I'hote,

- les inhibiteurs de protéases qui inhibent la maturation infectieuse du VIH.

Ces antirétroviraux permettent d’améliorer la qualité de vie des patients en limitant la
propagation du VIH et I'évolution de la maladie. Cependant, ils ne permettent pas d’éliminer le VIH

intégré dans les cellules [Zulfiqar et al., 2017].

2.3.2. Les traitements contre la co-infection VHB/VIH

Depuis 2015, 'OMS recommande de traiter le VHB chez toutes les personnes co-infectées
par le VIH. Les nouvelles recommandations de I'EASL 2017 recommandent d’initier les traitements
cART chez tous les patients infectés par le VIH et le VHB quel que soit le taux de CD4* [EASL, 2017].

Certains traitements antirétroviraux contre le VIH sont actifs contre le VHB. Les cARTs
peuvent ralentir la progression de la maladie hépatique en préservant ou en restaurant les fonctions
immunitaires [Sun et al., 2014]. La réponse aux traitements cART contre le VIH ne semble pas étre
impactée par le VHB. Sous traitement anti-VIH, les patients co-infectés VHB/VIH, sans stade SIDA,
présentent une progression de la maladie hépatique plus faible que les patients mono-infectés par le
VHB en raison des traitements antiviraux prescrits, mais également du meilleur suivi des patients

[Mallet et al., 2017]. Une autre étude a démontré que la diminution de I'ADN du VHB jusqu’a des
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concentrations indétectables et la séroconversion de I’AgHBs sont plus souvent observées chez les
patients co-infectés comparés aux patients mono-infectés par le VHB (80 % vs. 55,1 % et 15,2 % vs.
9,7 %, respectivement) [Piroth et al.,, 2015]. Cependant, le traitement ne doit pas étre arrété car
I'arrét du traitement cART favorise le rebond de 'ADN du VHB et accélere la détérioration de
I'immunité [Dore et al., 2010].

Pour traiter les co-infections VHB/VIH, les cARTs comprenant du Ténofovir disoproxil
fumarate sont privilégiés [OMS, 2017]. Le Ténofovir disoproxil fumarate est un agent efficace contre
le VHB et le VIH [EASL, 2017]. Cette molécule présente une forte barriere génétique [Sun et al.,
2014). Cependant, le Ténofovir disoproxil fumarate en monothérapie n’est pas recommandé chez les
co-infectés car il peut étre responsable de I'apparition de mutations dans le gene de la RT du VIH
[EASL, 2017]. Les cARTs comprenant du Ténofovir disoproxil fumarate favorisent la séroconversion
de I'AgHBe chez les patients co-infectés VHB/VIH (50 %), d’autant plus quand il est associé a
I’Emtricitabine (57 %) [Joshi et al., 2011 ; Sun et al., 2014]. La suppression de la réplication du VHB est
observée dans 91 % des cas apres cing ans de traitements. Le rebond de la virémie VHB est rare sous
Ténofovir disoproxil fumarate [Sun et al., 2014]. Cependant, un suivi rapproché des patients est
nécessaire car ce traitement provoque des effets indésirables au niveau du rein et des os [Joshi et al.,
2011; Sun et al., 2014 ; EASL, 2017]. Pour cela, les nouveaux traitements faisant intervenir les
molécules de Ténofovir disoproxil fumarate modifiées (Ténofovir Alafenamide : TAF) sont utilisés
[EASL, 2017]. Le traitement par Ténofovir disoproxil fumarate (ou autres NUCs) et cART est rarement
arrété car l'arrét du traitement favorise la réactivation du VHB (hépatite fulminante et
décompensation hépatique) [EASL, 2017].

L’Entécavir n’est pas conseillé en monothérapie chez les co-infectés VIH et VHB car il favorise
|"apparition de mutations dans la RT du VIH et présente également des résistances croisées avec
d’autres analogues nucléos(t)idiques comme la Lamivudine et I'Emtrivitabine chez le VHB [Joshi et
al., 2011]. Cependant, il peut étre utilisé au sein des cARTs chez les patients intolérants au Ténofovir
disoproxil fumarate [EASL, 2017].

La Lamivudine et I'Emtricitabine ont déja été utilisées pour traiter la co-infection VHB/VIH.
Des résultats intéressants ont été observés en termes de séroconversion de I'’AgHBe et de la
suppression de la charge virale [Sun et al., 2014]. Cependant, la Lamivudine présente une faible
barriere génétique et un taux élevé de mutations de résistance associées au traitement a été observé
(40 % de résistances apres deux ans et 90 % aprés 4 ans) [Joshi et al., 2011 ; Sun et al., 2014].
L'Emtricitabine présente des effets similaires a la Lamivudine pour le traitement des co-infections
VHB/VIH, mais I'apparition de mutations de résistance associées au traitement est plus faible (18 %

apres deux ans de traitements) [Sun et al., 2014].
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L’Adéfovir dipivoxil est utilisé chez les patients co-infectés VHB/VIH qui présentent des
mutations de résistance associées aux traitements par Lamivudine. Ce traitement agit sur le VHB
(quantité indétectable d’ADN chez 25 % des patients et séroconversion de I’AgHBe chez 9 % des
patients apres 144 semaines de traitement) [Sun et al., 2014]. Méme si la barriere génétique est plus
forte pour ce virus, 'augmentation des doses de médicaments favorise I'apparition de mutations de
résistance associées au traitement (29 % des patients apres cing ans de traitements) [Joshi et al.,
2011 ; Sun et al., 2014]. De plus, ce médicament est toxique pour les reins [Sun et al., 2014].

L'IFNa-pégylé ne présente qu’un effet modeste sur la réplication du VIH. De plus, les patients
présentant une quantité de CD4* faible, 'utilisation de l'interféron est a bannir a cause de la
lymphocytopénie provoquée par ce traitement [Sun et al., 2014].

A ce jour, les traitements ne permettent pas de guérir totalement ni du VIH ni de I'hépatite B.

La recherche de nouveaux traitements est importante pour éliminer ces deux virus.

122



OBJECTIFS



Comme nous venons de I'exposer, I'infection chronique par le virus de I’'hépatite B (VHB)
reste difficile a éradiquer avec environ 257 millions de personnes dans le monde qui sont
actuellement encore infectées de facon chronique par ce virus. Ainsi, le virus de I'hépatite B reste un
enjeu de santé publique majeur dans le monde dont plusieurs aspects biologiques, physiologiques et
pathologiques restent a explorer.

En raison de modes de transmission similaires, I'infection par le VHB peut étre accompagnée
d’autres infections virales causées par exemple par le virus de I'immunodéficience humaine (VIH).
Chez les patients infectés par le VIH, environ 10 % sont infectés par le VHB [Rajbhandari et al., 2016].
Ces co-infections sont généralement associées a un mauvais pronostic clinique avec une immunité
potentiellement affaiblie [Li et al., 2012 ; Mondal et al., 2016].

Ainsi, pour prévenir la progression de l'infection par le VHB vers la fibrose, la cirrhose,
I'insuffisance hépatocellulaire terminale et le carcinome hépatocellulaire, les traitements disponibles
a ce jour sont les analogues nucléos(t)idiques (NUCs) et l'interféron (IFN). Les NUCs sont plus
largement utilisés que I'lFN car ils sont mieux tolérés. Cependant, ces traitements anti-VHB sont
imparfaitement efficaces, dotés d’effets secondaires non négligeables et favorisent 'apparition de
souches virales résistantes qui échappent aux traitements, mais également au systeme immunitaire
de I'hote. Par ailleurs, la guérison de I'infection par le VHB est difficile a obtenir car un pool d’ADN
viral super-enroulé (ADNccc) persiste dans les cellules du foie. Toutefois, la perte de I’AgHBs dans le
sérum, ou clairance, a été démontrée comme étant un marqueur de guérison fonctionnelle chez les
patients infectés, avec ou sans traitement antiviral. Elle a été corrélée a un moindre risque de
carcinome hépatocellulaire (CHC), bien que la question soit encore en cours d’étude.
Malheureusement, méme sous traitement, la perte de I’AgHBs n’est que trés rarement observée.
Sous IFN, un taux annuel de 3 a 11 % de clairance de I'AgHBs a été observé aprés un traitement de 48
semaines a cing ans [Li et al., 2017c]. Sous NUCs, la perte de I’AgHBs n’apparait que dans 3 a 8 % des
cas apres deux ans de traitement par Ténofovir disoproxil fumarate ou Entécavir [Heathcote et al.,
2008 ; Marcellin et al., 2008] et peut atteindre entre 8 et 14 % sous Ténofovir disoproxil fumarate
aprés cing ans de traitement [Buti et al., 2015]. Chez les patients co-infectés VHB/VIH, la perte de
I’AgHBs est observée chez environ 10 % des personnes traitées par NUCs pendant quatre ans [Boyd
etal., 2015].

Cet AgHBs, utilisé comme marqueur de guérison fonctionnelle, est formé des trois
glycoprotéines d’enveloppe du VHB (LHBs, MHBs, SHBs). Ces glycoprotéines d’enveloppe jouent un
role important dans l'infection du VHB. Elles sont essentielles a I'entrée du virus dans les cellules
sensibles et sont ciblées par la réponse immunitaire de I’hote durant I'infection [Desmond et al.,

2008 ; Lempp et Urban, 2014]. D’autre part, les protéines d’enveloppe sont connues pour leur
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grande variabilité que ce soit de facon spontanée ou sous I'effet des pressions immunitaires de I’hote
ou thérapeutiques [Glinther et al., 2006].

Ainsi, ’hypothése de notre travail reposait sur la question suivante :

Est-ce que la variabilité des protéines d’enveloppe du VHB pourrait expliquer, au moins
partiellement, I’évolution de I'infection par le VHB chez des patients avec ou sans traitement par
analogues nucléos(t)idiques.

Le premier objectif a été de mettre en évidence des « signatures moléculaires », ou acides
aminés spécifiques, sur les glycoprotéines d’enveloppe du VHB qui seraient liées a la persistance de
I’AgHBs et par conséquent a la persistance de l'infection chez des patients suivis au Centre
Hospitalier de recherche Universitaire de Nancy.

Le VHB est variable sur le plan génétique et comporte plusieurs génotypes. Parmi les
différents génotypes du VHB (A — J), les génotypes A et D sont prédominants en Europe. Une
premiere étude a été réalisée sur une cohorte de patients présentant une clairance ou une
persistance de I'’AgHBs malgré le controle de la charge virale (ADN du VHB indétectable) sous
traitements par analogues nucléos(t)idiques. Une seconde étude a ensuite été étendue a des
patients infectés par le VHB de génotype A présentant divers profils cliniques (infection aiglie par le
VHB, monoinfection chronique par le VHB, co-infection chronique par le VHB et le VIH) avec une
clairance ou non de I"’AgHBs avec (infections chroniques) ou sans traitement (infections aigles). Les
infections par le VHB de génotype C sont plus rarement observées en Europe, mais sont
généralement associées a une évolution vers la chronicité plus élevée et au développement d’une
maladie hépatique plus sévere. Nous avons eu I'occasion dans le cadre de la recherche clinique du
laboratoire hospitalier de virologie, d’étudier deux patients infectés chroniquement par des souches
virales de génotypes C et présentant des profils atypiques (infection chronique par un recombinant
C/G, présence d’AgHBs et anticorps anti-HBs concomitants dans le sérum d’un patient infecté
chroniquement par le VHB). Ainsi, la variabilité des protéines d’enveloppe du VHB (génes S et préS) a
été évaluée par séquencage direct pour observer les variants majoritaires, puis par séquencage haut-
débit pour observer les variants minoritaires.

Apres avoir identifié des signatures moléculaires, le second objectif a été de caractériser les
conséquences potentielles de ces signatures sur le pouvoir infectieux du virus au regard de la
littérature :

- prédiction antigénique par bio-informatique pour évaluer l'influence des signatures

moléculaires sur la reconnaissance par le systéme immunitaire de I’h6te

- localisation des signatures dans des zones fonctionnelles virales et/ou dans des épitopes

pouvant influencer le cycle infectieux du virus
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évaluer in vivo et in vitro, I'influence de la mutation sT125M, observée seulement chez
les patients infectés par des souches de génotype D et présentant une persistance de
I’AgHBs sous NUCs (68 %), sur la reconnaissance du virus par les anticorps vaccinaux

(modele murin, cellules HepaRG) et I'entrée du virus dans les cellules (cellules HepaRG).
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MATERIELS ET
METHODES



|. Sélection des patients

Afin de réaliser cette étude, trois groupes de patients ont été constitués. Une premiere partie
de I'étude a porté sur des patients porteurs d’une infection chronique par le VHB de génotype D.
L'étude a ensuite été élargie a des patients porteurs d’une hépatite B de génotype A avec différents
profils cliniques et le troisieme volet a porté sur deux patients infectés par le VHB de génotype C. Les
patients ont été sélectionnés exclusivement au Centre Hospitalier de Recherche Universitaire (CHRU)
de Nancy au sein du service d’'Hépato-Gastroentérologie et du service des Maladies Infectieuses et
Tropicales. Les données biologiques, cliniques et thérapeutiques ont été récupérées pour chaque
patient afin de les classer dans les différents groupes étudiés. Le consentement éclairé des patients a
été obtenu et approuvé par le Comité de Protection des Personnes (CPP) de Lorraine, en accord avec

les Lignes Directrices Internationales (Helsinki) (DC-2013-1801, DC-2016-2790).

1. Cohorte de génotype D

Une premiere cohorte présentant des patients porteurs d’'une hépatite B chronique de
génotype D a été construite. Les patients ont été inclus dans I’étude selon les critéres suivants : ils
devaient étre adultes, porteurs d’une hépatite B chronique (persistance de I’AgHBs pendant plus de
six mois dans le sérum), traités par analogues nucléos(t)idiques (NUCs) et dépourvu de co-infection
par le VHC, VIH et VHD. Les patients inclus ont été séparés en deux groupes selon la réponse au
traitement. La réponse au traitement a été évaluée par quantification de I’ADN sérique ou
plasmatique par PCR en temps réel (qPCR) et la disparition de I’AgHBs. Ainsi, les patients présentant
une perte de I’AgHBs (ou clairance de I’AgHBs) ont été nommeés « répondeurs » tandis que les
patients présentant une persistance de I'AgHBs dans leur sérum ont été classés comme « non-
répondeurs ». Ainsi, la cohorte était composée de six patients « répondeurs » qui ont été appariés a
six patients « non-répondeurs » selon '4ge (+/- cing ans) et le sexe, pouvant influencer I'évolution de
la maladie.

Pour chacun des patients inclus dans I’étude, le dernier sérum disponible avec une charge
virale généralement supérieure a 2 log a été analysé afin d’évaluer la variabilité des protéines

d’enveloppe des souches du VHB.

2. Cohorte de génotype A

L'étude a ensuite été élargie a une cohorte de patients infectés par le VHB de génotype A
présentant divers profils cliniques : des patients infectés chroniquement par le VHB, des patients

porteurs d’une hépatite aigiie et des patients chroniquement infectés par le VHB et co-infectés par le
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VIH. Les patients ont été classés, de la méme maniéere que précédemment, comme « répondeurs » et
« non-répondeurs ». lls ont été regroupés selon leur contexte clinique, mais aussi leur sexe et leur
age. La cohorte était composée de quinze patients séparés en trois sous-groupes :

- cing patients non traités développant une hépatite aiglie évaluée par la présence
d’anticorps anti-HBc de type IgM dans le sérum des patients, comprenant trois
« répondeurs » et deux « non-répondeurs » évoluant vers la chronicité (age moyen : 50
+/- six ans),

- quatre patients traités par NUCs présentant une infection chronique par le VHB évaluée
par la persistance de I’AgHBs pendant plus de six mois dans le sérum des patients, dont
deux « répondeurs » et deux « non-répondeurs » (dge moyen : 68 +/- trois ans),

- Six patients traités par NUCs présentant une infection chronique par le VHB et co-
infectés par le VIH dont deux « répondeurs » et quatre « non-répondeurs » (4ge moyen :
54 +/- dix ans).

De la méme maniére que la précédente cohorte, le dernier sérum disponible avec une charge

virale analysable a été utilisé pour étudier la variabilité des protéines d’enveloppe du VHB. L'absence

de co-infection VHD et VHC a été vérifiée.

3. Deux patients de génotype C

Dans le cadre du suivi clinigue au CHRU de Nancy, deux patients porteurs d’'une hépatite B
chronique, mais présentant des souches virales de génotype différent aux deux cohortes
précédentes, ont également été étudiés. Ces deux patients étaient infectés par des souches de VHB
de génotype C depuis plus de 20 ans et présentaient une persistance de I’AgHBs (« non-
répondeurs »).

Le patient P1 présentait une co-infection VIH et VHB. Il a été diagnostiqué en 1997 pour
I'infection par le VHB et en 2000 pour l'infection par le VIH conduisant a la mise en place de
traitements antirétroviraux incluant des traitements contre le VHB. En 2008, un épisode dépressif
majeur a conduit a la rupture de I'observance du traitement antiviral par le patient et une rechute
alcoolique qui a conduit a la mort du patient des suites d’une décompensation hépatique cirrhotique.

Le patient P2 était porteur d’'une hépatite B chronique (mono-infection) découverte en 1988.
Aprés un premier essai de traitement par IFN, qui s’est révélé sans succes, le patient n’a, par la suite,
jamais recu d’autres traitements contre le VHB. Ce patient présentait un profil atypique avec la
coexistence des anticorps anti-HBs et des AgHBs dans le sérum accompagné d’une charge virale
persistante (4,74 logUl/mL). En décembre 2014, ce patient présentait une cirrhose hépatique sévére

(score F4) avec une activité inflammatoire et une destruction des hépatocytes sévere (stade A3).
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Il. Détermination des séquences de référence pour les génotypes A, C
etD

Afin d’identifier les mutations sur les séquences générées par séquencgage pour les différents
échantillons, des séquences de référence pour chaque génotype ont été élaborées. Elles ont été
nommeées consensus. Elles ont été construites a I'aide de la base de données HBVdb r35 proposée
par IBCP («Institute of Biology and Chemestry of proteins»; Hayer et al, 2013;
https://hbvdb.ibcp.fr/HBVdb/, Lyon). Cette base de données regroupe des séquences de génome du

VHB (Archives Européenne de |’ « European Nucleotide Archive ») issues de différents patients
infectés par le VHB et présentant divers profils cliniques. Les séquences sont séparées selon le
génotype (A-H) et les génes du VHB (HBe, HBc, HBx, LHBs, MHBs, SHBs, Pol). Des séquences en acides
aminés, mais également en acides nucléiques, sont disponibles. Pour les protéines d’enveloppe,
entre 1 000 et 7 500 séquences issues de patients infectés par le VHB de génotype A, C ou D sont
disponibles en acides aminés ou en acides nucléiques. Ainsi, les différentes séquences disponibles
pour chacun des génotypes ont été comparées entre elles a I'aide du logiciel Vespa disponible sur le
site de la base de données « Los Allamos National Laboratory »

(https://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/VESPA/vespa.html).

Pour chaque position, I'acide aminé ou I'acide nucléique présent au plus haut pourcentage a
été considéré comme I'acide aminé ou I'acide nucléique de référence pour cette position. Lorsque
deux acides nucléiques ou deux acides aminés présentaient un fort pourcentage a une méme
position (supérieur a 40 %), la double possibilité a été prise en compte. Une séquence consensus a
ainsi été construite pour les trois génotypes (A, C et D). De plus, pour le sous-génotype A2, la
séquence de référence a été comparée a une séquence consensus déterminée par I'équipe de Cai et

al., (2016).

l1l. Evaluation de la variabilité du virus de I’'hépatite B

Dans le but d’évaluer les mutations présentes sur les protéines d’enveloppe des souches
virales du VHB des patients inclus dans I'étude, nous avons procédé au séquencage des geénes S et
préS du VHB. Dans un premier temps, le séquencage des génes S et préS a été réalisé par séquencage
direct. Dans un second temps, le séquencage haut-débit a été utilisé pour mettre en évidence les
mutations minoritaires et confronter les analyses des deux méthodes pour chaque échantillon

étudié.
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1. Préparation des amplicons

Dans un premier temps, les génes de I'enveloppe du VHB ont été amplifiés pour les deux
méthodes de séquencage. A partir du sérum ou du plasma des patients inclus dans I'étude, ’ADN
viral a été extrait de facon automatisée grace a lI'automate « NucliSENS ® easyMAG ™ ». Cette
technique utilise des billes de silice magnétique sur lesquelles vont se fixer les acides nucléiques
chargés négativement dans un milieu salin présentant une force ionique élevée. Généralement,
500 pL de sérum ou plasma ont été extraits pour chaque échantillon a séquencer. Pour les faibles
charges virales (inférieures a 3 log), le volume de sérum utilisé pour I’extraction était de 1 000 L. Le
volume d’élution final était de 50 pL. L’ADN extrait a été stocké a -20°C avant son amplification.

Afin de séquencer les genes S et préS des protéines d’enveloppe du VHB, une méthode
d’amplification par PCR semi-nichée a été adaptée au sein du laboratoire [Velay, 2015]. Les génes S
et préS (préS1 et préS2) ont été amplifiés séparément. L'amplification des génes a été réalisée a
I'aide du kit « Phusion® High-Fidelity DNA polymerase » (ThermoFisher Scientific). L'enzyme
polymérase utilisée permet d’avoir une amplification plus fidele de I’ADN grace a une activité 3’ — 5’
exonucléase en plus de son activité 5 — 3’ polymérase. Le taux d’erreur de cette enzyme est de
4,4 x 10 " mutations/pb/cycles ; ce qui limite 'introduction de mutations artéfacts durant la PCR.

Le mélange réactionnel utilisé pour la réaction d’amplification est présenté dans le

Tableau 9:
Tableau 9 : Mélange réactionnel utilisé pour amplifier les genes préS et S du virus de I’hépatite B.
Réactifs Volume pour une réaction

Master mix 2X Phusion 12,5 uL

DMSO 0,6 pL

Amorce sens 10 uM 0,75 uL

Amorce antisens 10uM 0,75 uL

5puL
Matrice (extrait d’ADN ou produit de PCR1) (jusqu’a 10 uL pour les échantillons avec une
faible charge virale)
Eau sans deoxyribonucléase (ADNase) gsp 25 uL

Pour le séquencage direct, le géne S du VHB a été amplifié a I'aide de deux PCR successives.
La premiere PCR (PCR1) génere un amplicon de 902 pb. Cet amplicon est ensuite amplifié par deux
PCR semi-nichées distinctes générant des amplicons de tailles différentes : 337 pb pour la PCR2a et
659 pb pour la PCR2b. Ces amplicons générés par les PCR2 se chevauchent sur une zone de 50 a 100

nucléotides et couvrent I’'ensemble de la protéine S.
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Pour le séquencage haut-débit, le gene S n’a été amplifié que par la PCR1 générant des

fragments dont la taille était adéquate pour I'étape de fragmentation en 200 pb. En effet, le

séquencage par la méthode lon Torrent nécessite une étape de fragmentation des amplicons en

fragments de 200 pb. Il était donc préconisé d’utiliser des fragments dont la longueur est un multiple

de 200. Les séquences des amorces utilisées pour amplifier le géne S sont présentées dans le

Tableau 10.

Tableau 10 : Récapitulatif des différentes amorces utilisées pour I'amplification du géne S du virus de I’hépatite B.

Taille des
PCR Méthode de Références
Amorces Séquences amplicons
S séquencgage | bibliographiques
générés
Mulders et al.,
P2f sens 5'-CCTGCTGGTGGCTCCAGTTC-3' Séquencage
2004
1 902 pb direct/ haut-
Odemuyiwa et al.,
979 antisens 5'-CAAAAGACCCACAATTCTTTGACATACTTTCCAAT-3' débit
2001
Mulders et al.,
P2f sens 5'-CCTGCTGGTGGCTCCAGTTC-3' Séquencage
2a 337pb 2004
direct
S8 antisens 5-GAAGATGAGGCATAGCAGCAGG-3’ Sung et al., 2008
P72 sens 5’-TTGGCCAAAATTCGCAGTC-3’ Sung et al., 2008
Séquencage
2b 659 pb Odemuyiwa et al.,
979 antisens 5'-CAAAAGACCCACAATTCTTTGACATACTTTCCAAT-3' direct
2001

Le gene préS a été amplifié a 'aide de deux PCR successives (PCR1 et PCR2). Les séquences

des amorces utilisées pour amplifier le geéne préS sont présentées dans le Tableau 11. La PCR1 génere

un amplicon de 691 a 711 pb selon le génotype viral (691 pb pour le génotype D et 711 pb pour les

génotypes A et C). Les amplicons générés lors de la PCR2 varient entre 609 et 620 pb. Pour le gene

préS, la PCR2 a été utilisée pour le séquencage direct et le séquencage haut-débit.

Tableau 11 : Récapitulatif des différentes amorces utilisées pour I'amplification de la région préS du virus de I’hépatite B.

Taille des Méthode
PCR Références
Amorces Séquences amplicons de
prés bibliographiques
générés séquengage
P4 sens 5’- GCCTCATTTTGTGGGTCACCATA-3’ 691-711 pb | Séquencgage | Sungetal., 2008
1 (génotype direct/
P72 rev antisens 5’-GACTGCGAATTTTGGCCAA-3’ Velay et al., 2016
D-A/C) haut-débit
P4 sens 5’- GCCTCATTTTGTGGGTCACCATA-3’ 609-620 pb | Séquencage | Sungetal., 2008
2 (génotype direct/
PreS-R antisens 5’- TCAACAAGAAAAACMCCGCCTGT-3’ Sung et al., 2008
D-A/C) haut- débit
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Le programme de PCR utilisé pour les PCR 1 et 2 quel que soit le géne a amplifier est

présenté dans le Tableau 12.

Tableau 12 : Programme de PCR utilisé pour amplifier les genes S et préS du virus de I’hépatite B.

Etapes PCR1 PCR2 Nombre de cycles
Dénaturation initiale 98°C pendant 5 minutes 1 cycle
Dénaturation 98°C pendant 30 secondes
Hybridation 61°C pendant 30 secondes | 62°C pendant 20 secondes 35 cycles
Elongation 72°C pendant 30 secondes
Elongation finale 72°C pendant 7 minutes 1 cycle

La taille des amplicons a été vérifiée a I'aide d’'une migration sur gel d’agarose 1,5 % apres
chaque PCR, afin de valider la présence des amplicons recherchés. L'intercalant d’ADN utilisé était le
GelRed™(Biotium). A partir de cette étape, les échantillons ont subi des préparations différentes

selon la méthode de séquencage utilisée.

2. Séquencage direct

2.1. Préparation des échantillons

Afin de procéder au séquencgage direct, les amplicons générés par la PCR2 pour le géne préS
et les PCR 2a et 2b pour le gene S ont été purifiés a I'aide du kit « Qiaquick PCR Purification »
(Qiagen®) en suivant le protocole recommandé par le fournisseur. Ces amplicons purifiés ont ensuite
subi une PCR de séquengage a I'aide du kit « BigDYe Terminator V.1.1 » (Life Technologies ®). Chaque
amplicon de PCR2 a subi une PCR de séquengage soit avec I'amorce sens soit avec I'amorce antisens
ayant servi a leur amplification en PCR2. Les réactions ont été réalisées dans des tubes différents afin
d’obtenir diverses séquences qui seront superposées au moment de |'analyse.

Le mélange réactionnel utilisé pour chaque PCR de séquencage est présenté dans le

Tableau 13.
Tableau 13 : Mélange réactionnel utilisé pour réaliser la PCR de séquengage direct des genes préS et S du virus de
I’hépatite B.
Réactifs Volume pour une réaction
« BigDye Terminator » 2 ul
« BigDye Terminator 5X Sequencing Buffer » 1ul
Amorce sens ou antisens 1 uM 3,2 uL

3puL
Matrice (produit de PCR2)
(jusqu’a 6 pL pour les échantillons avec une faible charge virale)

Eau sans ADNase qsp 15 pL
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Le programme de PCR de séquencage direct des génes préS et S est présenté dans le

Tableau 14.

Tableau 14 : Programme de PCR utilisé pour réaliser la PCR de séquengage des génes préS et S du virus de I’hépatite B.

Programme PCR de séquengage Nombre de cycles

96°C pendant 10 secondes

50°C pendant 5 secondes 25 cycles

60 °C pendant 4 minutes

Une seconde purification a ensuite été réalisée sur les produits de réactions a I'aide du kit
« Dye EX® 2.0 Spin kit » (Qiagen®) selon les recommandations du fournisseur. Les échantillons ont
été séquencés a la plateforme de séquencage du CHRU de Nancy (Genetic Analyzer 3130, Applied

Biosystems®).

2.2. Analyse des données brutes

Les données générées ont été récupérées sous forme d’électrophorégramme pour chaque
réaction de séquencgage. Le logiciel Megab a été utilisé pour analyser ces électrophorégrammes et
déterminer la séquence en acides nucléiques de chaque amplicon. Une lecture visuelle des
électrophorégrammes a été réalisée pour vérifier les données générées. Pour chacune des deux
régions préS et S de chaque patient, une séquence « synthése », combinant les données obtenues
pour les brins sens et antisens, a été réalisée.

Les séquences obtenues ont ensuite été alignées avec les séquences consensus dont la
construction a été décrite précédemment (génotype A, C ou D selon la cohorte de patients étudiée) a
I"aide de la fonction « Align » par ClustalW du logiciel Mega6. Puis, les séquences ont été traduites en
acides aminés afin d’observer les mutations majoritaires (non-synonymes et synonymes) sur les

souches de VHB de chacun des patients étudiés. Un exemple d’analyse est présenté Figure 41.
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Figure 41 : Exemple d’analyse des données brutes obtenues en séquencgage direct de I’électrophorégramme a la séquence en
acides aminés.

3. Séquencage haut-débit
3.1. Préparation des échantillons

Afin d’évaluer les mutations minoritaires présentes sur les souches de VHB de chacun des
patients, nous avons procédé au séquencage haut-débit des genes S et préS. Les amplicons obtenus
avec la PCR1 pour le géne S et la PCR2 pour le gene préS ont été utilisés pour préparer les matrices
nécessaires au séquencgage haut-débit. Dans un premier temps, les amplicons ont été purifiés sur gel
a I'aide du kit « QlAquick Gel Extraction Kit » (Qiagen®) afin de récupérer seulement les amplicons de
la taille d’intérét (géne S : 902 pb, préS : 609 pb pour les génotypes D et 620 pb pour les génotypes A
et C). La totalité des produits de PCR ont été déposés sur un gel d’agarose épais de 2 % (migration 40
minutes a 100 Volts). Les bandes d’intérét ont ensuite été découpées sous une planche a Ultra-Violet
et purifiées selon les recommandations du fournisseur (« QlAquick Gel Extraction Kit »). La qualité de

purification sur gel a été vérifiée grace a une migration sur gel d’agarose 1,5 %.
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La quantité d’ADN présente dans les échantillons a ensuite été dosée a 'aide du fluorimetre
QuBIT® 2.0 et du kit « Qubit® dsDNA HS (« high sensitivity ») assay kit » (Life technologies) selon les
recommandations du fabricant. Le fluorimétre a préalablement été calibré a I'aide d’un témoin
négatif et un témoin positif fournis dans le kit. Puis, la quantité d’ADN présente dans I’échantillon a
été dosée a partir d’1 pL d’amplicon de chaque échantillon, aprés que celui-ci ait été mis en
contact pendant deux minutes avec 199 pL d’une solution tampon comprenant 1 pL de réactif Qubit®
(sonde fluorescente) interagissant avec I’ADNdb. Ce kit a été congu pour détecter des échantillons a
de faibles concentrations d’ADN de I'ordre de 10 pg/uL. A cette étape, les échantillons ont pu étre

stockés a -20°C.

3.2. Préparation de la « librairie »

L’étape suivante consistait a préparer une « librairie » pour chaque échantillon de patients.
Elle se divise en trois sous étapes: la fragmentation des amplicons, la ligation aux adaptateurs
barcodés compatibles avec la technique lon Torrent et, pour finir, la sélection des fragments de taille
attendue. Afin de préparer cette « librairie », le kit « lon Xpress™ Plus Fragment Library kit » (Life
Technologies) comprenant les trousses « lon Shear™ Plus », « lon Plus Fragment Library » et « lon
Xpress™ Barcode Adaptaters » a été utilisé.

La fragmentation a été réalisée a I'aide du kit « lon Shear™ Plus » (Life Technologies) sur
100 ng d’ADN obtenus pour chacun des échantillons. Apres avoir mélangé cing secondes les tampons
« lon Shear™ Plus 10X » et «lon Shear™ Plus Enzyme mix Il » nécessaires a la réaction de
fragmentation, le mélange réactionnel présenté dans le Tableau 15 a été réalisé sur glace dans des

tubes LoBind.

Tableau 15 : Mélange réactionnel utilisé pour fragmenter les amplicons obtenus a partir des génes S et préS, nécessaire pour
la technique de séquengage haut-débit lon Torrent.

Réactifs Volume pour une réaction
100 ng d’amplicon X ul
« lon Shear™ Plus 10X Reaction
5ul
buffer »
H20 sans nucléase 35-xul
Total 40 pl

A ce mélange, 10 pl de «lon Shear™ Plus Enzyme mix Il » ont été ajoutés et mélangés
immédiatement par aspiration-refoulement avant de transférer le mélange dans un thermocycleur

préalablement chauffé a 37°C. Le temps de fragmentation était de cing minutes pour les génes prés
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et de six minutes pour les génes S. La réaction de fragmentation a ensuite été stoppée précisément,
a cing ou six minutes a I'aide de 5 pL de « lon Shear™ Stop Buffer ».

Ces amplicons, alors fragmentés, ont été purifiés a I'aide du kit « Agencourt® AMPure® XP »
(Life Technologies). Cette purification fait intervenir une technique d‘Immobilisation Réversible en
Phase Solide (SPRI) et des billes magnétiques. Les billes présentes dans le réactif « Agencourt®
AMPure® XP » ont été remises en suspension puis, 99 pL de cette suspension ont été ajoutés aux
amplicons fragmentés (soit 1,8 fois le volume de I'échantillon). Les échantillons ont ensuite été
laissés a température ambiante pendant cing minutes. Le tube a ensuite été déposé sur un portoir
magnétique « DynaMag™ -2 » jusqu’a ce que la solution soit limpide. Aprés avoir éliminé le
surnageant, des lavages successifs ont été réalisés a I'aide de 500 pl d’éthanol 70 %. A la suite des
trois lavages, le surnageant a été éliminé et 25 uL de Low TE (tampon Tris HCI/Acide Ethyléne-
Diamine-Tétraacétique) ont été dispersés sur les billes des tubes retirés du portoir magnétique.
Aprés avoir été mélangés, les tubes ont, a nouveau, été transférés sur le portoir magnétique pour
séparer les billes magnétiques de I’éluat contenant I’ADN purifié. Celui-ci a été récupéré et stocké a
-20°C.

L’étape suivante a consisté a lier les amplicons, fragmentés et purifiés, a des adaptateurs
barcodés afin d’identifier les différents échantillons qui seront analysés sur une méme puce. Une des
extrémités est biotinylée pour permettre, ultérieurement, la sélection des spheres ADN positives.

Dans chacun des tubes PCR contenant les amplicons fragmentés et purifiés, les réactifs,

décrits dans le Tableau 16, ont été ajoutés.

Tableau 16 : Mélange réactionnel utilisé pour fixer des adaptateurs barcodés a chaque amplicon lors de la préparation des
échantillons pour le séquengage haut-débit lon Torrent.

Réactifs Volume pour une réaction
« 10X ligase buffer » 10l
« lon P1 Adapter » 2ul
« dNTP Mix » 2 ul
H20 sans nucléase 49 pl
« DNA ligase » 2ul
« Nick Repair Polymerase » 8 ul
Amplicons fragmentés et purifiés 25 uL
lon Xpress™ Barcode X 2 ul

A cette étape, un barcode différent a été assigné a chaque échantillon testé. Chaque tube a
ensuite été transféré dans un thermocycleur pour suivre le programme de ligation comprenant une

étape de 15 minutes a 25°C suivit par une étape de cinq minutes a 72 °C.
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Les échantillons ont, a nouveau, été purifiés a I'aide du kit « Agencourt® AMPure® XP ». Seule
la quantité de réactif initial a ajouter varie par rapport a la précédente purification. Le volume de
réactif utilisé pour purifier les amplicons barcodés de 200 pb était de 140 ul (soit 1,4 fois le volume
de I’échantillon).

La derniére étape pour préparer la « librairie » consiste a sélectionner les amplicons barcodés
de taille optimale, soit 330 pb environ (fragments d’ADN de 200 pb et adaptateurs barcodés de
130 pb), a I'aide de gels « E-Gel® SizeSelect™ Agarose Gels » a 2 % et de I'équipement « E-Gel®
iBase™ Power System » et « E-Gel® Safe Imager™ Transilluminator » (Invitrogen). Cette technique
permet d’observer, en temps réel, la migration des fragments d’ADN dans un gel contenant du SYBR
green, se liant a 'ADN double brin et qui peut étre détecté sous lumiere bleue. Cette derniére
provoque des dommages minimes a I'ADN comparé aux rayons ultra-violets. Des puits de
récupération sont présents au niveau des E-gels, permettant de récupérer les amplicons barcodés de

la taille d’intérét (Figure 42).

Figure 42 : DisposB’]Q%'él Uﬂ:sﬁ%@vg rgtgpggoe%%ns barcodésl:c)fpl‘:iI FaMpar@@ge @% «%%r@@%& des

échantillons destinés au séquengage haut-débit lon Torrent.

Arréter le run quand le marqueur 400 pb Arréter le run quand le marqueur 350 pb
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(25 ng/ul). Dans ¢ %%HFF%%ngSJt‘%“ B'Q‘*ﬁ\i d(?’ﬁ)lﬁngarcodé osn%peg{%ur(?é%%ggét. dﬁegﬁgerenscepuits de
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récupération, 25 pl d’eau sans nucléases ont été déposés pour récupérer I’ADN barcodés apres la

migration (12 — 14 minutes). Lorsque la bande de la taille attendue s’est retrouvée au niveau des

puits de récupération, les échantillons ont été récupérés. Afin de récupérer la totalité des amplicons

dans les puits, 10 plL d’eau sans nucléases ont été ajoutés pour rincer les puits et transférés dans les

mémes tubes de récupération (volume final de 30 pL environ).

3.3. Amplification des différentes « librairies »

Les différentes « librairies » obtenues pour chaque géne et chaque patient ont ensuite été

amplifiées selon le mélange réactionnel et le programme présentés dans les Tableaux 17 et 18.
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Tableau 17 : Mélange réactionnel utilisé pour amplifier la « librairie » destinée au séquengage haut-débit lon Torrent.

Réactifs Volume pour une réaction
SuperMix PCR Platinium haute fidelité 100 pl
Mélange d’amorces d’amplification de la
« librairie » oM
« Librairie » (aprés sélection par E-gel) 25 pl
Total 130 pl

Tableau 18 : Programme de PCR utilisé pour amplifier la « librairie » destinée au séquengage haut-débit lon Torrent.

Etape Température Temps Nombre de cycles
Dénaturation initiale 95°C 5 minutes 1 cycle
Dénaturation 95 °C 15 secondes
Hybridation 58 °C 15 secondes 8 cycles
Elongation 70°C 1 minute

Les échantillons ont, a nouveau, été purifiés a I'aide du kit « Agencourt® AMPure® XP ». Seule
la quantité de réactif initiale a ajouter varie par rapport aux précédentes purifications. Le volume de
réactif utilisé pour une « librairie » constituée d’amplicons barcodés de 200 bases était de 195 ul (soit
1,5 fois le volume de I'échantillon). Cette étape permet d’éliminer les nucléotides libres et les

éventuels diméres d’amorces formés lors de la PCR.

3.4. Mélange équimolaire des « librairies », PCR en émulsion et enrichissement
sur « lon OneTouchTM Enrichment System »

A partir de ces étapes, les différentes « librairies » créées ont été mélangées et préparées
pour procéder a la réaction de séquencgage sur puces. Différents types de puces ont été utilisées : des
puces 314 pour les souches de génotypes D et des puces 316 pour les souches de génotypes A et C.
Une puce par géne a été réalisée dans chacune des expériences. |l existe quelques différences selon
le type de puce utilisée (314 ou 316). Pour une puce 314, la concentration finale du mélange
équimolaire des « librairies » était de 2,4 pg/uL (correspondant a 16 pM) tandis que la concentration
finale pour les puces 316 était de 5,3 pg/ulL (correspondant a 35 pM). Afin de procéder au mélange
équimolaire des « librairies », la quantité d’amplicons présente dans chaque « librairie » a été dosée
a I'aide du fluorimeétre Qubit ®. Pour cela, 3 pL de la « librairie » obtenue pour chaque patient ont été
dosés, aprés avoir été préalablement mis en contact pendant deux minutes avec 197 pL d’une
solution tampon comprenant 1 plL de réactif Qubit® interagissant avec I’ADNdb. A partir des
guantités obtenues, chaque « librairie » barcodée a été diluée dans du LowTE a une concentration

finale de 24 ou 53 pg/ul selon la puce utilisée. Puis, 5 pL de chaque échantillon ont été mélangés
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dans un tube LoBind. Ce mélange équimolaire des « librairies » barcodées a ensuite été dilué au
10°™¢ pour obtenir une concentration finale de 2,4 ou 5,3 pg/uL, selon la puce utilisée, dans un
volume de 30 pL.

A partir de ce mélange, une PCR en émulsion a été réalisée. Ce procédé permet de générer
des micro-réacteurs contenant une seule sphére ou, idéalement, une unique copie d’ADN va étre
amplifiée par PCR. Cette PCR en émulsion a été réalisée a 'aide de I'appareil « lon OneTouch™ 2 »
(Life Technologies). L'amplification clonale des « librairies » sur les spheres (« lon Sphere Particules »,
ISP) a été réalisée grace au kit « lon Personal Genome Machine (PGM) ™ Template OT2 200 » (Life
Technologies). L’ utilisation du « lon OneTouch™ 2 » est décrite dans le manuel en ligne « lon PGM ™
Template OT2 200 Kit user guide ». Ainsi, 25 puL du mélange équimolaire des « librairies » (2,4 ou
5,3 pg/uL) ont été ajoutés au mélange réactionnel suivant : 25 pL d’H,0, 500 pL de « Reagent mix »,
300 pL de Reagent B », 50 pL d’ « enzyme mix », 2,4 ou 5,3 pg/uL du mélange équimolaire des
« librairies » ont été ajoutés.

Ce mélange a été mis en contact avec 100 uL d’ISPs, mélangé, puis transféré dans le filtre du
« lon OneTouch » avec de I'huile pour la réaction en émulsion. Le filtre est ensuite déposé au niveau
du «lon OneTouch™ 2 », préalablement préparé pour réaliser la PCR en émulsion. Une
centrifugation est réalisée par I'appareil a la fin de la PCR en émulsion afin de récupérer le culot
contenant les sphéres avec les « librairies » fixées dessus. Apres avoir éliminé le surnageant, les
sphéres ont été lavées avec 500 pL de « lon OneTouch Wash Solution » fournies dans le kit. Une
seconde centrifugation a 15000 g pendant deux minutes et 30 secondes a été réalisée et le
surnageant a, de nouveau, été éliminé sauf 100 pL. Les spheres ont été remises en suspension dans
les 100 pL restants.

Afin de vérifier la qualité des sphéres, et la proportion des sphéeres non enrichies, 2 uL de
cette solution ont été utilisés. Le kit « lon Sphere Quality Control » a été utilisé pour réaliser le
mélange réactionnel suivant : 2 uL de la solution contenant les sphéres, 19 pL d’ « Annealing Buffer »
et 1 pL de «lon Probes ». Ce mélange a été chauffé a 95°C pendant deux minutes puis a 37°C
pendant deux minutes. Le mélange a ensuite été lavé avec 200 pL de « Quality control wash
solution » et centrifugé a 15 500 g pendant une minute et 30 secondes. Le surnageant a été éliminé
sauf 10 pL. Ce lavage a été réalisé trois fois de suite. Lors du dernier lavage, 190 pL de « Quality
control wash solution » ont été ajoutés et transférés dans un tube pour un dosage avec le
fluorimetre Qubit®. Le calcul du rapport entre les valeurs des fluorochromes AF488 et AF467 (apres
déduction du bruit de fond) a permis de déterminer le pourcentage de spheres positives. Celui-ci doit
idéalement se situer entre 10 et 30 %.

L’étape suivante avait pour but de sélectionner et d’enrichir les sphéres dites « matrice

positive » avec I"automate « lon OneTouch™ Enrichment System » (Life Technologies) et les réactifs
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du kit « lon PGM™ Template OT2 200 Kit ». Sur une barrette de puits, différents réactifs ont été
préparés et déposés dans les puits correspondants suivant les recommandations du fournisseur : une
solution contenant les billes magnétiques « Dynabeads MyOne Streptavidin C1 beads » permettant
I'immobilisation des sphéres présentant une molécule d’ADN (réaction biotine/streptavidine) sur
I'aimant pour la purification, des solutions de lavage, une solution Melt-off contenant du NaOH
permettant la dénaturation de I'’ADNdb en ADNsb au niveau des spheres. Une solution de
neutralisation a préalablement été déposée dans le tube de récupération des sphéres dites
« matrice-positive ». A la fin du run, 230 uL de spheres enrichies ont été récupérés dans le tube de

récupération et stockés a +4°C.

3.5. La réaction de séquengage sur le « lon Personal Genome Machine (PGM) »

L’étape suivante consiste a planifier le run sur un ordinateur de I'appareil PGM (la méthode
utilisée, le nom des barcodes, le type de puce, la séquence de référence...), nettoyer le PGM (lavage
au chlorite, lavage a I'eau) et initialiser le PGM (préparation des bouteilles de lavage, préparation des
dNTPs, Nucleosides triphosphates), selon les recommandations du fournisseur, afin de procéder au
séquencage sur puces. Les recommandations du fournisseur sont présentées sur le guide « lon PGM

Sequencing 200 kit v2 » de Life Technologies.

Avant de procéder aux dépbts des spheres enrichies dans la puce, une étape d’hybridation
des amorces a été réalisée a I'aide du kit « lon PGM sequencing reagents 200 v2 ».

Pour les puces 314, 115 uL de I’échantillon contenant les spheéres enrichies ont été transférés
dans un tube contenant 5 pL de « Control lon Sphere particles » (contrdle interne). Aprés une
centrifugation a 15 500 g pendant deux minutes, le surnageant sauf 3 pL a été éliminé et les sphéres
présentes dans le culot ont été mises en contact avec 3 pL d’amorces de séquengage (« Sequencing
Primer »). Le mélange a ensuite été transféré dans un thermocycleur pour suivre le programme
suivant permettant I’hybridation des amorces : 95°C pendant deux minutes, puis 37 °C pendant deux
minutes et 10°C jusqu’a ce que I'étape de « Chip Check » soit réalisée par I'appareil. Apres I'étape de
« Chip Check » (sur le PGM) qui consiste a vérifier le bon état de la puce, 1 pL de polymérase a été
ajouté a I'échantillon présent dans le thermocycleur et le mélange a été incubé cing minutes a
température ambiante (volume final de 7 pL).

Pour les puces 316, la totalité de I’échantillon contenant les spheres enrichies (230 uL) ont
été transférés dans un tube contenant 5 pL de « Control lon Sphere particles ». Aprés une
centrifugation a 15500 g pendant deux minutes, le surnageant, sauf 15 pL, a été éliminé et les
sphéres présentes dans le culot ont été mises en contact avec 12 uL de « Sequencing Primer ». Le

mélange a ensuite été transféré dans un thermocycleur pour suivre le programme suivant

141



permettant I’hybridation des amorces : 95°C pendant deux minutes, 37°C pendant deux minutes et
10°C jusqu’a ce que I'étape de « Chip Check » soit réalisée par I'appareil. Aprés cette étape, 3 pL de
polymérase ont été ajoutés a I'échantillon présent dans le thermocycleur et le mélange a été incubé
cing minutes a température ambiante (volume final de 30 pL).

Apres avoir éliminé le liquide résiduel présent dans les puces, les échantillons ayant subi
I’hybridation des amorces ont été déposés dans les puces. Pour la puce 314, 7 pL ont été déposés
doucement dans la puce tandis que 30 pL ont été déposées dans la puce 316. Des étapes de
centrifugation et aspiration/refoulement ont été réalisées pour répartir de facon homogéne le
volume réactionnel sur la puce. La réaction sur puce a ensuite débuté sur le « lon PGM ™ System »

(ThermoFisher Scientific).

3.6. Analyse des données brutes

Les puces sont validées par I'analyse du pourcentage de chargement de la puce, du nombre
de lectures (« reads ») générées, au total et par échantillon, de la taille moyenne des fragments, de la
qualité (précision) des échantillons (Q score ou Phred score), et du résultat obtenu pour le « Control
lon Sphere particles ». Les fichiers BIM (« Building Information Model ») et BAM (« Binary Alignment
Map ») générés pour chaque patient ont ensuite été analysés a l'aide du logiciel NextGENe
(SoftGenetics). Ce dernier permet d’aligner les différents « reads » générés par le séquenceur sur une
séquence de référence. Nous avons utilisé une séquence consensus (selon le génotype et le gene
étudié).

Ainsi, grace au logiciel NextGENe, la fréquence de chaque acide nucléique a chaque position
a pu étre extraite dans un fichier Excel généré par le logiciel. Le seuil défini pour la fréquence de
mutation a été fixé a 2 %, apres analyse en triplicat des souches infectant un méme patient. En effet,
apres avoir amplifié séparément le gene S d’un méme patient a I'aide de I’ADN polymérase de haute
fidélité (« Phusion® High-Fidelity DNA polymerase »), le séquengage haut-débit a été réalisé pour
chaque échantillon amplifié (n=3). La comparaison des séquences S obtenues par les trois essais de
séquencage a montré que, généralement, les mutations présentes a des fréquences inférieures a 2 %
n’étaient pas observées dans les trois échantillons analysés. Ce seuil a ensuite été appliqué a toutes
les autres analyses (parametre introduit dans le logiciel Next-Gene). Pour toutes les analyses, une
correction visuelle a été réalisée pour éliminer les mauvais alignements par rapport a la séquence
consensus construite a partir de HBVdb. La technologie lon Torrent est connue pour ses erreurs
commises au niveau des délétions, des insertions et des régions homopolymériques. Ainsi, pour
confirmer les mutations, insertions et délétions observées en séquencage haut-débit, une correction
visuelle des séquences a été réalisée et les séquences obtenues en séquencage haut-débit pour

chaque patient ont été comparées aux séquences obtenues en séquencage direct, pour les variants
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majoritaires (supérieurs a 20 %). Par exemple, les délétions observées pour un patient de la cohorte
de VHB de génotype C ont également été observées en séquencage direct.

La comparaison des données obtenues avec la séquence consensus a permis de déterminer
les mutations présentes et leur fréquence (nombre de « reads » mutés / le nombre total de « reads »
a cette position) dans la population virale présente chez un patient. De plus, une analyse plus
approfondie des mutations observées en acides aminés a été réalisée au niveau de la région MHR de
la cohorte de génotype A afin de déterminer les différents haplotypes. Les haplotypes correspondent
aux différentes quasi-especes présentes, ici au niveau de la MHR, olu des mutations sont co-localisées
sur le méme génome viral (sur le méme « read »). Cela revient a évaluer les différentes quasi-espéces
présentes dans la population virale chez un méme patient au niveau de cette région. Les « reads »
générées étant de 200 pb environ, seules des régions spécifiques ne dépassant pas cette taille

peuvent étre analysées, comme la MHR.

4. Phylogénie

Le génotype de chaque souche a été déterminé par le logiciel GREG* (CHU Grenoble, France).
Ce logiciel est basé sur la comparaison des séquences du gene S et, ou de la RT du VHB obtenues par
séquencage direct avec une base de données (database non accessible). Les génotypes ont ensuite
été confirmés par la fonction BLAST du logiciel NCBI et la création d’un arbre phylogénique a partir
des séquences consensus obtenues grace au logiciel HBVdb (Institut de Biologie Moléculaire et
Cellulaire, Lyon). Le sous-génotype a été déterminé a I'aide d’un arbre phylogénétique réalisé avec le
logiciel Mega6 (Tamura et al., 2013). La méthode Neighbor-joining a été utilisée avec un bootstrap de
1 000 répétitions. La matrice des distances utilisée était Kimura (« Kimura 2 parameter »). L’analyse a
été réalisée sur les séquences obtenues par séquencage direct.

Pour déterminer le sous-génotype des patients de génotype A, les séquences de référence
des sous-génotypes Al, A2, A3 et A5 décrites par Cai et al., 2016 (KP234050-KP234053) ont été
utilisées pour réaliser un arbre phylogénétique. Pour les sous-génotypes A4 et A6, des séquences
décrites dans la database NCBI (« National Center for Biotechnology Information ») ont été utilisées
(KM606737 et CQ331047, respectivement). Les sous-génotypes de génotypes D ont été obtenus a
I'aide de la fonction Blast (« Basic Local Alignment Search Tool « ) de NCBI.

Le sous-type du VIH des patients co-infectés a été déterminé en utilisant la fonction Blast de

NCBI pour le géne de la protéase et de la RT du VIH (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).
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5. Analyse des mutations

A partir des données brutes obtenues en séquencage direct et en séquencage haut-débit, des
analyses ont été réalisées pour caractériser les souches virales et les quasi-especes a |'aide de divers
outils présentés ci-dessous. La comparaison des séquences de chaque groupe de patients a été
utilisée pour mettre en évidence des mutations signatures correspondant aux mutations retrouvées

spécifiquement chez les « non-répondeurs » ou les « répondeurs ».

5.1. Analyse de la prédiction antigénique : le logiciel AnTheProt

L'antigénicité des protéines d’enveloppe du VHB a été prédite a partir de séquences

consensus de chaque génotype et du logiciel AnTheProt (Deléage et al., 2001 ; http://antheprot-

pbil.ibcp.fr/). Ce logiciel utilise des modéles mathématiques et des données physico-chimiques pour
prédire la conformation des protéines. Les résultats sont représentés sous forme de profils. Nous
nous sommes plus particulierement intéressés au profil antigénique prédit par Parker et al., en 1986.
Ce modele est basé sur trois parameétres : I’hydrophilie déterminée par le temps de rétention en
chromatographie haute performance en milieu liquide (HPLC) de peptides synthétiques,
I"accessibilité et la flexibilité atomiques des acides aminés d’une protéine. Ce logiciel produit un profil
antigénique dont la hauteur du pic est proportionnelle a I'antigénique prédite. Les séquences en
acides aminés de chaque patient ont été analysées a 'aide du logiciel. L'influence d’'une mutation
précise sur |'antigénicité prédite a été évaluée en introduisant cette mutation dans un profil sauvage.
La comparaison de ce profil muté avec un profil sauvage a permis de mettre en évidence ou non
I'influence de cette mutation d’intérét sur I'antigénicité prédite. De plus, des données chiffrées
(Figure 43) fournies par le logiciel ont permis d’évaluer le pourcentage de diminution ou
d’augmentation du pic antigénique en présence des différentes mutations testées. Le seuil de
significativité retenu pour la diminution de I'antigénicité prédite a été estimé a 15 % a partir d’études

portant sur le VHC.

144


http://antheprot-pbil.ibcp.fr/
http://antheprot-pbil.ibcp.fr/

* Antigenicity(Parker) >= 50 And (Hydrophobicity < 0.1 Or hydrophilicity >-0.1) And accessibility >=0.62;

KD: Hydrophobicity (Kyte & Doolittle), HW: Hydrophilicity (Hopp & Woods),

SA :Solvent accessibility(Boger), PA : Antigenicity (% Parker), WE: Antigenicity Welling

KD HW SA PA WE

1M -.012 -.008 0 41|-.592
2|E -.027 -.016 0 27|-.599
3N -.043 -.01 86 22|-.602
4l -.051 -.01 86 8|-.629
5|T -.033 -.035 43 4(-.594
6|S .116 -.122 22 0|-.477
7|G .179 -.127 31 0]-.393
8|F .055 -.118 33 0| .017
(L .146 -.146 20 0| .13

[ 106 .24 -.189 17 0| .241
11{p .334 -.22 15 0| .266
12|L .354 -.206 15 0| .393
13[L .206 -.164 26 0| .284
14|V .25 -.174 17 0| .327
15|L .274 -.146 20 0| .308
16(Q .254 -.16 21 0] .181

Figure 43 : Exemple de données chiffrées fournies par le logiciel AnTheProt pour analyser I’antigénicité prédite. Les données
du profil antigénique générées selon le modele de Parker et al. (1986) sont représentées en « grisé » sur la figure.

D’autres modeles caractérisant les protéines sont également disponibles avec ce logiciel. Un
profil décrit I’'hydrophobicité d’aprés Kyte et Doolittle (1982). Ce profil est basé sur I'énergie
nécessaire pour transférer la chaine latérale de chaque acide aminé d'un solvant polaire a un solvant
non polaire (eau a éthanol). Un autre profil décrit I'antigénicité prédite a I'aide d’'une méthode
élaborée a partir d’'une échelle d'antigénicité dérivée d'epitopes connus (Welling et al., 1985).
L’hydrophilie a été évaluée grace a une méthode décrite par Hopp et Woods (1981) basée sur le
méme principe que Kyte et Doolittle (1982). Un profil décrit également I'accessibilité dans le solvant
d’aprés la méthode de Boger et al. (1986) qui se base sur la détermination des fractions accessibles
moyennes de chaque acide aminé. Un dernier profil évalue les régions hélicoidales, les domaines
transmembranaires pouvant étre présents au sein de la protéine étudiée d’apres I'échelle
d’hydrophobicité de Kyte et Doolittle (1982) et la régle indiquant que le coté cytoplasmique d'une
membrane est plutot chargé positivement tandis que le c6té externe est plutét chargé négativement,
décrite par Von Heijne (1992). Un exemple des différents profils pouvant étre générés par le logiciel

AnTheProt a partir d’'une séquence en acides aminés de protéine S est présenté sur la Figure 44.
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Figure 44 : Différents profils prédictifs (antigénicité, hydrophobicité, hydrophilicité, régions membranaires hélicoidales,

accessibilité au solvant) décrits par le logiciel Antheprot pour caractériser les propriétés physico-chimiques d’une protéine a

partir d’'une séquence en acides aminés donnée (exemple de la protéine S d’une séquence consensus génotype D).

La pression de sélection a été analysée a I'aide du logiciel Mega6 en utilisant le test Z.

5.2. Pression de sélection

L’hypothése suivante a été utilisée: dN = dS ou dN correspond au nombre de mutations non-

synonymes et dS correspond au nombre de mutations synonymes. La pression de sélection a été

évaluée sur les régions préS et S ainsi que sur la MHR. La méthode utilisée était Nei-Gojobori avec

une correction de type Jukes-Cantor. Pour estimer la variance, la méthode bootstrap avec 1 000

répétitions a été utilisée. Ainsi une pression de sélection a été considérée comme positive lorsque le

nombre de mutations non-synonymes était supérieur au nombre de mutations synonymes. Les

résultats étaient considérés comme significatifs lorsque la valeur p était inférieure a 0,05.

5.3. Analyse de la diversité entre les patients

Le calcul de la diversité a été utilisé pour caractériser la divergence d’évolution moyenne,

correspondant a I'hétérogénéité génétique entre les patients. Cette diversité a été déterminée a

I'aide de la méthode Kimura (« Kimura 2-parameters ») proposée par le logiciel Mega6 (Tamura et

al., 2013). L'analyse a été réalisée sur les séquences en acides nucléiques obtenues par séquencage

haut-débit (variants majoritaires et minoritaires).
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5.4. Analyse de la complexité des quasi-espéeces

La complexité des quasi-espéeces virales a été évaluée a I'aide des données en acides aminés
obtenues par séquencage haut-débit. La complexité a été déterminée en utilisant 'entropie de
Shannon (Sn) qui varie de 0 (pas de complexité) a 1 (complexité maximum) [Ramirez et al., 2013 ;
Hayer et al., 2014]. Elle a été évaluée dans un premier temps pour chaque position en acide aminé
du gene S, de la région préS et de la région MHR. La complexité moyenne de chaque échantillon
(patient) a été déterminée en calculant la somme des entropies de Shannon déterminées pour
chaque position (formule suivante), le tout divisé par le nombre total d’acides aminés de chaque
géne (226 aa pour le géne S, 163 aa (génotype D) ou 174 aa (génotype A et C) pour le géne préS et 71

aa pour la région MHR).

- 2i(pi In pi)

Sn = , ol pi correspond a la fréquence des différentes mutations en acides aminés a
InN chaque position et N correspond au nombre de séquences analysées

(« read ») a cette position.

Dans un second temps, la complexité moyenne a été évaluée sur la région MHR de 11
patients de génotype A en prenant en compte les haplotypes (co-localisation de mutations sur le

méme génome viral). La formule suivante a été utilisée :

- 2i(pi In pi)

Sn = , ol pi correspond a la fréquence des haplotypes dans la population virale et h

In (h) correspond au nombre d’haplotype total pour chaque patient sur la MHR.

6. Analyses statistiques

Les analyses statistiques ont été réalisées a I'aide du logiciel GraphPad Prism version 5.00
(GraphPad Software, San Diego California, USA). Les tests Mann and Whitney et t-Student ont été
utilisés pour comparer les différences entre les groupes et entre les sous-groupes pour les différents

parametres de I’étude. Une valeur p < 0,05 était considérée comme statistiquement significative.
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IV. Modéle murin : modéle d’évaluation de la réactivité des anticorps
vaccinaux murins face a un peptide présentant des mutations
signatures décrites dans la cohorte de génotype D

Le but de cette étude était de voir l'influence de certaines mutations d’intéréts sur la
reconnaissance par des anticorps vaccinaux. Ainsi, aprés avoir produit des anticorps vaccinaux sur un
modele murin. La réactivité de ces anticorps contre des peptides sauvages ou préalablement mutés

sur les positions d’intéréts a été testée en ELISA (« Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay »).

1. Production des peptides

Une étude de Tajiri et al. (2010) a décrit un peptide se situant sur une partie de la région
MHR du gene S ol nous avons pu observer certaines mutations signatures (incluant la position 125).
Ce peptide était de génotype C : NH,-PCKTCTIPAQGTSMFPS-CONH,. L'alignement du peptide avec la
séquence consensus de génotype C déterminée précédemment a été vérifié.

Notre travail portait sur les mutations observées dans la cohorte de patients infectés par des
souches de génotype D. Ainsi, la séquence du peptide de génotype D a été déterminée en alignant la

séquence consensus de génotype D et le peptide de génotype C de Tajiri et al. (2010).

Séquence peptidique d’intérét de génotype D dite sauvage :
NH,-PCRTCTTPAQGTSMYPS-CONH;
La mutation d’intérét sT125M a ensuite été insérée dans ce peptide (Figure 45) :

NH2-PCRTCMTPAQGTSMYPS-CONH2.

Mini-loop

@@iﬂe Déterminant a
12155124 UM Peptide

Loop 1 of ‘&’ Y Mutation
determinant T125M

p
@
®
O
o7 0137351496 @
©
139 -s-5-147, i
= 173
s 0 P T
> 145R @
Loop 2 of ‘a’ determinant 144E "z %

“Glycosylation site 172 Stop

Figure 45 : Représentation schématique de la boucle antigénique de la petite protéine de surface du VHB ou le déterminant
« a » est délimité en bleu et la position du peptide d’intérét est entourée en vert. La position de la mutation sT125M du
peptide muté est entourée en rouge [Locarnini et Yuen, 2010 ; Tajiri et al., 2010].
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Le peptide comprenant le couple de mutation sT125M et sP127T a également été choisi :

- NH-PCRTCMTTAQGTSMYPS-CONH,.

D’autres peptides ont été testés :

- sQ129H : NH,-PCRTCTTPAHGTSMYPS-CONH;

- ST131A,sM133] et Y134H : NH,-PCRTCTTPAQGASIHPS-CONH;

- s5136Y : NH,-PCRTCTTPAQGTSMYPY-CONH;

Les peptides sauvages et mutés de génotype D ont été synthétisés, couplés a de I'albumine
sérique bovine (BSA) pour favoriser I'immuno-absorption des peptides au fond des plaques ELISA. Le
pont disulfure en position sT121 — 124 a été préservé lors de la fabrication des peptides. Les

différents peptides ont été produits par la firme ProteoGenix (France).

2. Immunisation des souris avec du vaccin anti-VHB

Des souris agées de dix semaines ont été immunisées avec un vaccin contre le VHB contenant
20 pg/mL de la petite protéine SHBs (Engerix B®). Le schéma type d’immunisation était le suivant :
une injection a jour zéro (JO) et une injection trois semaines plus tard (S3) avec 100 uL de vaccin
correspondant a 2 ug de protéine SHBs. Les injections ont été réalisées par voie intra-péritonéale
apres désinfection a I'alcool de la zone d’injection. Selon le protocole, les souris ont ensuite été
sacrifiées a la quatrieme semaine sous anesthésie, par dislocation cervicale. Le sang a été rapidement
prélevé apres le sacrifice. Puis, le sérum a été récupéré par centrifugation a 4°C pendant 15 minutes

a 10000 rpm.

3. ELISA (« enzyme-linked immunosorbent assay »)

3.1. Solutions utilisées pour la réalisation de la réaction ELISA (« enzyme-linked
immunosorbent assay »)

Diverses solutions ont été produites afin de réaliser les tests ELISA : le tampon de coating
(tampon carbonate 0,2 M a pH 9,6) qui a servi a immuno-adsorber les peptides au fond des puits ; le
PBS (« Phosphate Buffered Saline ») qui a été utilisé pour les dilutions des sérums et des anticorps
secondaires couplés a la peroxydase de Raifort (HRP ; « HorseRadish Peroxidase »); le tampon de
lavage composé de PBS et de Tween-20 utilisé pour les lavages des puits et du TMB (3,3’,5,5" —

tetramethylbenzidine) permettant la réaction enzymatique.

3.2. Reconstitution des peptides couplés a la BSA

Les peptides couplés a la BSA ont été mis en suspension dans du tampon de coating a une

concentration finale de 5 mg/mL pour tous les peptides.
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3.3. Protocole ELISA

Dans un premier temps, les plaques ELISA ont été adsorbées avec 5 pg/mL du peptide couplé
a la BSA, sauvage ou muté selon la position testée, dilués dans la solution de coating, a raison de
100 pL dans chaque puits. Les puits « blancs réactifs » ont aussi été adsorbés avec du peptide couplé
a la BSA. La plaque a ensuite été scellée et incubée toute la nuit a 4°C. Le lendemain, les puits ont été
lavés quatre fois avec 200 uL de tampon de lavage en respectant un temps de trempage d’une
minute entre chaque lavage et en séchant bien les puits aprés le dernier lavage. Puis, 100 pL de
sérum de souris, dilués dans du PBS au 1/100, 1/1 000 et 1/10 000, ont été déposés (chaque
échantillon dilué a été déposé en triple) ; 100 puL de PBS ont été déposés dans les puits « blancs
réactifs ». Des sérums de souris non immunisées ont été utilisés comme témoins négatifs. La plaque
a été incubée deux heures a température ambiante. Les puits ont, de nouveau, été lavés comme
décrit ci-dessus. Puis, 100 pL d’anticorps secondaires anti-lgG marqués a la HRP (dilués
préalablement au 1/2 000 dans du PBS) ont été déposés dans chacun des puits sauf dans les « blancs
réactifs » ou ont été déposés 100 pL de PBS. La plaque a été incubée une heure a température
ambiante. Les puits ont, a nouveau, été vidés et lavés comme décrits ci-dessus. Puis, 100 uL de
solution de TMB (substrat de I’enzyme HRP) ont été ajoutés dans chaque puits. Aprés une incubation
de 10 a 20 minutes environ, la réaction enzymatique a entrainé I'apparition d’une coloration bleue.
Pour stopper la réaction enzymatique, 50 pL de solution de H2SO4 1N (acide fort) ont été ajoutés
dans chaque puits. La coloration a viré au jaune. La densité optique a ensuite été mesurée avec un
lecteur de micro-plaques avec une longueur d’onde égale a 450 nm (Wallac Victor? 1420 Multilabel

counter). Le protocole ELISA est schématisé Figure 46.
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Figure 46 : Schématisation du protocole ELISA en (a) avec 'immuno-absorption (=coating) d’un peptide sauvage et en (b)
avec I'immuno-absorption d’un peptide muté.

3.4. Analyse des résultats ELISA

Afin d’obtenir des résultats comparables entre les différentes plaques, un calibrateur (sérum
d'une souris vaccinée) a été déposé en triple sur les différentes plaques étudiées. Ainsi, a partir des
différentes densités optiques obtenues, un index a été calculé prenant en compte la densité optique
de ce calibrateur selon la formule ci-dessous :

Moyenne sur triplet de I’échantillon — moyenne « blancs réactifs »

Index =

Moyenne calibrateur — moyenne « blancs réactifs »

V. Modele cellulaire : évaluation de I'impact des mutations sur I'entrée
du virus dans les cellules et la neutralisation par les anticorps vaccinaux
humains

Le modele utilisé fait intervenir deux lignées cellulaires : une premiere lignée, les cellules
Huh7 pour produire des particules virales chimériques VHB/VHD, et une seconde lignée, les cellules
HepaRG qui peuvent étre infectées par les particules chimériques produites pour évaluer I'influence

d’une mutation sur I'entrée du virus dans les cellules (Gripon et al., 2002 ; Villet et al., 2009).
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1. Production des particules virales

Pour générer les particules VHB/Delta, la lignée cancéreuse d’hépatocytes humains Huh7 a
été utilisée [Glebe et Urban, 2007]. Ces cellules ne permettent pas I'entrée du virus de |’hépatite B
dans les cellules, mais permettent une production importante de particules virales. Une étape de
transfection est donc nécessaire pour produire des particules virales. Le virus de I'hépatite B est
difficile a produire de par son organisation complexe. Ainsi, une alternative a été trouvée pour
étudier I'enveloppe du VHB en utilisant le génome du VHD qui est beaucoup plus facile a produire
[Villet et al., 2009]. La production de particules chimériques fait intervenir deux plasmides: le
plasmide pSVLD3 utilisé pour la synthése de I’ARN génomique et la synthése des ribonucléoprotéides
spécifiques du VHD et le second plasmide pT7HB2.7 codant pour les protéines d’enveloppe du VHB
(LHBS, MHBs et SHBs). Les plasmides pT7HB2.7 et pSLVD3 ont été fournis par I"équipe du Pr. D.
Durantel et du Pr. F. Zoulim (Unité INSERM 1052, Lyon). Les autorisations pour utilisation des
plasmides nous ont été transmises par messieurs les docteurs John Taylor (pSLVD3) et Camille Sureau

(pT7HB2.7).

1.1. Préparation des plasmides

Afin d’évaluer I'influence de la mutation sT125M sur I'entrée du virus dans les cellules, deux
plasmides pT7HB2.7 ont été produits par mutagénése dirigée a partir d’'un plasmide présentant la
double mutation sT125M et sP127T dit plasmide « non-répondeur ». Ainsi, un plasmide appelé
« muté 1 » présentant seulement la mutation sP127T a été produit (sT125T et sP127T) [Velay, 2015].
Le kit « QuickChange Il XL site-directed mutagenesis kit » (Agilent Technologies) a été utilisé pour
réaliser la mutagenese dirigée, selon les recommandations du fournisseur. Les amorces utilisées
(Température de fusion, tm = 63,3°C) pour réaliser le plasmide « muté 1 » sont les suivantes :

- F:5-CATGCCGGACCTGCACGACTACTGCTCAAGG- 3’

- R:5 —CCTTGAGCAGTAGTCGTGCAGGTCCGGCATG- 3’

Le produit d’amplification a ensuite été coupé avec 10 U d’enzyme de restriction Dpn |
(incubation une heure a 37°C). Le marqueur de sélection de ces deux plasmides est le gene de
résistance a I'ampicilline. Le plasmide muté a ensuite été propagé dans les bactéries XL10-Gold
®Ultracompetent Cells sur des boites de LB (« lysogeny broth », milieu Luria-Bertani) solide
supplémenté d’Ampicilline, selon les recommandations du fabricant. L'efficacité de la mutagénése a
été vérifiée par un séquencgage direct des genes S de deux clones bactériens. Le plasmide ainsi
produits a été extrait des bactéries aprés avoir procédé a la culture dans du LB liquide supplémenté

d’ampicilline. L'extraction plasmidique a été réalisée a I'aide du kit « NucleoBond ® Xtra Midi EF »
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(Macherey Nagel), en suivant les recommandations du fabricant. La quantité de plasmide produite a
été quantifiée a I'aide d’'un nanodrope et les plasmides ont été congelés a -80°C.
De la méme fagon, le plasmide pSLVD3 fournis par I'’équipe de Lyon (unité INSERM 1052) a

également été transfecté dans des bactéries XL10-Gold pour renouveler le stock de plasmide.

1.2. Conditions de culture des cellules Huh7

Les cellules Huh7 ont été entretenues dans du milieu nutritif DMEM (« Dulbecco’s Modified
Eagle Medium ») (Gibco) complémenté avec 1 % de sodium pyruvate 100uM (Gibco), 1 % de
GlutaMax™ (glutamate Gibco), 100 Ul/mL de pénicilline (Gibco), 100 pg/mL de streptomycine
(100 pg/ml, Gibco) ainsi que 10 % de sérum de veau foetal (SVF, Eurobio). Le SVF a préalablement été
traité par chauffage a 56°C pendant 30 minutes pour inactiver le complément. Les cellules Huh7 ont
été cultivées a 37°C sous 5 % de CO, en flasque T75, repiquées deux fois par semaine lors d’'un

traitement avec 5 mL de trypsine. Le milieu a été changé toutes les 72 heures.

1.3. Transfection des plasmides et production de particules chimériques

Afin de réaliser la transfection, les cellules Huh7 ont été repiquées dans des plaques de
12 puits avec une densité cellulaire de 4 x 10* cellules/cm? (un puits = 3,8 cm?), aprés avoir été
préalablement repiquées au moins dix fois en flasque T75. Les cellules en plaque ont ensuite été
laissées 16 heures a 37°C sous 5 % de CO,. La transfection a été effectuée lorsqu’une confluence
d’environ 80 % était observée dans les puits. Le milieu de culture des cellules a été éliminé et 1 mL de
milieu nutritif DMEM sans SVF ni antibiotique par puits a été déposé ; le SVF et les antibiotiques
pouvant affecter les étapes de transfection. La réaction de transfection a été réalisée a |'aide du
réactif « Trans®IT- LT1 » (Mirus) composé d’un ensemble de liposome permettant la transfection des

plasmides dans les cellules. Le mélange réactionnel de transfection est présenté dans le Tableau 19.

Tableau 19 : Mélange réactionnel utilisé pour transfecter les cellules Huh7 a I'aide d’un plasmide muté aux positions
sT125M/sP127T (« non-répondeur ») ou sT125T/sP127T (« muté 1 ») et produire des particules chimériques VHB/VHD.

Réactifs Volume/quantité pour une réaction
Milieu nutritif DMEM sans SVF ni antibiotiques 100 uL
plasmide pT7HB2.7 (+/- muté) 0,5 pg (+ 1pl)
plasmide pSLVD3 0,5 ug (+ 1pl)
Réactif de transfection (transIT® - LT1) 3uL

Un blanc correspondant a une transfection sans plasmide a également été réalisé sur
chacune des plaques. Aprés 20 minutes a température ambiante pour favoriser la pénétration des

plasmides dans les liposomes, le mélange a été déposé goutte a goutte et bien perpendiculairement
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aux puits pour favoriser la transfection des plasmides dans les cellules Huh7. Aprés 24 heures de
contact a 37 °C sous 5 % de CO,, le milieu de culture a été changé avec du milieu nutritif DMEM
supplémenté, a nouveau, avec du SVF et des antibiotiques. Le milieu a ensuite été changé tous les
deux jours jusqu’au premier jour de récolte au huitiéme jour. A partir de cette date, le surnageant de
chaque puits a été récupéré puis centrifugé a 3 500 g pendant 30 minutes a 4°C pour éliminer les
débris cellulaires. Une centrifugation de 3500 g ne suffit pas pour culoter les particules. Le
surnageant contenant les particules a ainsi été récupéré et filtré sur un filtre de 0,45 um avant d’étre
congelé a -80°C. Les surnageants du dixieme, du douziéme et du quatorzieme jour ont été récoltés de
la méme facon. Les différents surnageants ont ensuite été poolés avant d’étre quantifiés,

caractérisés et utilisés pour I'infection des cellules HepaRG.

1.4. Caractérisations des particules virales produites dans le surnageant
1.4.1. Quantification ARN VHD par RT- gPCR

La quantité de particules chimériques a été déterminée par quantification de I’ARN du VHD.
L’ARN viral a été extrait a I'aide du kit « Nucléospin RNA virus » (Macherey Nagel) selon le protocole
« Viral RNA isolation from cell-free biological fluids » recommandé par le fournisseur. L’ARN extrait a
subi un traitement a la « DNAse | RNAse free Ambion® » (Applied Biosystem) avec 1 pL de « DNAse |
RNAse free (2 U/ml) » et 1 puL de « DNAse | Buffer 10X ». Le mélange a ensuite été incubé a 37°C
pendant une heure, puis 15 minutes a 70°C pour inactiver la DNAse pour éliminer I’ADN. Cette étape
permet d’éliminer toute contamination d’ADN pouvant influencer la réaction de RT-qPCR. Afin de
procéder a la réaction de RT-qPCR, le kit « Express One-step SYBR® GreenER™ » (Invitrogen) a été
utilisé. La réaction de rétrotranscriptase et la réaction d’amplification de I’ADN ont été réalisées en
une seule étape. Ces réactions ont été réalisées dans des capillaires disposés dans I'appareil
LightCycler (Roche). Le SYBR green utilisé dans la réaction se lie a ’ADNdb et émet un signal
fluorescent lorsqu’il est excité par des rayonnements ultraviolets. Pour quantifier les particules
virales, une gamme étalon d’ARN du VHD a été constituée 3 partir d’'un échantillon de 10° copies
d’ARN du VHD fourni par I’équipe de Lyon (Unité INSERM 1052). La gamme utilisée s’étendait de 10 a
108 copies par réaction.

Les amorces décrites par Scholtes et al. (2012) ont été utilisées pour la réaction de RT-qPCR :

- Sens AgD-F2 : 5'-CGGGCCGGCTACTCTTCT- 3’

- Antisens AgD-R : 5’-AAGGAAGGCCCTCGAGAACA- 3’
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Le mélange réactionnel et le programme d’amplification utilisés pour déterminer, par RT-

gPCR, la quantité de particules chimériques produites sont décrits dans les Tableaux 20 et 21.

Tableau 20 : Mélange réactionnel utilisé pour quantifier les particules chimériques VHB/VHD post-transfection par RT-gPCR
dans le thermocycleur Light Cycler.

Volume/quantité pour une
Réactifs ..
réaction
Matrice (ARN prétraité a la DNAse) 4 uL
« Express Superscript OneStep® » (« SuperScript lll Reverse Transcriptase +
RNAse OUT™ ») 025
« Express SYBR GreenER ™ gPCR Super Mix Universal » 5puL
Amorce sens (10 uM) 0,2 uL
Amorce antisens (10 uM) 0,2 uL
Eau sans ADNase Qsp 10 pL

Tableau 21 : Programme d’amplification utilisé pour quantifier les particules chimériques VHB/VHD post-transfection par RT-
gPCR dans le thermocycleur Light Cycler.

Etapes Température Temps Nombre de cycles

Rétrotranscription 50°C 15 minutes 1 cycle

Dénaturation initiale 95°C 5 minutes 1 cycle
Dénaturation 95°C 10 secondes
Hybridation 60°C 20 secondes

40 cycles
72°C 20 secondes
Elongation
Acquisition du signal

1.4.2. Dosage des protéines d’enveloppe par CMIA (« Chimioluminescent
Assay »)

La présence des protéines d’enveloppe HBs des particules chimériques a été évaluée a I'aide
de I'automate Architect i2000SR (Architect Abbott ®). Pour cela, les kits « HBsAg quantitative » et
« HBsAg Qualitative Il assay » ont été utilisés. Selon le principe de la chimioluminescence, des
microparticules magnétiques recouvertes d’anticorps anti-HBs monoclonaux de souris vont
reconnaitre certains épitopes des protéines d’enveloppe du VHB (AgHBs). Puis, des anticorps
conjugués purifiés a partir d’anticorps monoclonaux de chévre, marqués a I'acridinium, vont interagir
avec ces anticorps murins et émettre un signal détecté par I'automate. Les épitopes reconnus par ces
kits sont les épitopes s121 — 124, s112 — 117 et s187 — 207. Le kit « HBsAg Qualitative Il assay » a la

particularité de détecter également les épitopes s122 — 130 et s166 — 175.
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2. Infection des cellules HepaRG et neutralisation par les anticorps
vaccinaux

2.1. Conditions de culture des cellules HepaRG

Les cellules HepaRG sont sensibles aux infections VHB/Delta. C’est une lignée cellulaire
d’hépatome dérivée d’un carcinome hépatocellulaire provenant d’une patiente atteinte d’une
infection chronique par le VHC [Hayes et Chayama, 2016]. Les cellules HepaRG ont été entretenues
avec du milieu nutritif Williams E (Gibco) complémenté avec 1 % de GlutaMax™, 100 Ul/mL de
pénicilline, 100 pg/mL de streptomycine, de 5 ug/ml d’insuline, de 5 x 10° M d’hydrocortisone
hémisuccinate (Upjohn), 1 % d’acides aminés non essentiels (« Minimum Essential Medium Non
Essential Amino Acid », Gibco) et de 10 % de sérum de veau fétal spécifique FetalClone™ Il (SVF
HyClone™, contenant d’avantages de facteurs de croissance) décomplémenté (chauffage a 56°C
pendant 30 minutes). Les cellules HepaRG ont été cultivées a 37°C sous 5 % de CO; en flasque T75.
Lorsqu’elles sont arrivées a confluence, elles ont été repiquées en plaque 12 puits a raison de
2,5 x 10* cellules par puit. En plague 12 puits, le milieu de culture des cellules HepaRG a été changé
régulierement pendant 14 jours pour entretenir les cellules, sans trypsination jusqu’au moment de la
différenciation des cellules. En effet pour pouvoir infecter ces cellules avec les particules
chimériques, une étape de différenciation est nécessaire. L’addition de 1,8 % de Diméthylsulfoxide
(DMSO) « Hybri-Max » (Sigma-Aldrich), mais également I’hydrocortisone hémisuccinate déja
présente dans le milieu, induit la différenciation des cellules en deux types de morphologies : cellules
épithéliales biliaires et hépatocytaires [Hayes et Chayama, 2016]. Aprées 14 jours, le milieu
d’entretien a été supplémenté de 1,8 % de DMSO « Hybri-Max » et déposé dans les puits a raison de
1 mL par puits pour différencier les cellules. Ces dernieres ont été entretenues pendant 10 jours dans

le milieu de différenciation a raison de deux changements de milieu.

2.2. Infection des cellules HepaRG par le virus de I’hépatite B : entrée du virus
dans les cellules

Lors du dixieme jour post-différenciation, les cellules HepaRG ont été infectées par les
particules chimériques dites « non-répondeurs » (sT125M/sP127T) et « muté 1 » (sT125/sP127T),
produites précédemment, pour observer I'impact de la mutation sT125M sur I'entrée du VHB dans
les cellules. Pour infecter les cellules, cing équivalents génomes viraux (Vge) par cellules ont été
déposés dans les puits, ce qui revient a déposer cing particules pour une cellule. Il faut noter qu’un
puits de cellules HepaRG a confluence est composé d’environ 5 x 10° cellules. Ainsi, le volume de
particules déposé dans les puits a été évalué selon le pourcentage de confluence (généralement

80 %) et la concentration de particules a notre disposition. Le Polyéthyleneglycol (PEG, Sigma-
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Aldrich) a été utilisé pour aider l'infection (4 % par réaction); il favorise les liaisons avec le
glycosaminoglycane. Le mélange réactionnel utilisé pour infecter un puits de cellules HepaRG avec

des particules chimériques VHB/VHD est présenté dans le Tableau 22.

Tableau 22 : Mélange réactionnel utilisé pour I'infection des cellules HepaRG par les particules chimériques VHB/VHD.

Volume/quantité pour une
Réactifs
réaction

Polyéthylene Glycol (PEG) 40 % 50 uL
Particules virales (a déterminer selon la quantité de particules
produites et le pourcentage de confluence des cellules HepaRG X uL

dans les puits)
Milieu de Williams E complémenté sans DSMO Hybri-Max Qsp : 500 - x

Le mélange a été déposé sur les cellules HepaRG et laissé en contact pendant 16 heures a
37°Csous 5 % de CO.. Puis, chaque puits a été vidé et lavé trois fois avec du PBS 1X afin d’éliminer les
particules chimériques qui ne seraient pas entrées dans les cellules. Les puits ont ensuite été remplis
avec 1 mL de milieu Williams E complémenté avec 1,8 % de DMSO « Hybri-Max ». Le surnageant et le
tapis cellulaire ont ensuite été récoltés lors du sixieme jour d’infection. Pour récupérer le tapis
cellulaire, les cellules ont été lavées avec du PBS 1X et décollées avec de la trypsine. Les cellules ont

ensuite été récupérées dans 500 pL de PBS 1X.

2.3. Protocoles de neutralisation de I'infection par les anticorps vaccinaux sur le
modele cellulaire HepaRG

L'étape de neutralisation a été réalisée de la méme maniere que l'infection. Cependant, un
prétraitement avec des échantillons sériques humains a été réalisé sur les particules virales avant de
réaliser le mélange réactionnel. Pour réaliser le test de neutralisation par les anticorps vaccinaux,
deux sérums de patient ont été sélectionnés. Un premier sérum de patient non vacciné, sans
anticorps neutralisants contre I’AgHBs du VHB et non infecté par le VIH et le VHC a été sélectionné
comme sérum témoin de neutralisation (« sérum témoin »). Un second sérum de patient vacciné
contre le VHB et possédant des anticorps neutralisants contre I’AgHBs a été utilisé comme sérum de
neutralisation (‘sérum positif’). Ce sérum avait une concentration en anticorps anti-AgHBs de
924,25 mUI/mL. Les sérums ont préalablement été chauffés a 56°C pendant 30 minutes pour
inactiver le complément. Une quantité constante d’anticorps (231 mUI) a été utilisée pour une
quantité de cellules/particules donnée a raison de 250 pL pour un puits a 100 % de confluence. Les
anticorps anti-HBs et le « sérum témoin », ont été dilués soit au 1/10™¢, 1/100°™ ou 1/1 000%™ et

mise en contact avec les particules chimériques dites « non-répondeurs » (sT125M/sP127T) et
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« muté 1 » (sT125/sP127T). Le contact entre les sérums et les particules virales a été réalisé pendant
une heure a 37°C en mélangeant toutes les 15 minutes. Puis, le méme protocole que I'infection des
cellules HepaRG a été réalisé (les particules virales ont été remplacées par le mélange
sérum/particules).

Le tout a été déposé sur les cellules HepaRG et laissé en contact pendant 16 heures a 37°C

sous 5 % de CO.. Puis, les lavages et la récolte ont été réalisés comme pour l'infection.

2.4. Quantification des particules ayant infectées les cellules

Les cellules HepaRG différenciées sont sensibles a I'infection, mais ne permettent pas la
libération des particules chimériques dans le milieu extracellulaire (Ni et al, 2014). Ainsi, afin de
qguantifier le nombre de particules qui sont entrées dans les cellules, I’/ARN du VHD a été extrait a
partir du culot cellulaire. L'extraction a été réalisée a 'aide du kit « NucleospinRNA Clean-up »
(Macherey Nagel) selon le protocole « RNA isolation from up to 10° cells», selon les
recommandations du fournisseur. Avant de procéder a la RT-gPCR, 8 pL d’ARN extrait ont été traités
a la DNAse (« DNAse | RNAse free Ambion® »). La RT-gqPCR s’est déroulée en deux étapes. Une
premiere étape a permis de réaliser la rétrotranscription de I’ARN en ADN a l'aide des kits « M-MLV
Reverse Transcriptase (200 U/uL) » (Invitrogen) et « RNase OUT ™ Ribonuclease inhibitor »
(Invitrogen). Le mélange réactionnel utilisé pour réaliser I'étape de rétrotranscription est présenté

dans le Tableau 23.

Tableau 23 : Mélange réactionnel utilisé pour réaliser la réaction de rétrotranscription nécessaire a la quantification de
I’ARN du virus de I’hépatite Delta dans le thermocycleur ABI 7500.

Volume/quantité pour une
Réactifs o
réaction
Matrice (ARN prétraité a la DNAse) 10 uL
Tampon 5X First strand Buffer 5uL
DTT0,1M 2,5 L
dNTP (10 mM) 1,25 pL
Rétrotranscriptase M-MLV (200 U/uL) 1,25 uL
RNase OUT ™ (40 U/puL) 0,5 pL
Amorce antisens AgD-R (10 uM) 1ul
Eau sans ADNase Qsp : 25 uL

Les échantillons ont ensuite été déposés dans un thermocycleur pour réaliser la

rétrotranscription selon le programme suivant : une heure a 37°C et dix minutes a 98°C.
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Puis, la quantification de 'ADN généré a été réalisée par qPCR a l'aide du thermocycleur
Applied Biosystems® (ABI) 7500 Real-Time PCR system (Thermo Fisher Scientific). Le mélange

réactionnel et le programme d’amplification sont présentés dans les Tableaux 24 et 25.

Tableau 24 : Mélange réactionnel utilisé pour la réaction de PCR en temps réel permettant de quantifier ’ARN du virus de
I’hépatite Delta présent dans les cellules HepaRG infectées (préalablement rétrotranscrit en ARN).

Volume/quantité pour une
Réactifs
réaction

Matrice (ARN prétraité a la DNAse ayant subi I’étape de rétrotranscriptase) 4 uL

Amorce sens AgD-F (10uM) 0,2 uL

Amorce antisens AgD-R (10 uM) 0,2 uL
Express SYBR GreenER ™ gPCR Super Mix Universal 5puL

Eau sans ADNase Qsp : 10 pL

Tableau 25 : Protocole de PCR en temps réel permettant de quantifier ’ARN du virus de I’hépatite Delta présent dans les
cellules HepaRG infectées (préalablement rétrotranscrit en ARN).

Etapes Température Temps Nombre de cycles
Dénaturation initiale 95°C 5 minutes 1 cycle
Dénaturation 95°C 10 secondes
Hybridation 60°C 20 secondes
40 cycles
72°C 30 secondes
Elongation

Acquisition du signal

2.5. Détermination du pourcentage de neutralisation

Le pourcentage de neutralisation a été évalué selon le calcul suivant :

Nombre de copies/réactions (Sérum témoin — Sérum positif)

% neutralisation = X100

Nombre de copies/réactions Sérum témoin
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Objectifs

L'infection chronique par le virus de I’'hépatite B (VHB) reste un probléme de santé publique
majeur dans le monde. Malgré I'existence de traitement anti-VHB améliorant la durée et la qualité de
vie du patient, la clairance de I’AgHBs, corrélée a un bon pronostic clinique, est difficile a obtenir.
L'AgHBs, formé par les trois glycoprotéines d’enveloppe du VHB, est connu pour sa grande variabilité.
Il joue également un réle important dans I'infection par le VHB. En effet, les protéines d’enveloppe
du VHB sont essentielles a I'entrée du virus dans les cellules sensibles et a la reconnaissance par le
systeme immunitaire de I’'hGte. Les réponses immunitaires de I’'h6te sont a la fois impliquées dans la
clairance du virus et le développement de maladies hépatiques en réponse a l'infection par le VHB
[Chisari et al., 2010]. Certaines mutations des protéines d’enveloppe du VHB pourraient étre
responsables de I'échappement du virus aux défenses de I'hOte et favoriser la persistance de
I'infection. Des premiéres études ont montré que plusieurs substitutions observées autour ou dans le
déterminant « a » pouvaient influencer négativement la liaison aux anticorps anti-HBs [Wu et al.,
2012]. Ainsi, notre premiere étude a été réalisée chez des patients infectés chroniquement par des
souches de VHB de génotype D, génotype prédominant en Europe, pour essayer d’appréhender la
guestion suivante : Comment la variabilité des protéines d’enveloppe du VHB pourrait expliquer la

clairance différentielle de I’AgHBs chez des patients traités par NUCs ?

La variabilité des protéines d’enveloppe a été évaluée par séquencage direct et haut-débit
chez douze patients infectés par le VHB de génotype D dont six présentant une persistance de
I’AgHBs sous traitement (« non-répondeurs ») et six patients présentant une clairance de I’AgHBs
(« répondeurs »). Des analyses in silico ont été réalisées afin d’identifier des signatures
moléculaires sur les protéines d’enveloppe du VHB, spécifiques a un des deux groupes, et leur

influence sur I'antigénicité prédite.

Résultats principaux

Les résultats obtenus chez les patients infectés chroniquement par le VHB de génotype D ont
montré un nombre plus important de mutations sur le géne S que sur la région préS (p= 0,03). Les
mutations majoritaires observées dans la région hydrophile majeure (MHR), région importante
reconnue par le systéme immunitaire, avaient tendance a étre plus fréquemment retrouvées chez les
« non-répondeurs » présentant une persistance de ’AgHBs comparés aux « répondeurs » (16 vs. 7 ;
p=0,1). Sur le géne S, la combinaison des mutations sT125M/sP127T a été observée chez quatre des
six patients « non-répondeurs ». Ces résultats ont été confirmés par une analyse de covariance des

acides aminés. De plus, cette combinaison de mutations, située dans une zone antigénique
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importante de la MHR, le « a » déterminant, est associée a une diminution du pouvoir antigénique
prédit par bio-informatique (logiciel AnTheProt), d’environ 28 % comparée a la séquence consensus
sauvage.

Ma contribution a ce travail s’est portée essentiellement sur I’analyse in vivo et in vitro des
mutations sT125M/sP127T sur un modéle murin, sur un modeéle cellulaire, mais également sur le
séquencage haut-débit des génes préS/S du VHB des douze patients de I'étude.

Les études réalisées sur le modeéle murin ont montré une plus faible réactivité en ELISA du
sérum de souris vaccinées vis-a-vis du mutant sT125M comparé a un peptide sauvage (index:
0,50 +/- 0,07vs. 1,0 +/- 0,13; p=0,0029; Figure 47). Ces résultats étaient cohérents avec la
diminution de I'antigénicité prédite par bio-informatique de cette mutation (-28 %). D’autres
peptides présentés dans le § ‘production de peptides-matériels et méthodes’ (sT125M/sP127T,
sQ129H, sT131A/sM1331/sY134H et sS136Y) n’ont pas montré de différence significative en termes

de réactivité face aux anticorps vaccinaux murins comparés a un peptide sauvage.

1.5+ p = 0,0029

Index

n=9

Peptide Peptide muté
sauvage sT125M

Figure 47 : Réactivité des anticorps vaccinaux murins contre les protéines S face a un peptide sauvage ou un peptide muté en
sT125M.

L'influence du couple de mutations sT125M/sP127T sur le pouvoir infectieux, et notamment
sur I'entrée du virus dans la cellule, et la reconnaissance par les anticorps vaccinaux humains a été
évaluée sur un modele d’infection faisant intervenir les cellules HepaRG. Pour cela, des particules
virales présentant les mutations sT125M/sP127T (« non-répondeur ») et des particules virales
présentant seulement la mutation sP127T (« muté 1 ») ont été produites et quantifiées. La quantité
de particules produites variait de 7 x 10* & 1,4 x 107 copies de génome/mL pour le variant « non-
répondeurs » et de 8,6 x 10* a 3,4 x 107 copies de génome/mL pour le variant « muté 1 ». Aprés avoir
qualifié la présence d’AgHBs par CMIA (« chemiluminescent microparticle immunoassay ») dans le
surnageant de culture, des tests d’infection par les deux variants, « non-répondeurs » et « muté 1 »,

et des tests de neutralisation par des anticorps vaccinaux humains de ces variants avant infection des
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cellules HepaRG ont été réalisés. La comparaison des tests d’infection des cellules HepaRG par le
variant « non-répondeur » ou le variant « muté 1 » n’a pas montré de différences significatives pour
I’entrée du virus dans les cellules (p=0,53). Les premiers tests de neutralisation par les anticorps
vaccinaux ont été réalisés avec différentes concentrations d’anticorps dont les meilleurs résultats
étaient obtenus pour une dilution en anticorps au 1/100°™. Les résultats de neutralisation sont

présentés dans les Tableaux 26 et 27.

Tableau 26 : Pourcentage de neutralisation de I'infection par les anticorps vaccinaux humains observés chez les variants
« non-répondeur » sT125M/sP127T et « muté 1 » sT125T/sP127T, en fonction des dilutions en anticorps vaccinaux testés sur
un modele d’infection du virus de I’hépatite B faisant intervenir des cellules HepaRG.

Pourcentage de neutralisation du
Dilutions des Pourcentage de neutralisation du variant
variant « non-répondeurs »
anticorps vaccinaux « muté 1 » sP127T
sT125M/sP127T
1/10 0% 3%
1/100 3% 100 %
1/1000 0% 0%

Tableau 27 : Pourcentage de neutralisation de I'infection par les anticorps vaccinaux humains observés chez les variants
«muté 1 » sT125T/sP127T et « non-répondeur » sT125M/sP127T avec une dilution au 1/100™¢ des anticorps testés sur un
modeéle d’infection du virus de I’hépatite B faisant intervenir des cellules HepaRG.

Variant sT125M/sP127T Variant sT125T/sP127T
Test « non-répondeur » « muté 1 »
1 3% 100 %
2 10% 80 %

D’apreés ces premiers résultats, il semble que le variant sT125M/sP127T « non-répondeur »
soit moins bien neutralisé par les anticorps vaccinaux humains (3 % et 10 %) que le variant sP127T
« muté 1 » observé chez les « répondeurs » (80 % et 100 %). Ainsi, la mutation sT125M pourrait
influencer la reconnaissance par les anticorps vaccinaux. Cependant, le mauvais rendement
d’infection généralement obtenu avec ce modeéle (10-15 % de cellules infectées) et la quantité faible
de particules produites a I'aide du modele cellulaire Huh7 n’ont pas permis de consolider les
résultats.

D’autre part, I'analyse des variants minoritaires par séquencage haut-débit a mis en évidence
un plus grand nombre de mutations dans la région préS du VHB des patients « répondeurs »
(16 mutations minoritaires chez les « répondeurs » vs. sept chez les « non-répondeurs ») connue
pour étre une zone essentielle au pouvoir infectieux du virus. Les mutations observées dans cette
région pourraient influencer négativement le fitness de réplication du virus et favoriser la clairance

de lIinfection. Sur le géne S, un plus grand nombre de mutations minoritaires ont été observées chez
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les « non-répondeurs ». Elles se situaient principalement dans la région MHR (46,5 % vs. 15 %), et
plus particulierement dans le déterminant « a » (9 vs. 0; p= 0,04), zone essentielle pour la
reconnaissance par les anticorps neutralisants. En effet, seules trois mutations ont été observées
dans la MHR des « répondeurs » (sQ101H, sE164G, sA166V) contre 20 mutations dans la MHR des
« non-répondeurs ». Contrairement aux mutations observées chez les patients « répondeurs »,
conduisant généralement a une augmentation de la prédiction antigénique, les variants observés

chez les « non-répondeurs » étaient associés a une diminution de I’antigénicité prédite.

Conclusion

Dans cette cohorte de patients traités par NUCs, les patients « non-répondeurs », dont
I’AgHBs persistait sous NUCs, ont montré plus de mutations que les « répondeurs » dans la région
MHR, région importante pour la reconnaissance du systeme immunitaire. Ces mutations pourraient
ainsi influencer la reconnaissance du virus par l'immunité humorale de I'h6te et favoriser la
persistance de I'infection. En paralléle, un plus grand nombre de mutations a été retrouvé dans la
région préS des « répondeurs », regroupant de nombreuses zones essentielles au pouvoir infectieux
du virus : le site de fixation aux récepteurs NTCP important pour I'entrée dans les cellules, le
promoteur protéine S essentiel dans de nombreuses étapes du cycle viral (entrée, assemblage) et le
site de fixation a la nucléocapside requis pour I'assemblage des particules. Une mutation dans ces
régions essentielles au pouvoir infectieux du virus pourrait influencer le fitness réplicatif du virus et
favoriser la clairance de I'infection. Cette étude a également pu mettre en évidence une signature
moléculaire associée a la persistance de I’AgHBs : les mutations sT125M et sP127T retrouvées chez
4/6 « non-répondeurs » et aucun « répondeur ». La mutation sT125M a été retrouvée associée a une
antigénicité prédite réduite in silico et a une diminution de la réactivité des anticorps vaccinaux face
a des peptides mutés a cette position. Le séquencage haut-débit a permis de mettre en évidence des
mutations minoritaires associées a une diminution de |’antigénicité chez les patients « non-
répondeurs » contrairement aux « répondeurs ». Ainsi, ces données suggerent que l'incapacité a
atteindre une clairance de I’AgHBs sous NUCs pourrait étre expliquée, au moins partiellement, par
des signatures moléculaires observées sur le géne S du VHB entre les patients présentant une
persistance ou une clairance de I’AgHBs ; ces signatures moléculaires pouvant étre responsables de la
modification du fitness global du VHB.

L’étude a ensuite été élargie a une cohorte de patients infectés par le VHB de génotype A
(deuxieme génotype dominant en Europe) présentant différents profils d’infection : une infection
aiglie ou une co-infection VHB/VIH en plus de patients présentant une infection chronique (mono-

infectés par le VHB).

165



JOURNAL OF VIRAL HEPATITIS

Journal of Viral Hepatitis, 2016

doi:10.1111/jvh.12498

Characterization of hepatitis B virus surface antigen
variability and impact on HBs antigen clearance under

nucleos(t)ide analogue therapy

A. Velay,'" H. Jeulin,*** M. Eschlimann,f B. Malvé,” F. Goehringer,®> M. Bensenqne,4

J-P. Frippiat,® P. Abraham,’ A. M. Ismail,” J. M. Murray,® C. Combet,” F. Zoulim,’

= icki . VOerer '~ 'EA 7300 ‘Stress, Immunité, Pathogénes', Université de Lorraine, Vandoeuvre-les-
P. Bronowicki* and E. Schvoerer' h

Nancy, France; *Laboratoire de Virologie, Centre Hospitalier Universitaire de Nancy, Vandoeuvre-les-Nancy, France; >Service des Maladies

Infectieuses et Tropicales, Centre Hospitalier Universitaire de Nancy, Vandoeuvre-les-Nancy, France; *Service d'Hépato-gastroentérologie, Centre

Hospitalier Universitaire de Nancy, Vandoeuvre-les-Nancy, France; *Department of Clinical Virology, Christian Medical College, Vellore, Tamil Nadu,
India; ®School of Mathematics and Statisticss UNSW Australia, Sydney, NSW, Australia; and ”Unité Inserm UI1052, Université de Lyon, Lyon,

France

Received August 2015; accepted for publication November 2015

SUMMARY. For hepatitis B virus (HBV)-related chronic
infection under treatment by nucleos(t)ide analogues
(NUCs), HBsAg clearance is the ultimate therapeutic goal
but very infrequent. We investigated how HBV envelope
protein variability could lead to differential HBsAg clear-
ance on NUCs. For 12 HBV genotype D patients receiving
NUCs, six resolvers (HBsAg clearance) were compared to
six matched nonresolvers (HBsAg persistence). PreS/S
amino acid (aa) sequences were analysed with bioinfor-
matics to predict HBV envelope antigenicity and aa covari-
ance. To enrich our analyses on very rare resolvers, these
were compared with other HBV genotype D strains in
three characterized clinical cohorts including common
chronically infected patients. The sT125M+sP127T combi-
nation was observed in four nonresolvers of six, corrobo-
rated by aa covariance analysis, associated with a lower
predicted antigenicity than sT125T+sP127P. Concordant

features within this HBV key functional domain, at posi-
tions 125 and 127, were reported from two of the three
comparative cohorts. In our hands, a lower ELISA reactiv-
ity of HBV-vaccinated mice sera was observed against the
sT125M mutant. In the S gene, 56 aa changes in minor
variants were detected in non-resolvers, mainly in the
major hydrophilic region, vs 28 aa changes in resolvers.
Molecular features in patients showing HBsAg persistence
on NUCs argue in favour of a different aa pattern in the
HBV S gene compared to those showing HBsAg clearance.
In nonresolvers, a decrease in HBs ‘a’ determinant anti-
genicity and more frequent mutations in the S gene sug-
gest a role for the HBV envelope characteristics in HBsAg
persistence.

Keywords: anti-HBV treatment, HBV preS/S variability,
hepatitis B Virus.

INTRODUCTION

Hepatitis B virus (HBV)-related infection is a major
worldwide public health problem, with approximately 240
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million people currently living with chronic HBV infection.
Clearance of the virus by anti-HBV treatment is difficult. A
successful treatment will result in the disappearance of
HBV DNA from the blood, followed by HBs antigen (Ag)
clearance and ideally anti-HBs antibody production, also
called a functional cure. But only a few patients will exhi-
bit this optimal profile, with an annual rate of 10-15%
HBsAg loss under treatment by interferon alfa. For nucleot
(s)ide analogues (NUCs), the rate of HBsAg loss reaches
3-6% after 2 years of treatment with tenofovir or
entecavir, and 8-14% after 5 years of tenofovir in HBeAg-
positive patients [1-4]. The difficulty of HBV eradication is
especially due to a long-lasting intracellular HBV reservoir,
the covalently closed circular viral DNA (cccDNA) [5].
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HBs antigens are comprised of the large (LHBs), the
middle (MHBs) and the small surface protein (SHBs). The
major hydrophilic region (MHR), including the ‘a’ determi-
nant, is located on the surface of extracellular particles
[6,7]. HBV envelope glycoproteins are quite variable and
play a crucial role in HBV entry in sensitive cells, as well
as in the stimulation of host immunity.

The first step of HBV cellular infection is the intercation of
the antigenic loop region of HBsAg and heparan sulphate
proteoglycans on the cell membrane [8]. The preS1 segment
then binds to the NTCP receptor (sodium taurocholate
cotransporting polypeptide), a multiple transmembrane
transporter predominantly expressed in the liver [9,10].

Host immune responses play a key role in the evolution
of HBV infection with or withouf treatment pressure. After
primary HBV infection, the adaptive immune response is
responsible for viral clearance and HBV-related disease
pathogenesis. The CD8+ T-cell response acts on viral clear-
ance by triggering direct hepatocyte apoptosis and by
secreting [FN-y, which inhibits HBV replication [11]. The
production of anti-HBs antibodies is needed for HBsAg
neutralization and clearance [12]. Anti-envelope protective
antibodies form a complex with free particles, removing
them from the circulation and preventing HBV attachment
to hepatocytes [13]. Both viral factors (such as high HBV
variability) and host factors (age, immunosuppression) can
inhibit antibody-mediated HBV neutralization. Monoclonal
antibodies generated from vaccinated individuals mainly
bind to the loop domain of the small HBsAg [14], but
several amino acid substitutions around or within the
corresponding ‘a’ determinant can impair HBs antibody
binding and favour HBV immune escape [12].

Molecular characteristics of HBV envelope proteins may
favour better viral fitness at the entry step into hepatocytes
and/or HBV escape from host immunity. Here we investi-
gated whether variability of HBV envelope proteins can
contribute to the differential responses to anti-HBV
treatment in patients (HBsAg clearance or persistence).
Our data obtained by direct sequencing were compared
with HBV sequences from three cohorts of HBV genotype
D-infected patients. The mutation sT125M, a molecular
signature observed in nonresolvers on NUCs with HBsAg
persistence, was studied for its impact on ELISA reactivity of
HBV-vaccinated mice sera. Moreover, ultra-deep sequenc-
ing (UDS) of preS/S genes allowed us to characterize minor
HBV variants.

MATERIALS AND METHODS

Patients

Serum samples were collected from 12 patients with HBV
infection, genotype D, followed in Hepato-gastroenterology,
University Hospital, Nancy, France (study DC-2013-1801).
Informed consent was obtained, and the study was

approved by the ‘Comité de Protection des Personnes —
CPP de Lorraine’ (DC-2013-1801), in accordance with
international guidelines (Helsinki). Inclusion criteria were
as follows: adult patients chronically infected with HBV,
treated with NUCs, and without HIV, HCV or HDV co-
infection. HBV viral load (threshold at 20 IU/mL; Roche
Cobas®, Roche Diagnostics France, Meylan, France) and
HBs antigen levels (Architect Abbott®, Abbott France,
Rungis, France) were analysed. Biological, clinical and
therapeutic data were retrospectively collected. Patients
were classified as resolvers when achieving HBsAg clear-
ance, or nonresolvers in the event of HBsAg persistence,
and paired according to age and gender.

Our data were compared with HBV genotype D
sequences drawn from three characterized clinical cohorts:
68 sequences from treatment naive patients with chronic
HBV infection [15], 76 sequences from chronically HBV-
infected patients analysed at baseline before the initiation
of treatment pressure [16], 113 sequences from patients
chronically HBV infected and treated with NUCs according
to European/American guidelines [17].

Direct sequencing

Hepatitis B virus DNA was amplified for the preS1, preS2
and S genes using a nested PCR. The primers used for the
S gene were P2f [18]/979 [19] for the first round, P2f/S8
[20] and P7a [20]/979 for nested PCR. The primers for
the first round of the preS1 and preS2 genes were
P4 [20]/P7arev (5'-GACTGCGAATTTTGGCCAA-3'); pri-
mers for the nested PCR were P4 /PreSr [19].

For both PCRs, a Phusion Master Mix 2X (ThermoFisher
Scientific, Courtaboeuf, France) was used. Amplicons were
directly sequenced using the BigDye Terminator v1.1 kit
(Applied Biosystems; Foster City, CA, USA) and an auto-
mated DNA sequencer (ABI PRISM 3100; Applied Biosys-
tems).

Bioinformatics

Nucleic and aa sequences were analysed using Meca 5.2
software (freeware). The positions of mutations in the ‘S’
open reading frame were identified by an ‘s’ prefix. The esti-
mation of selective pressure by calculating synonymous (dS)
vs nonsynonymous substitutions (dN), dN/dS, was per-
formed with the Nei-Gojobori method, Jukes—Cantor correc-
tion. The AnTheProt software (freeware) was used to
predict the antigenicity of aa sequences [21,22]. Sets of
covarying pairs, based on the aa sequences, were calculated
for the preS region and S gene sequences as previously
described [23]. Aa combinations from the set of covarying
pairs that were present in one group (i.e. resolver or nonre-
solver) but not the other were called separating pairs. The
overall frequency of mutations was compared to the HBVdb
release r23 (http://hbvdb.ibcp.fr) [24].

© 2016 John Wiley & Sons Ltd



Data obtained by direct sequencing of genotype D HBV
strains in the three previously published clinical cohorts
mentioned above were compared with our results within
the MHR.

Ultra-deep sequencing

Ultra-deep sequencing was performed using the Ion
Personal Genome Machine (PGM) Sequencer (ThermoFisher
Scientific, Courtaboeuf, France), after HBV DNA amplifica-
tion by PCR used for direct sequencing (see above). Ampli-
cons were cut to 200-bp fragments. After an emulsion PCR
(Ion OneTouch 200 Template Kit v2, ThermoFisher Scienti-
fic, Courtaboeuf, France), each DNA fragment was
sequenced onto an ion 214 chip (Ion"PGM 200 Sequencing
Kit v2, ThermoFisher Scientific, Courtaboeuf, France).
Sequences from each read obtained by UDS were aligned to
the HBV genotype D sequence (AY161150) using the Next-
gene software (Softgenetics, State College, PA, USA). The
cut-off for the mutation frequency was set at 2.5% with
visual correction of sequences for insertion and deletions.

In vivo antigenicity evaluation

Female BALB/c mice (Charles River, Saint Germain-sur-
L’Arbresle, France) were used. Ten-week-old mice were
immunized using 100 pL of the Engerix B vaccine (i.e.
2 pg of nonglycosylated SHBs protein), injected intraperi-
toneally at day O and week 3. At week 4, sera were col-
lected. Nine mice were used for the experiments, in
accordance with the National Legislation about the protec-
tion of animals used for experimental purposes and local
ethics committee (authorization number 75-1641).

For ELISA, 96-well plates were coated with peptides
adapted from Tajiri et al. [14], corresponding to the
120-136 aa region of the S protein (wild-type peptide:
NH2-PCRTCTTPAQGTSMYPS-CONH2 and sT125M-
mutated peptide: NH2-PCRTCMTPAQGTSMYPS-CONH2)
with the s121-124 disulphide bridge, and linked to bovine
serum albumin protein (Proteogenix, Schiltigheim, France).
The reactivity of immunized mouse sera against peptides
was tested using a conventional ELISA procedure, with
sera from unimmunized mice used as negative controls.
The results were expressed as an index corresponding to
the ratio between the mean optical density (OD) of the trip-
licate results for each sample and the mean OD of the trip-
licate results of serum from immunized mice used as a
calibrator.

Statistical analyses

All statistical analyses were performed using GraphPad
Prism software (GraphPad Software Inc., La Jolla, CA,
USA). Two groups, resolvers and nonresolvers, were com-
pared using Student’s t-test or Mann—Whitney U-test for

© 2016 John Wiley & Sons Ltd
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HBeAg positivity, HBV plasma DNA level, presence/absence
of sT125M mutation, the predicted antigenicity of S pro-
tein and genomic variability within functional areas of the
HBV envelope proteins. The ELISA reactivity of sera from
HBV-vaccinated mice against wild-type compared with the
sT125M-mutated peptide was evaluated using Student’s t-
test. A P-value of <0.05 was considered statistically signifi-
cant.

RESULTS

Patients

The 12 patients were eight men and four women, aged 38—
76 years at inclusion, and infected by HBV genotype D ( 1).

Each patient received sequentially one to three different
NUCs including lamivudine, tenofovir, entecavir or ade-
fovir, or combinations such as entecavir + tenofovir, lami-
vudine + adefovir or entecavir + adefovir. Two patients
(one resolver and one nonresolver) received interferon
before treatment by NUCs.

Direct sequencing

Variability in the S and in the preS regions

The overall analysis of sequences from genotype D resol-
vers highlighted 22 aa changes within the 226 aa HBV S
sequences (9.70%): five of the 22 changes, concerning
three of six patients, were located in the MHR region (aa
110, 118, 127, 134, 142). In preS sequences of resolvers,
12 aa changes within the 163 aa preS sequences (7.36%)
were observed.

Alignment of the S ORF sequences of HBV genotype D
for nonresolvers showed 23/226 (10.17%) aa changes:
eight of 23 changes, concerning five of six patients, were
located in the MHR region (aa 112, 113, 118, 125, 127,
136, 159, 164). The variations observed in the 163 aa
preS sequence were about 7.36% (12/163). Bioinformatics
did not support any selective pressure for the S gene
mutations.

Two molecular signatures in the S gene were identified in
nonresolvers at residue s125 and s127

Comparison of sequences between the two groups of
patients revealed two molecular signatures, located in the
‘a’ determinant, sT125M and sP127T, relating to nonre-
sponse status. The sT125M mutation was only detected in
nonresolvers (four of six). A threonine in position 127 was
present in only two of six resolvers and in five of six nonre-
solvers. The sT125M + sP127T combination was associ-
ated with HBsAg persistence under NUCs (P = 0.02).
Among the 3415 S ORF genotype D sequences of the
HBVdb r23 [24], the sT125M frequency was 8.7% (298/
3415), almost always associated with sP127T (96%) as
described in our cohort. Within the HBVdb, the sT125M
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mutation was only found in genotype D (< 1% for geno-
types A, B and C). The sP127T was observed in 30.5% of
genotype D sequences, was rare in genotype B (1.7%) and
present at less than 1% for genotypes A and C. The
sT125M had no impact on the RT gene (rtH133H),
whereas the sP127T induced a mutation in RT (rtS135Y
or rtS135N or rtS135H).

With regard to these molecular signatures, relevant
features were retained from previously HBV genotype D
published cohorts [15-17]. Interestingly, the mutations
sT125M and sP127T were highly frequent in chronically
HBV-infected patients without NUCs reported by Datta
et al. [15], at 50% and 54.4% (and sP127I, 17.6%),
respectively; they were also common in 13.1% and fre-
quent in 76.3% of the patients investigated by Ismail et al.
Moreover, at position 118, another sT118V mutant was
highly represented, at 59.2% [16]. The corresponding resi-
dues were conserved within the HBV strains published by
Al Baglani et al. [17]. In patients investigated by Ismail
et al., the mean number of mutations in the MHR was
similar to that observed in nonresolvers in our cohort
(2.59 vs 2.67 mutations/patient). When separate analyses
were realized according to virological response to NUCs
(i.e. HBV DNA reduction or undetectable HBV DNA), the
mean number of mutations in MHR and in the ‘a’ determi-
nant was not different between patients with and without
virological ‘response’ as defined by Ismail (P = 0.18 and
P = 0.267, ns, respectively).

Covariance analysis revealed aa combinations associated with
‘nonresponse’

With a minimum covariance value of 0.145, there were
approximately 20 covarying pairs in the preS1 sequences
and 40 in the S sequences. An attempt was made to
separate pairs within the resolver or nonresolver networks.
There were a number of separating pairs exhibited by non-
resolver patients 2, 3, 4 and 6 (Fig. 1) that included the
sT125M + sP127T mutations.
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The sT125M mutation was associated with a lower predicted S
antigenicity

In the S protein harbouring the sT125M + sP127T muta-
tions (four of six nonresolvers), the predicted antigenic
peak was clearly lower than patterns containing
sT125T + sP127P or sT125T +sP127T observed in
resolvers. At position sT125M, the peak height was
significantly decreased in nonresolvers compared to resol-
vers (P = 0.04). By introducing the sT125M + sP127T
mutations within an S consensus sequence of genotype D
(HBVdb), we observed a decrease of in silico predicted
antigenicity (Fig. 2) essentially due to the sT125M
mutation.

A decrease in serum ELISA reactivity was observed
against a sT125M-mutated peptide after mouse
anti-HBV vaccination

To assess a potential escape from host immunity, the
ELISA reactivity of sera from nine vaccinated mice was
evaluated against wild-type or sT125M-mutated peptides.
Intra-assay variability of ELISA was checked on 10 points
(3-8%), with absence of ELISA reactivity for nonimmu-
nized mice sera. For the nine mice, the ELISA reactivity
was lower against the mutated sT125M peptide compared
to wild-type peptide (index = 0.50 £ 0.07 vs 1.0 &+ 0.13,
P = 0.0029 Student’s t-test, Fig. 3).

Ultra-deep sequencing

Ultra-deep sequencing generated 1 607 420 sequence
reads (60 075-134 940 per sample in S gene and
42 048-133 136 per sample in preS gene) of 175-214-bp
length, with a median value of 75 029 reads/sample. The
sequence reads encompassed the entire S and preS genes.
The median coverage was 20 219 reads per nucleotide
(14 908 for S gene and 28 335 for preS genes).

(a) (b)

(c)

/ N\
(18T — 127.T|

Fig. 1 Highly covarying aa networks for (a) the preS gene, (b) the S gene and (c) the network of S gene separating
covarying pairs common to four of six nonresolvers and to no resolvers.

© 2016 John Wiley & Sons Ltd
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Fig. 2 Antigenic profiles of S protein (amino acid 1-226) of genotype D HBV (higher the peak is, higher the predicted
antigenicity is): (a) consensus sequence established from HBVdb (http://hbvdb.ibcp.fr); (b) consensus sequence with
mutations sT125M and sP127T with decreased predicted antigenicity (grey area).

1.8
1.6
14
12

INDEX

0.8
0.6
0.4
0.2

QP‘
g

@0\) @0\) @0\) @0 @0\)

2\ > 9
& o il

@0\) @0\) @00 ¢0°

F

Fig. 3 ELISA reactivity after immunization in mice (n = 9): reactivity of sera from HBV § protein vaccinated mice (n = 9)
against wild-type (white) and sT125M-mutated (black) peptides of the s120-136 amino acid region of HBV S protein
(index:ratio between the mean optical density (OD) of the triplicate results for each sample and the mean OD of the
triplicate results of a serum from immunized mice used as a calibrator).

Ultra-deep sequencing showed more frequent mutations in the S
gene in nonresolvers compared to resolvers

Hepatitis B virus (HBV) sequences from UDS were com-
pared to sequences from direct sequencing for 12 patients
with the aim of highlighting possible minor variants.
In addition to the mutations detected by direct genotyp-
ing, some minor wild-type variants were detected, espe-
cially the variant sT125T found in NR4 (14%).

In the S gene, UDS allowed us to highlight 28
supplementary aa changes in resolvers vs a higher level of
56 aa changes in nonresolvers (Fig. 4a). Among the 43
mutations which were observed exclusively in nonresolvers,
20 (46.5%) were located in the MHR, including nine muta-
tions in the ‘a’ determinant (Fig. 4c). Among the 20 muta-
tions exclusively found in resolvers, only three were located
in the MHR (sQ101H, sE164G, sA166V) and none in the ‘a’
determinant. In one nonresolver (NR5), two major variants

(60% and 25%) with deletions in the ‘a’ determinant were
detected, associated with one minor variant with a truncated
protein (8%) and minor complete variants (7%).

In the preS gene, 13 supplementary aa changes were
highlighted in resolvers vs five in nonresolvers (Fig. 4b).
The mutations were located in preS1 and preS2, without
involving the NTCP binding site. Minor variants with
various patterns of deletions were also observed in preS in
patient pair number 3, with a larger deletion in the nonre-
solver in preS1 and preS2, in areas without any reported
functional role.

In nonresolvers, UDS identified a higher genomic
variability in functional regions of the S protein, namely
the ‘a’ determinant (P = 0.04), the cytosolic loop-1
(P = 0.7, ns) and the MHR (P = 0.1, ns) (Fig. 5).

The quasispecies diversity was low whatever the gene
or HBsAg clearance: d=0.013 for resolvers vs

© 2016 John Wiley & Sons Ltd
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d = 0.009 for nonresolvers in S, d = 0.011 for resolvers
vs d = 0.008 for nonresolvers in preS (overall mean dis-
tances calculated according to the Kimura two-parameter
method). The distribution of normalized Shannon entropy
was <0.1 for S and preS areas.

Antigenicity evaluated in silico for minor HBV envelope
variants
In the preS region, the mutations detected by UDS in
nonresolvers had no impact on predicted antigenicity. In
resolvers, two variants (P160L, 5.8% and R124P+R126D,
18%) showed a higher predicted antigenicity while two vari-
ants (T4ON+D43D, 3.66% and Q121P, 7.9%) gave a lower
antigenicity.

In the S gene, most of the mutations (sL49R, sY1008S,
sL209S, sS210R, sW182F+sV184G+sL186H, 5.35-36%)

© 2016 John Wiley & Sons Ltd

led to a higher predicted antigenicity in resolvers. A few
mutations (sY134F, sE164G, sL205M, sL216F, 2.1-4.1%)
were associated with a lower predicted antigenicity. In non-
resolver patients, some variants (sSN4ON/S+sT46P+sL49L/R,
sP56P/Q+sT571+sN59S+sS64C, sY200F+sS204S+sL205L+
sI208T/1, 10.4-12%) showed a lower predicted antigenicity.
For these patients, we also observed some mutations associ-
ated with higher predicted antigenicity (sT5T+sG10R,
sN4ON/S+sT46P/T, sI208T+sS210S, sM198I+sW199L+-
sY200Y, sY200F, sS204R+sL205M+sI208T/I, sS20
4R+sY206Y, 3.2-38.2%).

DISCUSSION

Factors favouring HBsAg clearance during antiviral treat-
ment by NUCs are not well known, and their molecular
mechanisms are not yet clear. In previous studies, HBsAg
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Fig. 5 Mean number of mutations within functional areas of HBV envelope, in resolvers (clear bar) and in nonresolvers
(dark bar) (*P = 0.04) (TMD, transmembrane domain; CYL, cytosolic loop; MHR, major hydrophilic region).

clearance on NUCs has been correlated with high pretreat-
ment alanine aminotransferase levels, older age and HBeAg
loss, while for other authors, older age and inactive carrier
status were the only independent predictors of HBsAg clear-
ance [25,26]. Recent data also described a decrease of serum
empty virions, correlated with HBsAg decrease, in patients
who achieved HBsAg loss [27]. In this study, our aim was to
investigate the possible influence of HBV envelope glycopro-
tein variability on HBsAg loss under treatment pressure.

In our cohort, HBV strains first investigated by direct gene
sequencing showed the sT125M mutation (HBV envelope ‘a’
segment) more frequently in nonresolvers than in resolvers.
The sT125M mutation was previously described in HBV
subgenotype D3 either among HBV monoinfected patients
[28] or intravenous drug users who were HIV/HBV coin-
fected [29,30]. In HIV/HBYV coinfected patients, all resolvers
exhibited the wild-type sT125 aa, while one patient with
final HBV reactivation had the sT125M mutation [29]. Else-
where, Velu et al. [31] reported the presence of sT125M and
sP127T in a baby infected after vertical transmission despite
HBYV vaccination at birth.

We had to compare our data obtained on a small size
cohort because of the scarcity of HBsAg clearance in
patients chronically infected by HBV. Thus, we investigated
the positions at which the aa signatures were retained in
our study, in comparison with three clinical cohorts for
which HBV genotype D sequences had been deposited in
GenBank. As mentioned in the Results, these analyses
allowed us to reinforce the relevance of our own observa-
tions according to two of the studies at positions 125, 127
and 118, even though the corresponding HBV genomic
area was conserved in the third work [17]. In the cohort
of Ismail et al., DNA reduction or negativity under NUCs
was not associated to MHR variability, while mutations in
the ‘a’ determinant were associated to HBsAg persistence

© 2016 John Wiley & Sons Ltd

in our cohort. This corroborates the important role of the
immune response in the resolution of the infection. Inter-
estingly, in a study performed by Rodriguez Lay et al. [32]
on HBV strains in Cuba, mutations associated with
immune escape within the S gene from HBV genotype Al,
A2, C1 were also frequently reported in the B cell epitope
aa 124-147 and in the MHR. These data globally suggest
that the ‘a’ determinant, as the immunodominant region
of HBsAg stabilized by a conserved disulphide bridge of cys-
teine residues, can play a role in HBsAg persistence or
clearance. The related tridimensional folding of the protein
in this region is also involved in viral entry [33,34]. Thus,
mutations occurring in the close vicinity of this region
may result in reduced antigenicity and/or in variable viral
cellular entry and in subsequent functional in vive impact.
A modified detection of HBsAg by current immunoassays
was reported, regarding position 125 (genotype D) [35] or
positions 120, 123 and 126 (genotype B and C) [36,37].
Moreover, the residue sT125A was reported in a
chronically infected patient associated with reduced anti-
genicity when evaluated by a phenotypic study in Huh-7
cells [38]. Using site-directed mutagenesis, it has been
shown that sG119, sP120, sC121, sR122 and sC124 are
required for HBV infectivity [34,39]. At last, in our study,
the classification of patients according to HBsAg detection
was carried out using a widely used method presenting a
high sensitivity for the different viral variants [40]. How-
ever, we have to keep in mind that the exact HBsAg levels
could be mis-evaluated in new emerging HBV variants,
even though good technical controls are regularly per-
formed on this commercial assay.

As the mutation sT125M, in combination with s127T or
s127P, was associated with decreased predicted antigenicity,
the reactivity of sera from HBV-vaccinated mice was tested
in our homemade ELISA against wild-type or the sT125M-
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mutated peptide. The sera from vaccinated mice showed
lower reactivity to the sT125M-mutated peptide than to the
wild-type peptide (P = 0.0029). Consistently, in silico analy-
ses predicted a decreased antigenicity in the presence of the
sT125M mutation. These two concordant results suggest
that a lower humoral response against sT125M HBV strains
could contribute to HBsAg persistence in patients. However,
individual viral mutations must be analysed with caution.
The evolution of HBV in a clinical setting is probably due to
a multifactorial process [31,41]. In the present study, HBeAg
positivity (2/6 resolvers vs 1/6 nonresolver) and HBV
plasma DNA level (4.3 + 2.5 vs 4.5 = 0.5 log IU/mL) were
not statistically associated to HBsAg clearance or persis-
tence, respectively.

Our covariance approach showed more separating pairs
in nonresolvers than in resolvers in the S and preS genes.
The sT125M-sP127T connection observed by covariance
investigation was consistent with the above-mentioned
analyses. Interestingly, the presence of fewer mutations
and separating pairs in the S gene in resolvers than in
nonresolvers in our cohort is consistent with a previous
study in patients infected by HBV, genotype D. In this
study, a significantly lower mean pairwise genetic distance
was demonstrated in genes encoding structural proteins in
the event of HBsAg loss compared to control patients. This
difference was higher in the ‘a’ determinant that we
highlighted in our study [42].

In our cohort, UDS identified minor viral variants
harbouring mutations in the S gene more frequently in non-
resolvers than in resolvers, and more often located in areas
which are crucial for the humoral immune response, that is
the MHR and the ‘a’ determinant. The 20 aa changes in the
MHR for nonresolvers are quite rare overall in HBV-infected
patients (0.032-1.033%) [24]. Eight of these changes were
associated with decreased antigenicity: sL109P/Q, sI110L,
sS113T, sQ129H, sT131N, sM133T and sG145R [43-48].
Of the two nonresolvers without the sT125M+sP127T
mutations, patient NR1 had three different variants with aa
changes possibly associated with an evasion from the host
immune response (sL1090Q, 7.8%; sI110L, 9.9%; sG145R,
8.7%). Patient NR5 showed two major variants (60% and
25%) with deletion of, respectively, two and three aa (110-
112) in the S, a truncated HBV S protein (I110%*, 8%) and
only 7% minor complete variants. Even though aa 110-112
are not located in the ‘a’ determinant, it is likely that the loss
of these aa leads to a structural modification of the antigenic
loop and antibody-mediated reactivity. Similarly, Greiner
et al. [49] have demonstrated that HBsAgs with modified
conformation were not recognized by monoclonal antibodies
specific for conformational S epitopes. Among the mutations
exclusively found in the resolvers, only three of 20 were
located in the MHR (sQ101H, sE164G and sA166V), and to

our knowledge, none were associated with decreased anti-
genicity. Moreover, in resolvers, we never observed any
mutations in sites that are crucial to fixation to heparan sul-
phate [50].

In our cohort, the preS1 and preS2 genes showed
more frequent minor variants in resolvers than in nonre-
solvers. In previous studies, the mean pairwise genetic
distance was similar between patients exhibiting HBsAg
loss and control patients in preS1/S2 [42]. Mutations in
preS regions may modify the expression of HBsAg [51]
and could therefore play a variable role in HBsAg clear-
ance by modifying its antigenicity and/or viral replication
cycle.

Elsewhere, mutations observed at HBsAg N-glycosylation
residues in MHR seem to be involved in HBV immune
escape [52]. In our cohort, only one supplementary site of
N-glycosylation (Asn-X-Thr/Ser) was observed at residue
113 for NR5 patient.

In conclusion, in our cohort of patients treated with
anti-HBV NUCs, nonresolvers (HBV DNA negative, HBsAg
positive) showed more mutations in the MHR of the §
protein compared to resolvers (HBV DNA negative,
HBsAg clearance). HBV strains from nonresolvers more
frequently exhibited the sT125M mutation in the S ‘a’
segment, combined with sP127T. The sT125M mutation
was associated with a lower in silico predicted antigenic-
ity and lower ELISA reactivity of HBV-vaccinated mouse
sera. In nonresolvers, for viral strains without the
sT125M mutation, UDS showed minor variants usually
associated with decreased predicted antigenicity. These
data suggest that failure to achieve HBsAg clearance
under NUCs may be related, at least partially, to a differ-
ence in the molecular pattern of the HBV S gene
between resolvers and nonresolvers, possibly modifying
global HBV fitness.
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Objectifs

De la méme fagon que pour la précédente étude, nous nous sommes intéressés a la
variabilité des protéines d’enveloppe du VHB chez des patients infectés par des souches de VHB de
génotype A (second génotype prédominant en Europe) dans le but de rechercher de nouvelles
signatures moléculaires associées a la persistance de I’AgHBs. L'étude a également été élargie a
différents profils cliniques de patients présentant soit une hépatite B aiglie, soit une hépatite B
chronique, soit une hépatite B chronique associée a une co-infection par le VIH. Ces derniers
présentant potentiellement un systéeme immunitaire affaibli par I'infection par le VIH. Ainsi, cette
seconde cohorte a été établie pour répondre a la question suivante : Est-ce que la variabilité des
protéines d’enveloppe du VHB pourrait expliquer, au moins partiellement, I’évolution de I'infection
par le VHB chez des patients avec ou sans traitement par NUCs ?

La variabilité des protéines d’enveloppe a été évaluée par séquencage direct et haut-débit
chez 15 patients infectés par le VHB de génotype A séparés en trois sous-groupes : quatre patients
infectés chroniquement sous traitement (deux « répondeurs » vs. deux « non-répondeurs »), cing
patients présentant une infection aiglie sans traitement (trois « répondeurs » vs. deux « non-
répondeurs » qui ont évolué vers la chronicité) et six patients co-infectés par le VIH et le VHB sous
traitement (deux « répondeurs » vs. quatre « non-répondeurs »). Des analyses in silico ont été
réalisées afin d’identifier de potentielles signatures moléculaires sur les protéines d’enveloppe du

VHB pouvant contribuer a I’évolution clinique de I'infection associée au statut AgHBs.

Résultats principaux

Tous les patients étudiés étaient infectés par le méme sous-génotype A2, le plus commun en
Europe [Ito et al., 2016]. Le gene S avait tendance a étre plus variable que la région préS (p=0,08). Sur
la région préS, un nombre plus important de mutations majoritaires a été retrouvé chez les patients
infectés chroniquement par le VHB (infection chronique et co-infection VIH) comparée aux patients
avec une infection aiglie (p=0,05). De méme, sur le géne S, un plus grand nombre de mutations
majoritaires et minoritaires ont été observées chez les patients avec une infection chronique par le
VHB (p=0,05).

L'analyse des mutations majoritaires observées chez les patients présentant une infection
aiglie a mis en évidence plus de mutations sur le géne S des « non-répondeurs » que des
« répondeurs » (p=0,03). Par ailleurs, aucune mutation n’a été observée dans la MHR des
« répondeurs ». De plus, les mutations majoritaires observées sur les génes préS/S de ce groupe sont
plus souvent retrouvées dans les épitopes des lymphocytes B et T pour les « non-répondeurs »

comparés aux « répondeurs » (p=0,02).
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Une pression de sélection positive a été observée seulement sur le gene S des « non-
répondeurs » mono-infectés par le VHB (mono-infection chronique par le VHB et infection aigtie ;
p=0,04) et sur le gene S des « répondeurs » du groupe des co-infectés (p=0,018). Aucune pression de
sélection positive n’a été observée pour la région prés.

Dans la région MHR, le nombre moyen de mutations majoritaires et minoritaires par patient
était plus important chez les « non-répondeurs » (5,4 vs. 2,2 pour les « répondeurs »). Par ailleurs,
4/6 des patients « répondeurs » ne présentaient pas de mutation dans le déterminant « a », région
importante reconnue par les anticorps neutralisants. La composition des différents haplotypes,
présents dans la MHR de 11/13 des patients, a été évaluée. La complexité était supérieure a 0,1 pour
3/6 des « non-répondeurs » et 2/5 des « répondeurs ». Par ailleurs, sur le géne S, la complexité était
plus faible chez les patients présentant une infection aiglie comparée aux patients infectés de facon
chronique par le VHB (p=0,046). L'antigénicité prédite moyenne a été calculée pour chaque
haplotype et comparée a I'antigénicité prédite moyenne de la séquence consensus A2. Une tendance
a avoir plus d’haplotypes présentant une diminution de I'antigénicité prédite a été observée chez les
« non-répondeurs » (p=0,07).

L'analyse des séquences obtenues en séquencgage direct et haut-débit a permis de mettre en
évidence huit mutations retrouvées que chez les « non-répondeurs » et présentes dans au moins
deux groupes différents : deux dans la région préS (W4stop, n=2; T173A, n=2) et six sur le géne S
(sR79H, n=2; sT118A, n=3; sF134Y, n=2; sY161F, n=3; sE164D, n=3; sV209L, n=2). Parmi ces
mutations, la mutation sY161F, localisée dans la MHR, a été retrouvée exclusivement chez 3/8 des
« non-répondeurs » et était associée a une diminution d’environ 28 % de I'antigénicité prédite.

Par ailleurs, des délétions ont été observées seulement chez les « non-répondeurs », toutes

localisées dans des épitopes des lymphocytes B et T.

Conclusion

Dans cette étude portant sur des patients infectés par le VHB de génotype A et présentant
différents profils cliniques, nous avons pu observer une plus grande variabilité des protéines
d’enveloppe du VHB chez les patients présentant une persistance de I’AgHBs et plus particulierement
dans la région MHR. Par ailleurs, ces mutations étaient généralement localisées dans des épitopes
importants pour la reconnaissance par le systéme immunitaire de I'hGte. De plus, I'analyse des
mutations observées chez les différents patients a permis de mettre en évidence huit mutations
observées exclusivement chez les « non-répondeurs ». Parmi ces mutations, la mutation sY161F,
retrouvée chez 3/8 des « non-répondeurs », a été associée a une diminution de I'antigénicité prédite

de 28%. De plus, des délétions, localisées dans les épitopes des lymphocytes B et T, ont
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exclusivement été observées chez des « non-répondeurs ». Par cette étude, nous avons pu montrer
que la persistance de I’AgHBs pouvait étre, au moins partiellement, corrélée avec des mutations et
des délétions observées dans des régions importantes pour la reconnaissance par le systéeme
immunitaire de I'h6te. Ainsi, ces données vont dans le méme sens que les résultats observés dans la
premiere étude sur le VHB de génotype D et suggerent que la variabilité de I'enveloppe du VHB
pourrait favoriser I'échappement immunitaire quels que soient les profils cliniques de ces patients

infectés par le VHB de génotype A ou D.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Background: More than 240 million people are chronically infected by hepatitis B virus (HBV) worldwide.
Deletions Envelope proteins play a crucial role in viral cellular entry and immune recognition. The loss of HBs antigen
HBV preS/S variability (HBsAg) correlated with a good clinical prognosis is rarely achieved with or without treatment (3-16%).
HBV/HIV coinfection Objectives: HBV envelope variability was investigated according to HBsAg persistence.

ey Study design: The cohort consisted of 15 HBV genotype A-infected patients divided into “resolvers”, with HBsAg

I escal : ; : 3
e ERLe clearance, and “non-resolvers”, with HBsAg persistence and in subgroups: acute (n = 5, AHBV) or chronic in-

fection (n = 4, CHBV) and HBV/HIV coinfection (n = 6, CHBV/HIV). HBV S and preS sequences were studied
by direct and ultra-deep sequencing. Amino acid sequences were analyzed with bioinformatics for predicted
antigenicity.

Results: In S gene, the complexity was lower in AHBV than in chronic-infected patients (p = 0.046). Major
mutations, detected using direct sequencing, were more frequent in AHBV developing chronicity (p = 0.01)
than in AHBV resolvers. In the Major Hydrophilic Region, more frequent mutations were observed in non-
resolvers versus resolvers (p = 0.047) and non-resolvers tended to have more haplotypes with a reduced pre-
dicted antigenicity (p = 0.07). Most of the mutations in preS/S region were found rather in epitopic than in non-
epitopic areas (p = 0.025). Interestingly, the mutation sY161F found in 3/8 non-resolvers was associated with a
decrease in predicted antigenicity (28%; AnTheProt).

Conclusions: HBsAg persistence was correlated with mutations and deletions in areas playing a key role in im-
mune recognition. These data suggest that variability in HBV envelope could favor immune escape in various
clinical settings of HBV genotype A-infected patients.

1. Background neutralizing antibodies [6]. Amino acid substitutions around or within
the “a” determinant and/or mutations and deletions in preS region can

Despite vaccination, hepatitis B virus (HBV) infection remains dif- be responsible for immune escape [7,3]. Molecular characteristics of
ficult to eradicate [1]. HBV envelope glycoproteins, forming HBs an- HBV envelope proteins may thus favor viral fitness at the entry step
tigen (HBsAg), are crucial for entry into hepatocyte [2], and are tar- and/or HBV escape to host immunity. Our previous data on HBV gen-

geted by the immune system [3-5]. HBsAg exhibits numerous B-cells otype D-infected patients suggested that failure to achieve HBsAg
and T-cells epitopes, including the major hydrophilic region (MHR, aa clearance under nucleos(t)ide analogues (NUCs) could be related to a
§99-5169) with “a” determinant (aa s124-s147) targeted by differential molecular pattern of HBV S genes [9].
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2. Objectives

Functional cure of HBV infection defined by undetectable viral load,
HBsAg clearance and ideally anti-HBs antibody production is a rare
event in mono or coinfected patients (3-7% without treatment and
3-16% under treatment) [10-14]. Our hypothesis that variability of
HBV envelope proteins could contribute to influence the evolution of
HBV infection was here evaluated on 15 HBV genotype A-infected pa-
tients with different clinical profiles, including six HIV coinfections.
According to direct sequencing and ultra-deep sequencing (UDS), more
frequent mutations were observed in the MHR for “non-resolvers”
(HBsAg persistence) versus “resolvers” (HBsAg clearance) and most of
the mutations in preS/S region were found in epitopic areas. In non-
resolvers, the mutation sY161F was associated to a decrease in pre-
dicted antigenicity. Thus, HBsAg persistence was correlated with mu-
tations and deletions in areas playing a key role in immune recognition,
suggesting that variability in HBV envelope could favor immune escape
in various clinical settings of HBV genotype A-infected patients.

3. Study design
3.1. Patients

The cohort consisted of 15 patients infected with hepatitis B virus
genotype A, followed in Hepato-Gastroenterology or Infectious dis-
eases, University Hospital, Nancy, France. Informed consent was ob-
tained for each patient and approved by the “Comité de Protection des
Personnes — CPP de Lorraine” (DC-2013-1801, DC-2016-2790), in ac-
cordance with international guidelines.

The patients were classified as “resolvers” when presenting HBsAg
clearance (n = 7), or “non-resolvers” in case of HBsAg persistence
(n = 8), and also classified according to clinical context, gender and
age. Thus three subgroups were studied: five patients developing acute
hepatitis B without treatment (AHBV, three showing a loss of HBsAg
paired with two evolving to chronicity, mean age 50 + 6 years), four
patients chronically infected with HBV, treated by nucleos(t)ide ana-
logues (NUCs) (CHBV, two resolvers and two non-resolvers, mean age
68 =+ 3years), and six patients chronically coinfected with HIV and
HBV on NUCs (CHBV/HIV, two resolvers and four non-resolvers, mean
age 54 * 10 years (Table 1).

3.2. Sequencing

HBV DNA was amplified for preS region and S gene by nested PCR
and amplicons were submitted to direct sequencing (automated Sanger
method) [2]. Among the 15 patients, 13 were sequenced by ultra-deep
sequencing (UDS) (Ion Personal Genome Machine Sequencer; Life
Technologies, Carlsbad, California) as previously described [9], with
Nextgene software (reference sequence: KP234051) [15]. The cut off
for the mutation frequency was set at 2%.

3.3. Bioinformatics analyses

The Mega 6 software [16] was used to analyze variations in nucleic
acid and amino acid (aa) sequences by comparison with a consensus
sequence A2 KP234051 [15].

HBV genotype of each strain was determined with GREG software
(CHU Grenoble, France). Subgenotypes were defined by using a phy-
logenetic tree produced with Mega 6 with Neighbor joining method
(Kimura 2-parameter) [16]. The reference sequences were drawn from
Cai et al. [15] for genotypes Al, A2, A3 and A5 (KP234050-KP234053)
and from NCBI database for genotype A4 (KM606737) and A6
{GQ331047).

The selection pressure was analyzed with Mega 6 (Nei-Gojobori
method with Jukes-Cantor correction), using Z-test with the hypothesis
dN = dS (the number of non-synonymous mutations equal to the
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number of synonymous mutations) [16].

The prediction of the antigenicity of aa sequences in HBV envelope
was performed with AnTheProt software based on hydrophobicity,
flexibility and accessibility (AnTheProt 6.7.0; http://antheprot-pbil.
ibep.fr; IBMC Lyon) [17,18]: higher the peak is, higher the predicted
antigenic properties are.

To determine the single-nucleotide polymorphism in viral popula-
tion, the percentage of each base at each position was determined for
each patient. Moreover, to evaluate the viral quasispecies features, the
genetic complexity was determined by calculating the Shannon en-
tropy. The genetic complexity was first evaluated at each position for
each nucleic acid (na) and amino acid (aa) position of the S gene, the
preS region and the MHR. The genetic complexity was also evaluated
for each haplotype within the MHR. The Shannon entropy (Sn) was
calculated using the formula [19,20]:

s -Zi(pInp) |
In(N)orIn (h)’

where p; is the frequency of the aa mutations or of the haplotype within
the viral population. The result was normalized by the total number of
sequences analyzed at each position (N) or of haplotypes (h). Sn varied
from O (no complexity) to 1 (maximum complexity).

3.4. Statistical analyses

Student’s t-test and Mann Whitney U test were performed using
GraphPad Prism v.5 (GraphPad Software, San Diego, California). A p-
value < 0.05 was considered as statistically significant.

4. Results

All the patients included in this study were male, between 40 and 71
years old at the time of inclusion. All the patients were infected by HBV
subgenotype A2 (Table 1).

When looking for major mutations (Sanger method) in AHBV sub-
group, patients developing chronic HBV infection (non-resolvers) pre-
sented more frequent mutations in S gene than resolvers (p = 0.03)
with no mutation in MHR for resolvers (Fig. 1). The AHBV patients also
presented fewer mutations in preS region than patients with chronic
infection (CHBV and CHBV/HIV; p = 0.05). These mutations were
more often found in known B- and T-cells epitopes for AHBV non-re-
solvers than for resolvers (p = 0.02; Fig. 2) [3.21].

A positive selective pressure was observed only in S gene for non-
resolvers in monoinfected subgroups (CHBV and AHBV; p = 0.04) and
in S gene for resolvers from CHBV/HIV subgroup (p = 0.018). No po-
sitive selective pressure was observed in preS region.

In the MHR, the mean number of mutations (major and minor) per
patient was 2.2 (0-8) in resolvers and 5.4 (1-14) in non-resolvers. The
difference was statistically significant if excluding R1 that presented a
higher variability than other resolver patients (p = 0.047). Moreover
four out of six resolvers had no mutation in “a” determinant (Fig. 3).

UDS analyses generated 4,547,341 reads (133,579-275,869 per
sample for S gene and 88,783-243,756 per sample for preS region) with
an average of 174,898 reads/sample. The size of the reads was between
184 to 225 pb with an average of 205 pb encompassing the entire S
gene and preS region. The Q score (or Phred score) was = 20 for 87% of
S gene sequences and 88% of preS region sequences. For the whole
cohort, most of the mutations in preS/S region were found rather in
epitopic than in non-epitopic areas (p = 0.025). There was a tendency
to have more frequent mutations within the 226 aa of HBV S gene than
within the 174 aa of HBV preS sequence (p = 0.08). UDS analysis
highlighted 78 minor aa changes in S gene. More mutations were ob-
served in S gene from patients with chronic infection than from patients
with acute infection (p = 0.05). Interestingly, in CHBV/HIV subgroup,
no minor mutation was observed in the resolver whose UDS data could
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Fig. 1. Average number of mutations per patient of acute hepatitis (AHBV), chronic hepatitis monoinfected (CHBV) and coinfected (CHBV/HIV) subgroups, identified by direct se-
quencing in preS region (a) and in S gene of HBV envelope proteins (b) (resolvers: HBsAg clearance, non-resolvers: HBsAg persistence).

be obtained, versus 40 minor mutations in non-resolvers. In the whole
cohort, 24 minor aa changes were located in the MHR (58.5%) in non-
resolvers, while only three minor mutations were observed in the MHR
from resolvers (p = 0.043).

In the MHR, the more frequent major mutation observed exclusively
and several times in non-resolvers was the sY161F. It was observed in
2/8 patients, using direct sequencing, in two different subgroups
(AHBV and CHBV), while in HBVdb 135, (http://hbvdb.ibep.fr) [22],
the sY161F frequency was at 5.11% (65/1271) among the LHBs (Large
HBV envelope proteins) genotype A sequences. Moreover, the mutation
sY161F was observed in minor variants (10%) in one non-resolver pa-
tient from CHBV/HIV subgroup (NR7b). A decrease of predicted anti-
genic peak was observed in the S protein sequence of non-resolver
patients harboring the sY161F mutation (-28%, Fig. 4).

The analysis of aa mutations identified by both direct sequencing
and UDS allowed us to highlight seven other mutations observed in
non-resolvers from at least two out of the three patients subgroups: two

118

in preS region, W4stop (n = 2), T173A (n = 2) and five in S gene,
sR79H (n = 2), sT118A (n = 3), sF134Y (n = 2), sE164D (n = 3) and
sV209L (n = 2).

The normalized Shannon entropy (Sn) was overall low (< 0.1) for
all the HBsAg na and aa positions (S and preS genes). The complexity of
haplotypes within the quasispecies was evaluated in the MHR for 11/13
patients (supplementary data S1). The Sn was high (> 0.1) for 3/6 non-
resolvers and 2/5 resolvers, meaning for the three CHBV patients (two
non-resolvers and one resolver), and for two out of the four CHBV/HIV
patients (one non-resolver and one resolver). The Sn was low for the
AHBV patients (NR3, Sn = 0.065; R3/4/5, Sn = 0). The complexity
was thus lower in AHBV than in chronic-infected patients, CHBV and
CHBV/HIV (p = 0.046 in S gene and p = 0.007 in the MHR).

When exploring a possible decrease in MHR antigenicity for non-
resolvers, we calculated the mean predicted antigenicity of each hap-
lotype and compared it to the mean antigenicity of the wild type con-
sensus HBV A2 strain. In resolver patients, an average of 10% of
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Fig. 2. Number of T-cell and B-cell epitopes affected by mutations in preS and S gene of HBV genotype A strains in acute-infected patients. (R: resolver, resolving hepatitis B, NR: non-

resolver, evolving to chronicity).

haplotypes showed a reduced antigenicity compared to the wild type
consensus strain, while in non-resolvers a mean of 38% of haplotypes
showed a reduced antigenicity (maximum percentage reached 100%).
The difference between resolvers and non-resolvers tended to be re-
levant (p = 0.07), when excluding patient R1 with highly variable
MHR.

The deletions were only observed in preS region of CHBV/HIV non-

51 61 71 81

resolvers. Two patients presented large depleted areas for a high per-
centage of quasispecies (Fig. 5). Truncated proteins were observed in
non-resolvers of different subgroups: in NR3 from AHBV subgroup
(sW182stop at 4% in S gene and W4stop at 15% in preS), and in NR7b
(sW182stop at 4% and sL216stop at 67% in S gene) and NR7c
(sW163stop at 2% and sW182stop at 2% in S gene and W4stop at 5%
and W52stop at 3% in preS region) from CHBV/HIV subgroup.

[::] a determinant

MHR 169

99

R3 I
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Fig. 3. Single nucleotide polymorphism observed by using ultra-deep sequencing in HBV S gene, Major Hydrophilic Region (MHR) and “a” determinant in resolver (white line) and non-
resolver (dark line) patients of different sub-groups, i.e. acute hepatitis B (AHBV), treated chronic hepatitis B (CHBV) and treated HBV/HIV coinfected (CHBV/HIV).
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Fig. 4. Antigenic profile of S protein (aa 1-226) of genotype A2 HBV (KP234051) predicted by AnTheProt software (higher the peak is, higher the predicted antigenicity is): a) consensus

sequence established by Cai et al. [15]

.

Truncated proteins were also observed in one resolver of CHBV sub-
group (R2, sW182stop at 40% in S gene).

At last, more frequent mutations were observed in the polymerase of
treated patients than in patients without treatment (p = 0.04).

5. Discussion

All patients included in the present study were HBV genotype A,
subgenotype A2. Consistently with a previous study, by comparison
with our previous data on HBV genotype D [9], we also observed a
higher mean evolutionary divergence in HBsAg for the genotype D than
for genotype A (d = 0.011 for S and d = 0.0095 for preS vs. d = 0.001
for S and d = 0.001 for preS).

As demonstrated in our previous work [9], more numerous major
and minor mutations were observed in S gene than in preS region for
HBV genotype A, particularly in the MHR. MHR is a key region for
immune recognition and mutations in this region can modify the anti-
genic properties and conformation of S epitopes and promote HBsAg
persistence [6]. Moreover, we observed less mutations in S gene of

; b) consensus sequence with mutation sY161F associated to decrease predicted antigenicity (black box).

patients with acute hepatitis B compared to patients with chronic he-
patitis B (p = 0.05), which could be linked, at least partially, to a
shorter exposure of the virus to the host immune system. AHBV patients
who developed chronic HBV infection presented more frequent major
mutations in S gene than resolvers (p = 0.03). When considering all
sub-groups, non-resolvers presented more frequent mutations in MHR
region than resolvers, consistently with previous published data [9].
Moreover, some mutations observed only in non-resolvers were
characterized; five have been previously described as immune escape
mutations: sY100C, sP120T, sC124Y, sM133T/I and sP142R. Mutation
sM133T was responsible for the appearance of a new site of N-glyco-
sylation (131 NST 133) which could promote HBV immune escape [23].
Eight others mutations, including one truncated protein (W4stop), were
observed several time in at least two different subgroups. The mutation
sY161F, located in “a” determinant, was observed in three patients from
the different subgroups. This mutation decreased the predicted anti-
genicity of about 28%. It was found in patients chronically infected
with HBV [24], was reported in case of escape from vaccination [25], in
healthy young adults with occult hepatitis B [26] and in a 47-year old-

100%
90%
Nucleocapsid binding site
2 | 80%
c o __k
]
] [ ‘
> 70% |
2 S promoter
'g 60% 1
3 r )
o 50%
=
g
E 40%
& 30% 2
20%
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Nucleic acids position in preS region

Fig. 5. Percentage of different depleted variants observed with ultra-deep sequencing in two non-resolvers of HIV coinfected chronic subgroup (CHBV/HIV): NR7b in dark grey presented
three deletions aa 141-142 (nucleic acid: 421-426) at 46%, aa 124-141 (aucleic acid: 370-423) at 40% and aa 125136 (nucleic acid: 373-408) at 27% and NR7c in light grey presented

one deletion covering aa 60-130 (nucleic acid: 178-393) at 13-47%.
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woman with chronic active subgenotype A2 hepatitis B despite treat-
ment [27]. While the residue F in position 161 is rare in genotype A
(5.11%) and in genotype B (10%), this aa is predominant in genotypes
C, the ancestral genotype, and D consensus [28].

In preS, the mutation W4stop that produces LHBs truncated proteins
was present in two non-resolver patients of our cohort (5 and 15%). In S
gene, three types of truncated proteins were observed in Cter:
W163stop, L216stop, W182stop. LHBs proteins truncated in Cter can
promote metabolic alterations and are associated with cirrhosis and
hepatocarcinoma due to intracellular accumulation of proteins in en-
doplasmic reticulum (ER) stress [29,30]. Deletions were also only ob-
served in non-resolvers of CHBV/HIV subgroup. PreS deletions decrease
the production of surface proteins, promote viral persistence, and are
generally associated with the progression of liver disease [31-34].
Furthermore, deletions observed in our cohort were located in B- and T-
cell epitopes and might alter recognition by the immune system
£31,35].

The Shannon entropy of quasispecies at each amino acid position of
the MHR and of the full preS/S genes wés low (< 0.1). In the MHR,
mean Shannon entropy of haplotypes within the quasispecies showed
differences between patient subgroups. It was lower for AHBV subgroup
(Sn = 0.016) than in chronic-infected patients (CHBV and CHBV/HIV
subgroups, Sn = 0.17). It could be assumed that viral populations be-
come more complex when the infection lasts over time, as shown for
HIV [36]. Considering the mean predicted antigenicity of each haplo-
type in the MHR, the non-resolvers presented a higher percentage of
haplotypes with reduced predicted antigenicity probably favoring to
immune escape.

Elsewhere, in a study from Mondal et al. [37], more non-synon-
ymous mutations were observed in B-cells than in T-cells of chronic
patients without HIV coinfection compared to HBV/HIV coinfected
patients. In our hands, this was also observed in preS gene from re-
solvers of the CHBV subgroup compared to CHBV/HIV resolvers (data
not show).

Overall, in our HBV genotype A cohort, more mutations were ob-
served in patients with acute infection evolving to chronicity and in
chronically HBV-infected patients with HBsAg persistence compared to
resolvers. These mutations were especially located in epitope domains
of HBV envelope. Among the eight mutations specifically observed in
non-resolvers, five were predicted with bioinformatics to show a lower
binding to anti-HBs antibodies and particularly the mutation sY161F
observed in three non-resolvers. Thus, the persistence of HBsAg could
be, among other factors, correlated with mutations and deletions in
areas which play a key role in immune recognition, possibly favoring
HBV escape whatever the clinical setting.
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L'influence des délétions et mutations, présentes
sur les protéines d’enveloppe du virus de
I’hépatite B, sur le profil sérologique et |’évolution
clinique
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Goehringer, C. Rabaud, T. May, H. Jeulin, E. Schvoerer

Etude publiée dans le journal Virus Research, 2017, volume 238,
pages 141-147

193



Objectifs

Cette troisieme étude a été réalisée dans le but de souligner I'importance de la variabilité des
protéines d’enveloppe du VHB, au regard de la littérature, chez des patients infectés chroniqguement
par le VHB depuis plusieurs années, avec ou sans pression thérapeutique et co-infectés ou non par le
VIH.

Dans le cadre du suivi clinique de patients au laboratoire de Virologie du CHRU de Nancy,
deux patients infectés chroniquement par le VHB de génotype C (Patient P2) et un recombinant C/G
(Patient P1) ont été inclus dans I’étude. Un premier patient P1, co-infecté par le VIH et le VHB, sous
traitement antirétroviral incluant des agents actifs contre le VHB et présentant une maladie
hépatique sévere, a été étudié. Traité dans un premier temps par Lamivudine, une réactivation
associée a une maladie hépatique avancée (fibrose et décompensation oedémato-ascitique) a été
observée chez ce patient. Malgré I'ajout de Ténofovir disoproxil fumarate au traitement anti-VHB, la
charge virale a persisté a des taux détectables jusqu’en 2005. En 2008, suite a une mauvaise
compliance au traitement (épisode dépressif, rechute alcoolique) et a la persistance de la charge
virale (8,65 logUl/mL), une cirrhose hépatique décompensée a conduit au décés du patient. Deux
échantillons prélevés a différents stades de I'infection chez ce patient ont pu étre étudiés (1997 et
2008).

Un second patient P2, sans prise en charge depuis 1998, présentait un profil sérologique
atypique avec la présence simultanée des anticorps anti-HBs et de I’AgHBs. Ce patient diagnostiqué
dans un autre hopital en 1988 a été traité par IFNa, sans succés en 1998, et n’a pas été sous
traitement anti-VHB depuis ce jour. En 2014, lors d’un épisode infectieux par Plasmodium falciparum,
ce patient a été pris en charge au CHRU de Nancy. Il présentait une cirrhose hépatique (score F4) et

une activité inflammatoire sévére associée a une destruction des hépatocytes (stade A3).

Résultats principaux

Les souches de VHB de génotypes C sont généralement observées en Asie et rarement en
Europe. Le patient P2 est né au Vietnam, ce qui peut expliquer |'origine de son infection. Cependant,
le patient P1 est Caucasien et n’a pas d’origine Asiatique a notre connaissance. De plus, ce patient est
infecté par une souche recombinante C/G, recombinaison trés rarement observée (inférieure a 1 %)
[Araujo, 2015].

L’analyse des génes préS et S a montré une tres grande variabilité des protéines d’enveloppe
du VHB chez les deux patients. En effet, 35 mutations ont été observées sur les génes préS/S du VHB
chez le patient P1 et 44 mutations sur les génes préS/S des souches présentes chez le patient P2.

Parmi les mutations observées chez ces deux patients, quatre sont connues pour étre associées a un
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échappement immunitaire du VHB: sY134N pour P1, sT123N, sl126N, sG145R pour P2. La
comparaison des deux patients a permis de mettre en évidence six mutations communes : la
mutation sP62L et sP203R sur le géne S et les mutations P32L, A60V, G73N et W122stop sur la région
prés.

Chez le patient P1, toutes les mutations présentes a des proportions importantes étaient
localisées soit dans la MHR, zone essentielle a la reconnaissance du VHB par le systéme immunitaire
de I'hote (sI110L, sS113T, sK122R), soit dans les épitopes des lymphocytes B et T comme les
mutations sR24K, sQ30K, sT47V, sA194V [Desmond et al., 2008]. L’analyse des deux échantillons a
des phases différentes de l'infection par le VHB, a mis en évidence I'émergence de certaines
mutations comme la mutation sQ30K, mais aussi la disparition d’autres mutations comme la
mutation sK122R.

Chez le patient P2, la plupart des mutations observées étaient localisées dans des épitopes
des lymphocytes B et T [Desmond et al., 2008] et neuf mutations étaient retrouvées dans la MHR. De
plus, plusieurs mutations observées chez le patient P2 ont été associées a une diminution de
I’antigénicité prédite par le logiciel AnTheProt (exemple : sS53L, sP62L sur le géne S et P32L, A60V sur
la région préS). Ces mutations pourraient expliquer la persistance de I'’AgHBs en présence des
anticorps anti-HBs. Par ailleurs, méme si le role des variants minoritaires n’est pas totalement
compris, leur impact sur I'évolution de l'infection devrait étre suivi. Par exemple, une mutation
présente a 2 % chez le patient P2 est retrouvée a 3,04 logUI/mL quand elle est reportée a la charge
virale (4,74 logUl/mL).

Plusieurs délétions ont été observées dans la région préS. Chez le patient P1, nous avons
observé une délétion conséquente dans la région préS2 retrouvée sur 100 % des variants de la quasi-
espece. Cette zone n’est pas essentielle au pouvoir infectieux du virus. Chez le patient P2, nous avons
mis en évidence plusieurs petites délétions présentes en faible pourcentage dans la région préSi,
zone fonctionnelle essentielle pour le pouvoir infectieux du virus [Lin et al., 2012]. Toutes ces

délétions étaient localisées dans des épitopes des lymphocytes B et T.

Conclusion

Cette étude a présenté deux patients infectés depuis plusieurs années, le patient P1 sous
pression thérapeutique, mais présentant une diminution de la pression immunitaire a cause de la co-
infection par le VIH et le patient P2 sans pression thérapeutique et présentant une immunité
robuste. Ces deux patients présentaient une variabilité des protéines d’enveloppe du VHB
importante avec plusieurs mutations et délétions retrouvées dans des épitopes des

lymphocytes B et T.
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Ces résultats, de facon concordante avec la littérature, renforcent notre hypothese de travail
et confirment I'importance de I'étude des protéines d’enveloppe du VHB, afin de mettre en évidence
des mutations d’intérét influencant le fitness du VHB et par conséquent, pouvant modifier I’évolution
clinique de la maladie liée au VHB. Ces données peuvent également contribuer au développement
futur de nouvelles molécules thérapeutiques ciblant ces protéines ou encore a |‘adaptation

éventuelle des souches vaccinales.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

The Hepatitis B virus (HBV) envelope glycoproteins are essential for viral entry into the hepatocyte and are also
targets for host immune response. The study of these proteins could allow us to highlight molecular hot points
influencing HBV fitness, which would subsequently modify the clinical evolution of the disease, both under anti-
viral therapy or without treatment. The present short communication underlines the importance of the high
variability in HBV envelope proteins, in regard with the literature and in our hands, for HBV-infected patients
either on anti-HBV treatment or not. We report mutations in antigenic areas of S protein, i.e. CD8*/CD4™ T-cell
epitopes and B-cell epitopes in the major hydrophilic region (MHR), such as sI126N and sG145R possibly in-
volved in the rare coexisting Hepatitis B surface Antigen (HBsAg)/anti-HBs serological pattern. We mostly report
serial mutations in preS region including preS1 deletion (aa 1-6, 31-71, 38-73, 72-104) and preS2 deletion
(aal32-141) in patients with various clinical evolutions. Some of these viral envelope mutations, due to immune
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selection pressure, may result in a worsening of the hepatic disease.

1. Short communication

Chronic infection due to Hepatitis B virus (HBV) is a major public
health issue. The efficacy of the drugs used to treat this infection, nu-
cleos(t)ide analogues (NA) and Interferon-a (IFN-a), remains in-
sufficient. Only a few patients will exhibit a functional HBV cure, i.e. a
disappearance of HBV DNA from the blood, followed by HBs Antigen
(HBsAg) clearance and ideally anti-HBs antibody production. In HBV-
mono-infected patients, an annual rate of 3-11% HBsAg loss under
treatment by IFN-a was reported, while for NA, the rate of HBsAg loss
reaches 3-8% after two years of treatment with Tenofovir or Entecavir
and 8-14% after five years of Tenofovir in HBeAg-positive patients
(Buti et al., 2015; Heathcote et al., 2011; Li et al., 2017; Marcellin et al.,
2008). In Human Immunodeficiency Virus (HIV)/HBV-co-infected pa-
tients, HBsAg clearance is also rare on NA, under 7.4% after a median
4.6 years of treatment (Boyd et al., 2015).

The HBV envelope glycoproteins, encoded by preS1, preS2 and S
genes, are essential for viral entry into the hepatocyte (Lempp and

Urban, 2014), and are also targets for host immune response (Desmond

of these proteins could allow us to highlight molecular hot points in-
fluencing the immune response and HBV infectivity at the entry step.
These molecular signatures might subsequently modify the clinical
evolution of the disease, both under anti-viral therapy or without
treatment. Thus, HBV envelope mutations could contribute, at least
partially, to our understanding of the disease evolution (e.g. difference
in host immune response, treatment response, HBsAg clearance), in
various patient groups, in HBV mono-infected and in HIV/HBV co-in-
fected patients.

In the same way, deletions in HBV genome, particularly in preS
region including various epitope areas, are generally associated with
liver disease progression through promotion of immune escape (Lin
et al., 2012; Lin and Kao, 2015). Deletions can also decrease the pro-
duction of envelope proteins and favor their retention in endoplasmic
reticulum (ER) leading to ER stress and DNA damage, then to cell
transformation and finally hepatocellular carcinoma (HCC) (Tong and
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Revill, 2016; Zhang et al., 2017; Zhao et al.,, 2014). Recently, we
highlighted more frequent mutations in the S gene in patients showing
HBsAg persistence on nucleos(t)ide analogues and particularly a de-
crease on predicted antigenicity in HBs “a” determinant. This suggests a
role of amino acid (aa) pattern of HBV envelope proteins in HBsAg
persistence (Velay et al., 2016).

The present communication, in regard with literature and in our
hands for two HBV-infected patients, allowed us to underline the high
variability of HBV in envelope proteins, in patients infected for a long
time, with or without therapeutic pressure and with or without HIV co-
infection leading to weakened host immune response. Mutations and
deletions in antigenic areas of S and preS regions may result in wor-
sening of the hepatic disease.

Two exemplary patients were selected: the patient P1, HIV/HBV co-
infected, had been on anti-retroviral therapy which included active
agents against HBV during several years, while the patient P2, HBV
mono-infected since 1988, had no follow up. These patients were cared
for at the University Hospital of Nancy (Tropi¢al and Infectious Diseases
Service) and data were collected with the informed consent of P1, while
the patient P2 could not be touched anymore. Patient P1, born in 1970,
was diagnosed with HBV infection in 1997 (positive HBsAg) and with
HIV in 2000 leading to anti-retroviral therapy, including lamivudine
(3TC). Patient P1 was a man who had sex with men (MSM). HBV viral
load remained above 5 logIU/ml, with a reactivation in 2002 on ad-
vanced hepatic disease with hepatic portal fibrosis and oedemato-as-
citic decompensation. Tenofovir (TDF) was added in 2003, but a de-
tectable viral load was still observed in 2005. In June 2008, a major
depressive episode led to break of compliance with antiviral therapy
and an alcoholic relapse. The patient was hospitalized for hepatocel-
lular failure due to an acute exacerbation of chronic HBV (8.65 logIU/
ml) and died from cirrhotic hepatic decompensation in July 2008
(Table 1). Patient P2, born in 1969, was referred to our center after
returning from a trip to Sierra Leone in 2014. He suffered from fever,
diarrhea, icterus, hypotension, hepatosplenomegaly (AST: 332 IU/L,
ALT: 148 IU/L, total bilirubin: 108 mg/L), abdominal pains and
thrombocytopenia (55 g/L). Plasmodium falciparum was detected and
treated. He also showed an atypical HBV serology pattern, meaning
positive HBsAg and anti-HBs with a viral load at 4.74 logIU/mL
(Table 1). HBV infection was initially diagnosed in 1988 in another
hospital, and the patient was unsuccessfully treated with interferon in
1998 without any anti-HBV treatment after that. In December 2014,
patient P2 had a hepatic cirrhosis (score F4) with severe inflammatory

Table 1
Biological and therapeutic features for P1 and P2.
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activity and hepatocyte destruction (stage A3).

Biological, clinical and therapeutic data were retrospectively col-
lected. Molecular investigations were realized on two samples for P1:
P1-sept.97 and P1-jun.08, and one sample for P2 (nov.14). HBV DNA
was amplified for the preS and S genes by using the Phusion” High-
Fidelity DNA polymerase (ThermoFisher Scientific) with a weak error
rate (4.4 x 10”7 mutations/bp/cycle) to limit the introduction of ar-
tifactual changes during PCR. Direct sequencing and ultra-deep se-
quencing (UDS) were performed on HBV preS/S genes such as pre-
viously described (Velay et al., 2016). The primers used for S gene and
preS region amplification appear in Table 2. For UDS, amplicons (PCR1
for S gene and PCR2 for preS region) were fragmented using the “Ion
ShearTM Plus” kit, according to the supplier recommendations (Life
Technologies). After libraries and emulsion PCR, UDS was performed
with the Ion Personal Genome Machine (PGM) Sequencer (Life Tech-
nologies). Sequences from each read obtained by UDS were aligned to
HBV genotype C (HBVdb consensus, http://hbvdb.ibep.fr) using the
Nextgene software (Softgenetics, State College, PAS, USA). The cut-off
determined by the triplicate analysis of strains infecting the same pa-
tient sample was set at 2%. The Ion Torrent technology is known for its
drawbacks for deletions, insertions and polymeric regions. To confirm
mutations and deletions/insertions observed by UDS, the sequences
obtained by UDS were compared to the sequences realized by direct
sequencing, for the major variants (> 20%). Nucleic and amino acid
sequences were analyzed using MEGA 5.2 software. The GREG+ soft-
ware (Grenoble, France) was used to determine HBV genotype which
was confirmed by a phylogenic tree constructed with consensus se-
quences from HBVdb. HBVdb consensus sequences were used to de-
termine the recombination with SimPlot Software (http://sray.med.
som.jhmi.edu/SCRoftware/simplot/). The AnTheProt software was
used to predict the antigenicity of amino acid (aa) sequences (htip:
antheprot-pbil.ibep.fr).

The HBV strain of P2 was determined to be genotype C while P1 was
infected with a HBV genotype C/G recombinant. HBV genotype C
strains are generally found in Asia. Patient P2 was born in Vietnam
which could explain why he was infected by HBV genotype C. Patient
P1 is a Caucasian, is not of Asian origin and did not travel to Asia to our
knowledge. Overall, the migratory flux could be at the origin of the

dispersion of genotypes throughout the world (Tong and Revill, 2016).
The recombination point between genotype C and G was found at ;100
position (Fig. 1, http://sray.med.som.jhmi.edu/SCRoftware/simplot/).

Recombinant forms are often observed in hepatitis B, in almost all

Sampling date  HBsAg (index) HBsAD (index) HBeAg (index) HBeAb (index) HBV viral load (loglU/ml)  Treatment
P1 Male Born:1970  09/27/1997 Positive NR Positive Positive 5.5 None
10/07/2000 Positive Negative Positive Equivocal NR None
01/20/2001 NR NR NR NR NR NFV AZT 3TC
03/31/2001 NR NR NR NR 4.6 log NFV AZT 3TC
07/08/2002 NR NR NR NR NR NVP ddi 3TC
09/02/2002 NR NR NR NR >53 NVP ddi 3TC
01/25/2003 NR NR NR NR D ddi 3TC TDF
03/27/2003 Positive Negative Negative Positive ND ddi 3TC TDF
10/23/2003 NR NR NR NR NR ddi 3TC TDF
12/01/2003 Positive Negative Negative Positive 2.21 ddi 3TC TDF
07/22/2004 NR NR NR NR ND ddi 3TC TDF
10/20/2005 Positive NR Positive Negative D ddi 3TC TDF
03/16/2006 NR NR NR NR NR FPV/RTV A3 BCETC TDF
09/07/2006 NR NR NR NR NR FPV/RTV A3 BCETC TDF
03/15/2007 NR NR NR NR 1.58 FPV/RTV A3 BCETC TDF
04/24/2008 NR NR NR NR 3.37 FPV/RTV A3 BCETC TDF
06/20/2008 NR NR NR NR 8.65 FPV/RTV A3 BCETC TDF
P2 Male Born:1969  11/22/2014 Positive (2616.48)  Positive (71.95)  Positive (231.51)  Negative (14.75) 4,74 None
11/27/2014 Positive (4819.34)  Positive (38.27) NR NR NR None

Ag: antigen, Ab: antibody, D: detectable, NR: not realized, ND: not detected, NFV: Nelfinavir, AZT: Zidovudine, 3TC: Lamivudine, NVP: Nevirapine, ddi: didanosine, TDF: Tenofovir, FVP/

RTV: Fosamprenavir/Ritonavir, ABC: Abacavir.
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Table 2

Virus Research 238 (2017) 141-147

Primers used to amplify preS/S HBV envelope proteins. The primers used for S gene amplification were P2f/979 for the first PCR, P2f/S8 and P7a/979
for the nested PCR. For preS genes, the primers P4/P7a rev were used for the first PCR and the primers P4/PreSr were used for the nested PCR (Velay

et al., 2016).

Amplified gene Primers Sequences

S gene P2f forward 5-CCTGCTGGTGGCTCCAGTTC-3’
979 reverse 5-CAAAAGACCCACAATTCTTTGACATACTTTCCAAT-3’
P7* forward 5-TTGGCCAAAATTCGCAGTC-3”
S8 reverse -GAAGATGAGGCATAGCAGCAGG-3’

preS region P4 forward 5% GCCTCATTTTGTGGGTCACCATA-3"

P7° rev reverse
PreS-R reverse

"-GACTGCGAATTTTGGCCAA-3’
5’- TCAACAAGAAAAACMCCGCCTGT-3"

genotypes (except H). The mechanism of recombination is still unclear,
but it is probably a result of covalently closed circular DNA (cccDNA)
homologous recombination in the nucleus, during the replication cycle,
which requires simultaneous infections with different genotypes
(Araujo, 2015). P1 was infected by a recombinant G/C strain, a re-
combinant which was poorly investigated and quite scarce in the lit-
erature (< 1% of the recombinant strains) because of a low HBV gen-
otype G prevalence (Araujo, 2015). The available data for patient P1
don’t allow us to justify a simultaneous infection by both genotypes.
Among the mutations observed in these patients, four known im-

mune escape mutations (http://hbv.bioinf.mpi-inf.mpg.de/index.php)
were notably observed: ;Y134N for P1 and ;T123N, J126N, ;G145R for
P2 (Avellon and Echevarria, 2006; Ireland et al., 2000).

For the patient P1, sequence analyses showed 35 point mutations in
preS/S genes. All the mutations present in a high proportion of DNA
copies were localized in CD8" and CD4 " T-cell published epitopes as
sR24K, ;Q30K, ,T47V, ;A194V (Desmond et al., 2008) or in major hy-
drophilic region (MHR) (;I110L, ;S113T, ;K122R). We also highlighted
a progressive pattern between 1997 and 2008: a few supplementary
mutations appeared or emerged from minor viral populations, such as
sQ30K (from 24% in P1-sept.97 to 44% in P1-jun.08) previously de-
scribed as a possible immune escape mutant (Ramezani et al., 2013).
Others disappeared, such as K122R (91% in P1-sept.97 versus 8% in
P1-jun.08). The lysine (K) at HBsAg residue 122, known to hamper
HBsAg recognition by antibodies, appeared under selective pressure
allowing the virus to escape from the host-related immune system
(Aragri et al,, 2016). Several other minor mutations in preS/S gene,
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0.92 bt 4
0.88
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08
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0.68
0.64

0.6

pres1 preS2

0.56
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with probably no positive impact on virus fitness, disappeared between
1997 and 2008. A preS2 deletion was also detected (aal32-141)
(Fig. 2a/b) localized on a T-cell epitope, it was present since 1997 and
still present in 2008.

The patient P2 strains presented 44 mutations in preS/S gene lo-
calized mainly in published epitopes (Desmond et al., 2008) and in-
cluding nine mutations in MHR such as (Q101K, 126N, (G145R,
sV168A; three of them were observed in more than 25% of the qua-
sispecies (Fig. 2a/b). Some mutations were associated with a decrease
in predicted antigenicity, in S domain (;S53L, S58C, (P62L, (T63],
sS64F) and in preS1 region (D27G, P32L, E54A, N56H/W, A60V). Many
minor mutations were observed in S gene. Even if the role of minor
variants is not yet fully understood, their impact on viral evolution
should be followed (i.e. G145R and sW172* at 3.04 logIU/mL in P2).
Moreover, UDS highlighted four minor strains with various deletions
(aa 1-6, 31-71, 38-73, 72-104) in preS1 region (Fig. 2b).

The comparison of mutations observed in these two patients al-
lowed us to highlight six common mutations: sP62L, sP203R in S gene
(Fig. 2a) and P32L, A60V, G73N, W122* in preS region (Fig. 2b). In
HBVdb r35, a sequence panel with all patient profiles which were
combined (http://hbvdb.ibep.fr), most of these six common mutations
were observed at less than 3% (excepted mutation A60V and G73N
observed at 29.5% and 10.3%, respectively). Thus rare mutations were
observed in these both patients with different clinical profiles and dif-
ferent immune and therapeutic pressure levels. Among these mutations,
three mutations have been associated to a large decrease in predicted
antigenicity (sP62L, —30%; P32L, —46%; A60V, —28%). In two

0
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850 900 95C 1000 1050 1100 1150 1200

Nucleic acids position in preS/S gene

Fig. 1. SimPlot graph used to determine recombinant gene of the patient P1. Genotype C (red) presents a higher percentage until ;100, after which genotype G (green) dominates (X-axis
shows the nucleotide sequence preS/S (1200 nucleotides), y-axis shows percentage correlation with references; break point is at nucleotide position 822 = a 100). (For interpretation of
the references to colour in this figure legend, the reader is referred to the web version of this article.)
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Fig. 2. Mutations detected in S gene (a) and preS region (b) of HBV strain for two samples of patient P1 (P1-1 and P1-2) and one sample of patient P2. Comparison to a genotype C

reference sequence (HBVdb consensus, hiips:

samples of the patient P1, some of these mutations appeared or per-
sisted (A60V, G73N and sP62L) while others disappeared (P32L, W122*
and sP203R). The mutations which appeared could be involved in the
viral replication fitness. The mutations A60V and sP62L showed a de-
crease in predicted antigenicity (-28% and —30%, respectively). This
could impact the recognition of HBV by immune system and thus, the
HBV infection persistence. Oppositely, some mutations disappeared.
These mutations could be deleterious for viral replicative fitness. For
example, the mutations P32L and W122* seem to be associated with
occult hepatitis B (immune escape) (Kim et al., 2013). HBV occult in-
fection was shown to promote the disease progression and HBV per-
sistence. These mutations were observed in key areas for viral in-
fectivity (hepatocyte and nucleocapsid binding site) and could be also
deleterious for HBV replicative fitness.

Thus, we presented here two patients who were infected with HBV
genotype C or C/G for a long time, with or without antiviral treatment.
Both presented with highly variable HBV strain in envelope proteins:
mutations in antigenic areas of S protein but also serial deletions in preS
region.

In S domain, mutations were essentially observed in CD8" and
CD4 * T-cell epitopes and in the MHR (B-cell epitopes). Continuous and
dynamic interactions between viral replication and host immune re-
sponse could explain viral changes over time, in patient P1, by the

hbvdb.ibep.fr) and genotype G reference sequence (HBVdb consensus, hitps:
the functional areas of HBsAg protein (MHR: Major Hydrophilic Region; bs: binding site, Lin et
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hbvdb.ibep.fr) from 100 position for P1 and according to
al., 2012). The percentage of each mutation appears under the corresponding residues.

second point 11 years later. An important aa variability in key areas of
HBV envelope protein such the MHR, especially aal24-137 of the “a”
determinant and the HBsAg cytotoxic lymphocyte epitope (aa87-95)
(Chen et al., 2011), was associated to immune escape and can express
through the emergence of another serotype as observed in patient P1
(Margeridon et al., 2005). It can also be associated with the coexistence
of HBsAg and anti-HBs as observed in patient P2. In this latter patient,
the UDS approach allowed us to detect nine mutations in the MHR and
in the “a” determinant (J126N, 44%; (G145R, 2%), that may interfere
with HBsAg/anti-HBs binding (Coppola et al., 2015). The mutations at
position (126 were frequently associated with HBsAg/anti-HBs coex-
istence (Liu et al., 2016). The mutation (G145R has also been reported
in patients with HBsAg and anti-HBs coexistence due to the change of
antigenicity (Liu et al., 2016; Xue et al., 2017). Moreover, the mutation
sG145R can impair HBsAg secretion and promotes advanced liver dis-
eases (Xue et al., 2017).

In preS domain, in both patients, most of the point mutations oc-
curred on published linear CD4*/CD8* T-cell epitopes and B-cell
epitopes (Desmond et al., 2008).

A preS2 deletion (aal132-141) was present in 100% of the variants in
both P1 sequences. Mutations of preS region are often deletions espe-
cially in preS2 because of the high variability of overlapping spacer
region in reverse transcriptase and because the M protein is not crucial
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Fig. 2. (continued)

for viral entry, formation, secretion and infectivity unlike the S and L
proteins (Pollicino et al., 2014). The deletions are more often found
between amino acid 120 and 142 (Qu et al., 2014) and remove all or
part of a critical epitope (Desmond et al., 2008; Fang et al., 2008). PreS
deletions have a clinical significance with increased cirrhosis, hepatic
fibrosis and acute exacerbations sometimes leading to fulminant he-
patitis as seen in P1 (Coppola et al., 2015; Pollicino et al., 2014). A preS
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deletion results in intracellular retention of viral envelope glycopro-
teins, leading to ‘ground glass hepatocytes’ (GGH). A direct cytopathic
effect due to a massive presence of viral antigen inside the cells is an
additional possible mechanism of liver injury which may explain ful-
minant hepatitis and also the association between preS deletions and
progression toward cirrhosis (Coppola et al., 2015; Pollicino et al.,
2014). These deletions are also associated with a higher risk of HCC
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(3.77 fold) due to oxidative stress in the endoplasmic reticulum causing
damages and genomic instability (Coppola et al., 2015; Lee et al., 2015;
Pollicino et al., 2014). PreS deletions are more common in genotype C
(Coppola et al., 2015) and are likely linked to the coexistence of HBsAg
and anti-HBs (Huang et al., 2010).

In P2, there were four preS1 deletions in minor strains associated
with non-deleted virus because of the essential role of preS1 domain.
PreS1 deletions were more often observed in patients showing a posi-
tive HBeAg and can be interpreted as a marker of disease progression
(such as P2), as well as coexisting HBsAg/anti-HBs, while preS2 dele-
tions (GGH type II) were noticed in negative HBeAg patients and are
characteristic of the advanced stages of chronic liver disease (such as
P1) (le 2015; Pollicino et al., 2014). Interestingly, the analysis
of the region 3'X gene/5’ preC gene (nucleic acid 1681-2044) of patient
P1 highlighted three mutations associated with the severity of the
disease, the mutations T1753C, A1762T and G1764A. Moreover,
A1762T and G1764A were associated with a decrease in HBeAg ex-
pression. These mutations persisted from 1997 to 2008 (data not show)
(Kim et al., 2016).

Overall, the clinical consequences of some of these mutations and
deletions tend to be recognized. In the one hand, the current vaccina-
tion is potentially inefficient against these viral strains and the risk of
horizontal and sexual transmission cannot be excluded. As an example,
individuals such as P2 and their family and close circle should be
monitored carefully (L.eong et al., 2016). On the other hand, patients
with coexisting HBsAg/anti-HBs should be closely monitored for HCC
development during the follow-up of their infection (Seo et al., 2014).
Interestingly, the rare concomitant HBsAg/anti-HBs pattern
(2.43-8.9%) (Liu et al,, 2016) has been recently associated to more
advanced hepatitis and fibrosis (such as P2) (Leong et al., 2016) and
several studies suggested a higher risk of HCC, independently of other
known risk factors (Jang et al., 2009; Seo et al., 2014). The mechanism
is still unclear but it was hypothesized that the coexistence of HBsAg
and anti-HBs may increase the risk of HCC through frequent preS de-
letions (Seo et al., 2014).

As a conclusion, we presented two patients who were infected for a
long time, one (P1) was on therapeutic pressure but showed a decreased
immune pressure due to HIV co-infection, while the second patient (P2)
without therapeutic pressure had a stronger immunity. These two pa-
tients presented characteristics which were rarely analyzed in the lit-
erature: C/G recombination, concomitant HBsAg/anti-HBs pattern.
They both presented a high viral diversity with several mutations in
epitopic areas and deletions in preS located in B- and T-cell epitopes.
Some of these mutations have a clinical significance and could have a
potential impact on disease management. A close monitoring of patients
with a high variability in the “a” determinant (potential vaccine-escape
mutants) or presenting large deletions, especially preS deletions, could
be recommended in the context of clinical research. Furthermore, for
patients with concomitant HBsAg/anti-HBs pattern, a prevention of the
transmission of fit HBV variants in vaccinated people should be taken
into account. This reinforces the hypothesis that studies of HBV en-
velope proteins could highlight molecular hot points influencing HBV
fitness, which would subsequently modify the clinical evolution of
HBV-related disease.
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DISCUSSION



Dans cette partie finale du mémoire, nous n’aborderons volontairement que certains aspects

de nos travaux sélectionnés pour leur importance dans I'approche de la variabilité du VHB.

Ainsi, dans un premier temps, nous essaierons de faire une synthese des éléments a prendre
en compte pour une analyse critique et pertinente des souches virales par séquengage haut-débit.
Ces techniques en plein essor, qui continuent a progresser, doivent étre suivies de bio-analyses qui
mériteraient d’étre peu a peu standardisées en fonction des objectifs poursuivis: analyse
approfondie des quasi-especes virales, régions du génome étudié plus ou moins variables,
conséquences fonctionnelles biologiques pour les virus et impact dans la prise en charge viro-clinique

des infections virales.

Dans un deuxieme temps, nous mettrons en lumiere les faits marquants des résultats
originaux de nos travaux, qui ont été présentés dans la section précédente ‘Présentation des articles
publiés ou soumis’. Nous en ferons ressortir des données comparées entre elles et des perspectives
dans la prise en compte de la variabilité des glycoprotéines d’enveloppe du VHB pour une meilleure
compréhension de la physiopathologie de Iinfection, une meilleure maitrise du diagnostic

virologique et de la prise en charge viro-clinique des patients infectés.
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l. La variabilité des protéines d’enveloppe du VHB explorée par
séquencage haut-débit.

1. Présentation générale

Le principe de base du séquencage haut-débit est la combinaison (ou parallélisation) de
réactions de séquencage permettant de connaitre par de courtes lectures (« reads») d’une
« librairie », une séquence d’'un génome complet ou une partie de génome ciblée par PCR [Audebert
etal., 2014].

Afin d’étudier la variabilité de souches virales pouvant influencer I'évolution clinique d’une
maladie virale, le séquencage haut-débit est une alternative optimale a la détection de souches
virales minoritaires (inférieures a 15-20 %) non détectées en séquencgage direct. Une plus grande
guantité de données est donc générée avec le séquencage haut-débit comparé au séquencage direct.
Le séquengage haut-débit permet la détermination de la fréquence de nombreux variants d’une
quasi-espece virale, ce qui n’était pas possible avec les méthodes de clonage-séquencage [Ramirez et
al., 2013], a moins de réaliser I'analyse d’un trés grand nombre de clones, au-dela de 100 environ, ce
qui est chronophage et colteux.

La diminution des colts de séquengage haut-débit au cours du temps a permis de rendre
cette méthode, prometteuse sur le plan technique, accessible dans le domaine de la recherche
clinique. Actuellement, la recherche de mutations liées a des cellules cancéreuses est I'application
prépondérante de la méthode de séquencage haut-débit [Audebert et al., 2014].

Dans le domaine des maladies infectieuses, cet outil pourrait étre utilisé en cas d’infections
ne pouvant pas étre élucidées par les méthodes habituelles. Le séquencage haut-débit pourrait étre
un outil clé en routine dans la prise en charge d’infections provoquées par des bactéries multi-
résistantes, par exemple [Audebert et al., 2014]. En effet, il pourrait permettre de détecter des
mutations référencées qui sont associées a des résistances qui n’auraient pas pu étre détectées avec
les méthodes classiques moins sensibles. De plus, il pourrait mettre en évidence de nouvelles
mutations associées aux mécanismes de résistance et de virulence. Par ailleurs, le séquencage haut-
débit pourrait étre utilisé pour prédire et prévenir I'évolution d’une infection, d’une maladie
[Audebert et al., 2014].

Cependant, le séquencage haut-débit posséde également ces limites. Plusieurs éléments ne
sont pas standardisés comme la correction des erreurs de séquencage qui varie selon les méthodes
utilisées, I'analyse des haplotypes sur des fragments supérieurs a la taille des lectures, les différents

modeles statistiques a appliquer, les bonnes regles de bio-analyse d’'une facon générale. L’enjeu
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essentiel actuel des méthodes de séquencage est la bio-analyse des milliers, millions de séquences

obtenues. De plus, les méthodes d’analyse des données sont controversées actuellement.

2. Différentes méthodes de séquencage haut-débit

Les méthodes de séquencgage disponibles a ce jour different selon leurs modes de détection :
le pyroséquencage pour la société Roche, la synthese de nucléotides fluorescents « terminateurs »
réversibles pour la société lllumina, la lecture de la variation de pH associée a la libération d’un ion H*
lors de la polymérisation d’'un nucléotide pour la société lon Torrent [Audebert et al., 2014]. La
méthode SOLID repose sur une PCR en émulsion comme la méthode 454 de Roche, mais le
séquencage s’effectue par ligation des oligonucléotides et la détection de fluorescence. Par ailleurs,
elles ont chacune des caractéristiques techniques différentes (temps de run, nombre de bases par
lecture, nombre de lectures générées par run), et présentes chacune leurs avantages et leurs
inconvénients. Nous ne développerons pas ici les techniques de séquencage haut-débit de troisieme
génération.

Les différents avantages, inconvénients et les caractéristiques techniques des méthodes de

séquencage haut-débit actuellement sur le marché sont présentés dans le Tableau 28.

Tableau 28 : Les différentes caractéristiques des méthodes de séquengage haut-débit actuellement sur le marché
[Glenn, 2011].

) SOLiD (Life lon Torrent (Life
454 Roche lllumina . .
Technologies) Technologies)
. 5 heures — 11 . .
Temps de run 10 heures- 1 jour jours 1 jour —15 jours 2 heures — 7 heures
Nombre de
bases par 1000 2x250 75 200-400
lecture maximal
Millions de
1 3,4-3000 1400 0,1-80
lecture par run
Erreurs Substitutions Rares Biais AT Insertions/délétions
principales Homopolymeres Substitutions homopolymeres
Taux d’erreurs 1% 0,1-0,5% >0,01-0,06 % 1-1,8%
Précision 97,4%-99,9 % 96,7 % - 100 % 99,6 %-99,8 % 99,97 %
Taux d’erreur Détecteur électronique
inférieur a 0,5 Nucléotides non
L. , % Taux d’erreur marqués
Principaux Séquencage de . R s
Larges inférieura 1% Rapidité
avantages longs fragments ] .
domaines Simple
d’applications colt
Colit
Temps du run
Lecture
L. Taux d’erreurs Taux d’erreurs (1-1,8 %)
Principaux R courtes i .
A L. Colt . Lectures courtes Temps de préparation
inconvénients S, Taille des i )
Débit limité ) des échantillons
données
générées




Lors de nos analyses en séquencage haut-débit, deux facteurs limitants ont été soulevés. Le
premier concerne la fragmentation des échantillons d’ADN avec les contraintes d’'un nombre
maximal de bases par lecture qui ne permet pas d’analyser la composition en haplotypes
(composition en bases sur un méme brin d’ADN), sur des régions supérieures au nombre de bases
par lecture. Le second facteur limitant a été la détermination du seuil de détection des variants
minoritaires pouvant avoir un impact sur I’évolution viro-clinique directe ou au long cours. Nous nous

attarderons dans les deux paragraphes qui suivent sur ces deux éléments a prendre en compte.

3. 'analyse des haplotypes

La contrainte de la longueur des lectures pour les méthodes de séquencage haut-débit peut
influencer I'analyse des variants viraux. Des étapes de fragmentation sont souvent nécessaires pour
répondre aux exigences des méthodes de séquencage actuelles. Pour déterminer le pourcentage
d’une mutation a une position spécifique, |'étape de fragmentation n’est pas une étape limitante a
I'analyse des variants. Cependant, pour déterminer les haplotypes, correspondant aux différents
variants des quasi-especes ol des mutations sont co-localisées sur le méme génome viral, les
fragments générés doivent correspondre a la longueur du géne a analyser. Par exemple, lors de nos
analyses, nous avons utilisé la technique lon Torrent qui contraint a fragmenter le génome en
fragments de 200 pb. Cependant, la protéine S du VHB a une longueur de 600 pb et nous ne pouvions
pas affirmer qu’une mutation en position 60 était retrouvée sur le méme haplotype (brin/variant)
qgue la mutation en position 360, par exemple. Pour pouvoir exploiter des données sur haplotypes,
nous nous sommes ainsi focalisés sur une partie du génome dont la longueur correspondait a la taille
d’une lecture. L'utilisation de méthodes de séquencgage haut-débit avec une taille de lecture plus
élevée doit étre préconisée pour I’étude des haplotypes.

Toutefois, des techniques de séquengage haut-débit aprés fragmentation peuvent étre
utilisées sur le terrain médical par exemple, quand des études viro-cliniques préliminaires ont pu
valider la présence de mutations avec un impact pratique (exemple, résistance du VIH aux
traitements antirétroviraux), méme sans la connaissance des haplotypes précis. Dans ces cas, une
émergence de souches virales sous traitement portant les mutations de résistance validera a
posteriori les conséquences présumées des mutations détectées de facon systématique en lecture

groupée « verticale » de tous les « reads » (échec thérapeutique).
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4. Le seuil de détection

Le seuil de détection des variants viraux, seuil a partir duguel un sens biologique peut étre
accordé a une mutation, est une question récurrente dans I’analyse de la variabilité virale. A partir de
quel seuil une mutation peut-elle avoir un effet biologique, voire clinique direct ou a long terme ?

Les études réalisées sur le VIH ont admis qu’un mutant résistant présent a 5 % dans la
population virale lors du séquencage haut-débit par pyroséquencage pouvait prédire I'échec
thérapeutique des antirétroviraux [Mohamed et al., 2014a; Trabaud et al., 2017]. Par ailleurs, des
études comparatives du séquencage direct et haut-débit (pyroséquencage) ont montré que le
séquencage direct permettant généralement de détecter des variants dont la fréquence était
supérieure a 15-20 %, mais ne détectait pas certains variants présents a 21 %, 23 % et 25 % en
séquencage haut-débit. Dans I'’étude de Mohamed et al., 2014b, un seuil de 1 % a été envisagé pour
mieux caractériser les populations virales et identifier des mutations de résistance supplémentaires
pour ainsi, aider le clinicien a fournir un traitement plus approprié pour le patient [Mohamed et al.,
2014b].

Une seconde étude de Lauck et al., 2012, réalisée sur les souches de VHC, a montré, sur un
modele in vivo, que des variants viraux de VHC résistants aux antiviraux, généralement détectés dans
des proportions inférieures a 1 %, pouvaient augmenter sous pression thérapeutique.

L'étude de Ramirez et al. (2013) a comparé des études de séquencage haut-débit
(pyroséquencage) avec les résultats observés en clonage séquencage sur des souches de VHB. Ces
analyses ont déterminé un seuil de détection a 0,25 % pour des fragments de 500 pb. En effet, tous
les sites polymorphiques supérieurs a 0,25 % étaient retrouvés en séquencage haut-débit.
Cependant, des études antérieures avaient estimé le seuil a 0,05 % pour des fragments de 200 pb. La
taille du fragment séquencé est importante a prendre en compte. En effet, une taille de fragments
plus longue pourrait favoriser I'accumulation des erreurs [Ramirez et al., 2013].

Une étude réalisée par Pena et al. (2016), a I'aide du séquencage haut-débit Illlumina, a
montré que les séquences trés rares d’insert de BCoV (coronavirus respiratoire bovin) (0,01 %)
présent dans un mélange maitrisé pour sa composition étaient détectables par la méthode de
séquencage haut-débit lllumina.

Dans les études de microbiologie environnementale, des limites de détection plus faibles
sont envisagées pour mettre en évidence les diverses populations d’organismes, méme minoritaires,
présentes dans un échantillon ou observer leur évolution au cours du temps. Cependant les taux
d’erreurs actuels des méthodes présentes sur le marché ne permettent pas de détecter des
populations a de tres faible pourcentage sans envisager les risques d’introduire des erreurs

d’analyses. Les taux d’erreur des différentes techniques sur le marché devront étre améliorés.
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Les méthodes de séquencage haut-débit combinées avec des analyseurs de données (basés
sur des études statistiques) sont actuellement en cours d’étude et permettraient de diminuer le seuil

de détection a 0,05 % [Hedskog et al., 2010] voire 0,005-0,01 % (ViVan) [Isakov et al 2015].

|l. La variabilité des protéines d’enveloppe du VHB et |'évolution de
I'infection évaluée par la persistance de |’AgHBs.

1. Comparaison de la cohorte de patients infectés par le VHB de génotype A
ouD

La clairance de I’AgHBs chez les patients atteint d’une infection chronique par le VHB n’est
qgue tres rarement observée, méme sous traitement anti-VHB. Les facteurs pouvant influencer la
persistance ou la clairance de I’AgHBs n’ont pas encore été totalement élucidés. Notre hypothése de
travail était que I'étude de la variabilité des protéines d’enveloppe pourrait expliquer, au moins
partiellement, I’évolution de I'infection par le VHB évaluée par la persistance de I'’AgHB:s.

Nous avons eu l'opportunité d’étudier deux cohortes de patients infectés par le VHB de
génotype D et le VHB de génotype A. La premiere cohorte de VHB de génotype D portait sur des
patients infectés chroniquement par le VHB sous traitement antiviral et la seconde cohorte de VHB
de génotype A a été élargie a différents profils de patients présentant soit une infection a VHB
chronique, soit une infection a VHB aiglie, soit une co-infection par le VHB et le VIH. Notre objectif
était de rechercher des mutations signatures dans les glycoprotéines d’enveloppe du VHB pouvant
influencer I'évolution de I'infection chez différents profils de patients. Nous rappelons ici que, pour
nos travaux, les patients « répondeurs » sont définis par une clairance de I’AgHBs, sous traitement

antiviral ou non, alors que les patients « non-répondeurs » montaient une persistance de I’AgHBs.

1.1. Clairance de ’AgHBs et réponse immunitaire de I’hdte

Dans la littérature, la clairance de I’AgHBs est plus fréquemment retrouvée chez les adultes
présentant une infection chronique par le VHB de génotype A comparé au génotype D [Sanchez-
Tapias et al., 2002]. Cependant, la progression vers la chronicité apres une infection a VHB aigiie chez
I’adulte est plus importante chez les patients infectés par le VHB de génotype A [Croagh et al., 2015].
La comparaison des VHB de génotypes A et D en Europe a montré une plus grande hétérogénéité
génétique entre les patients infectés par le VHB de génotype D comparés aux patients infectés par le
VHB de génotype A [Aragri et al., 2016]. Ceci a également été observé en comparant nos deux
cohortes. En effet, I'hétérogénéité génétique entre les patients était plus forte pour les patients
infectés par le génotype D (d=0,012 pour S et d=0,0095 pour préS) que le génotype A (d=0,001 pour S

et préS). Les patients présentant une infection aiglie par le VHB de génotype A semblent présenter
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une réponse immunitaire plus faible que les autres génotypes [Ito et al., 2016]. Par ailleurs, le VHB de
génotype A se réplique plus lentement que les autres génotypes. La réplication plus lente du virus a
été associée a une faible réponse immunitaire cellulaire et a une augmentation de la probabilité de la
persistance de l'infection [Grossman et Paul, 2000 ; Mondal et al., 2015 ; Ito et al., 2016].

L’analyse des mutations observées sur les protéines d’enveloppe des cohortes de patients
infectés par le VHB de génotype A et de génotype D a montré un plus grand nombre de mutations
dans le géne S des « non-répondeurs » comparé aux « répondeurs », et plus particulierement dans la
zone fonctionnelle majeure MHR. Cette région est cruciale pour la réponse immunitaire humorale et
les mutations dans cette région peuvent modifier la conformation des épitopes S et les propriétés
antigéniques des protéines d’enveloppe favorisant la persistance de I’AgHBs [Greiner et al., 2014]. De
plus, certaines de ces mutations étaient associées a une diminution de I'antigénicité prédite par le
logiciel AnTheProt favorisant la persistance de I’AgHBs (exemple : huit mutations pour les génotypes
D).

Parmi les mutations d’échappement décrites sur le site

http://hbv.geno2pheno.org/index.php, cing mutations d’échappement ont été retrouvées lors de

nos travaux chez les « non-répondeurs » infectés par du VHB de génotype A et cing chez les « non-
répondeurs » infectés par du VHB de génotype D. Cependant, aucune mutation n’a été retrouvée
chez les « répondeurs » infectés par du VHB de génotype A et une seule chez les « répondeurs »
infectés par du VHB de génotype D (sP142R).

En outre, l'apparition de nouveaux sites de N-glycosylation favorise I'échappement
immunitaire [Yu et al., 2014]. Des mutations impliquées dans I'apparition de nouveaux sites de N-
glycosylation (Asparagine-X-Thréonine/Sérine, avec X différent de la proline) ont été observées
seulement chez les patients « non-répondeurs » des cohortes A et D. En effet, une N-glycosylation
supplémentaire a été observée en position 113 (sS113T) chez un « non-répondeur » infecté par le
VHB de génotype D. Pour les souches de génotype A, trois mutations présentes aux positions 116
(sT116N), 130 (sG130N) et 133 (sM133T) ont été retrouvées chez trois « non-répondeurs ». Ces
nouveaux sites de N-glycosylation, influencant la reconnaissance par le systtme immunitaire de

I’h6te, pourraient favoriser la persistance de I'infection.

1.2. Signatures moléculaires dans les glycoprotéines du VHB

Dans la cohorte de patients infectés par du VHB de génotype D sous traitement antiviral, le
couple de mutations sT125M/sP127T a été retrouvé chez 4/6 des « non-répondeurs », mais jamais
chez les « répondeurs ». Cette mutation a été associée a une diminution de I'antigénicité prédite par
bio-informatique de 28 %. Par ailleurs, une moins bonne réactivité des anticorps vaccinaux face aux

peptides mutés en sT125M par rapport a un peptide sauvage a été observée (p=0,0029). Ainsi ces
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résultats suggerent que la mutation sT125M pourrait étre associée a une plus faible réponse
humorale contre la mutation sT125M qui va contribuer a la persistance de I'’AgHBs chez les patients.
La mutation sT125M a précédemment été décrite chez des patients chroniquement infectés par le
VHB de génotype D3 et chez un patient usager de drogues par voie intraveineuse qui était co-infecté
par le VIH [De Maddalena et al., 2007 ; Pourkarim et al., 2010 ; Taffon et al., 2014]. Par ailleurs, les
mutations sT125M/sP127T ont été observées chez un bébé né d’'une mére infectés par le VHB malgré
la vaccination anti-HBV réalisée a la naissance [Velu et al., 2008]. Ce couple de mutations sur la
protéine d’enveloppe du VHB pourrait favoriser I'échappement immunitaire et par conséquent la
persistance de l'infection. Dans la cohorte de patients infectés par du VHB de génotype A, la
mutation sT125M a été retrouvée chez un « répondeur ». Cependant, elle était représentée a un
faible pourcentage (5 %) et n’était pas associée a la mutation sP127T.

Dans la cohorte de patients infectés par du VHB de génotype A, la mutation sY161F, localisée
dans le déterminant « a », a été retrouvée chez 3/8 des « non-répondeurs ». L’acide aminé F est plus
hydrophobe que I'acide aminé Y, retrouvé dans la séquence consensus sauvage de génotype A. Par
ailleurs, la mutation est responsable d’une diminution de I'antigénicité prédite de 28 %. Ainsi, cette
mutation pourrait étre responsable d’une faible reconnaissance par le systéme immunitaire de
I’h6te. Cette mutation a déja été décrite dans la littérature chez des patients infectés chroniguement
par le VHB de génotype Al, A2, A3, mais également par du VHB de génotype B [Grabarczyk et al.,
2010 ; Cassino et al., 2011 ; Skelton et al., 2012 ; Darmawan et al., 2015 ; Candotti et al., 2016]. Par
exemple, la mutation sY161F a été retrouvée chez 29,5 % des patients inclus dans une cohorte
Polonaise, qui étaient naifs de traitement et présentaient une persistance de I’AgHBs [Grabarczyk et
al., 2010]. Cette mutation a également été associée a un échappement a la vaccination chez des
enfants nés de meéres infectées par le VHB vaccinés a la naissance [Zhu et al., 2001]. Elle a également
été retrouvée chez des jeunes adultes présentant une hépatite occulte [Darmawan et al., 2015]. Par
ailleurs, I'acide aminé F est retrouvé dans la séquence consensus des génotypes C et D, qui sont
connus pour étre associés au développement d’une maladie hépatique plus sévére [Paraskevis et al.,
2013].

La mutation sE164D a été retrouvée chez 3/8 des « non-répondeurs » de la cohorte de
patients infectés par du VHB de génotype A et chez un « non-répondeur » de la cohorte de patients
atteints par du VHB de génotype D. Cette mutation, généralement retrouvée chez les patients
infectés chroniquement par le VHB, est associée a la mutation sI195M. La mutation sE164D diminue
la capacité de fixation des anticorps anti-HBs sur I’AgHBs in vitro [Torresi et al., 2002]. Par ailleurs, en
raison du chevauchement de la protéine S avec la polymérase du VHB, ces mutations sont associées a
la résistance aux traitements par la Lamivudine et/ou I'Entécavir (rtL180M, rtM204V +/- rt V173L)
[Torresi et al., 2002].
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Ainsi, nos travaux, en accord avec des données de la littérature, ont montré que la variabilité
des protéines d’enveloppe du VHB pouvait influencer la persistance du VHB dans le contexte varié de
différents profils cliniques. Des délétions, généralement associées a la sévérité de la maladie, ont
également été observées majoritairement chez les patients « non-répondeurs ». La question des
délétions sera développée dans la section suivante portant sur des souches de VHB de génotype C.

La variabilité des glycoprotéines d’enveloppe du VHB et des signatures moléculaires au sein
de ces protéines, corrélée a la persistance ou a la clairance de I'AgHBs, pourrait donc modifier
I’évolution viro-clinique de la maladie, avec ou sans traitement antiviral. Ainsi, les protéines
d’enveloppe pourraient contribuer, au moins partiellement, a la compréhension de I'évolution de la
maladie quant aux réponses immunitaires de I’'hGte, aux réponses thérapeutiques et par conséquent

permettre de mieux appréhender la clairance ou la persistance de I’AgHBs chez les patients.

2. La cohorte des patients infectés par du VHB de génotype C

L'étude réalisée sur les deux patients infectés par du VHB de génotypes C, en plus de
données collectées dans la littérature, a permis d’insister sur I'importance de la variabilité des
protéines d’enveloppe chez des patients infectés chroniquement par le VHB depuis plusieurs années,
présentant une maladie hépatique sévere, avec (patient P1) ou sans traitement (patient P2) et
présentant une co-infection par le VIH (patient P1) ou non (patient P2).

En effet, ces deux patients présentaient une variabilité importante au sein des protéines
d’enveloppe du VHB. Les mutations observées chez ces deux patients se retrouvent essentiellement
dans les régions antigéniques de la protéine (épitopes des lymphocytes B et T), et plus
particulierement dans la région MHR qui est essentielle a la reconnaissance par les lymphocytes B du
systeme immunitaire. Par ailleurs, certaines mutations retrouvées chez ces patients ont été décrites
dans la littérature comme permettant au virus d’échapper au systéeme immunitaire de I’"hote (sQ30K,
sY134N pour le patient P1 et sT123N, sl126N et sG145R pour P2 [Ireland et al., 2000 ; Avellon et
Echevarria, 2006 ; Ramezani et al., 2013]. Ces mutations pourraient également expliquer la
persistance de l'infection chez ces patients. De plus, certaines mutations ont été associées a une
diminution de I'antigénicité prédite par le logiciel AnTheProt, plus particulierement chez le patient P2
(sS53L, sS58C, sG145R, sV168A sur le géne S ; D27G, P32L, E54A, N56H/W et A60V sur la région prés).
Toutes ces données sont en faveur d’un échappement du virus au systéme immunitaire de I'hote
favorisant la persistance de I'infection par le VHB.

Le role des variants minoritaires, lors d’'une infection par le VHB, n’est actuellement pas bien
compris. Cependant, leur impact sur I’évolution clinique des patients devrait étre suivi dans le cadre

de travaux de recherche viro-clinique. En effet, méme s’ils sont faiblement représentés dans la quasi-
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espéce virale, le pourcentage de variants ramené a la charge virale du patient peut tout de méme
représenter une quantité importante de virus possédant des mutations chez un méme patient
(exemple du patient P2 : sG145R représentant seulement 2 % de la population virale rapporté a la
charge virale du patient P2 correspond a 3,04 logUl/mL de ce variant). De plus, I'accumulation de
plusieurs variants viraux présents en faible pourcentage, mais qui possédent des propriétés
d’échappement peut favoriser la persistance virale.

La comparaison des mutations observées chez ces deux patients a permis de mettre en
évidence six mutations communes (sP62L et sP203R sur le gene S et P32L, A60V, G73N et W172stop
sur la région préS). Les mutations sP62L, P32L et A60V sont associées a une diminution de
I’antigénicité prédite de 28 a 46 %. En analysant les deux échantillons récupérés pour le patient P1,
certaines mutations persistent ou apparaissent (A60V, G73N et sP62L) tandis que d’autres
disparaissent (P32L, W1772stop et sP203R). Une analyse de la littérature de l'influence de ces
mutations sur le pouvoir infectieux du virus a permis d’émettre des hypotheses sur la persistance ou
la disparition de certaines mutations en lien avec le fitness du VHB. Des modifications
multifactorielles du virus et de son environnement pourraient étre impliquées dans la sélection de
ces mutations.

Parmi les mutations qui apparaissent ou persistent sur les souches virales du patient P1, les
mutations A60V et P62L ont montré une diminution de I'antigénicité prédite par le logiciel
AnTheProt. Cette diminution de I'antigénicité prédite pourrait influencer la reconnaissance du VHB
par le systéme immunitaire de I'hote et favoriser la propagation du virus et la persistance de
I'infection. La mutation G73N, quant a elle, n’est pas associée a une diminution de I'antigénicité
prédite, mais se retrouve dans le promoteur des protéines S du VHB [Lin et al., 2012]. Tout comme
les délétions retrouvées dans cette région, cette mutation pourrait étre responsable d’une
diminution de la production des protéines d’enveloppe du VHB, favoriser leur rétention dans le
réticulum endoplasmique et par conséquent la transformation des cellules et la progression de la
maladie hépatique observée chez les patients P1 et P2 [Lin et al., 2012 ; Lin et Kao, 2015 ; Sunbul,
2014 ; Zhang et al., 2016a].

En paralléle, certaines mutations disparaissent. Ces mutations pourraient s’avérer délétéres
pour la réplication du VHB. la mutation P32L a été associée a une diminution de I'antigénicité prédite
(-46 %) et a été décrite dans la littérature dans certains cas d’hépatite occulte [Kim et al., 2013].
Cette mutation a également été décrite comme associée a la mutation W122stop qui disparait
également chez le patient P1 [Kim et al.,, 2013]. Les infections occultes par le VHB favorisent
généralement la progression de la maladie et la persistance de l'infection. Cependant, ces deux
mutations se retrouvent dans des zones importantes pour le pouvoir infectieux du virus, le site de

fixation aux hépatocytes et celui de I'attachement a la nucléocapside. Elles pourraient étre ainsi
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déléteres pour le fitness réplicatif du VHB (réduction de la sécrétion du virus, réduction de la
propagation du virus) [Lin et al., 2012]. La mutation sP203R disparait également chez le patient P1.
Cette mutation ne semble pas présenter un avantage sélectif pour le virus (elle n’est présente qu’a
5 % chez la population virale du patient P2). Par ailleurs, cette mutation, par chevauchement des
cadres de lecture, se retrouve dans le sous-domaine structurel et fonctionnel « palm» de Ia
polymérase virale [Ding et al., 2016].

Des délétions dans la région préS ont également été retrouvées chez ces patients et sont
localisées dans les épitopes des lymphocytes B et T du systéme immunitaire de I’h6te. Une délétion
présente chez 100 % des variants viraux de la quasi-espéece a été retrouvée dans la région préS2 du
patient P1. De nombreuses délétions se retrouvent dans cette région qui n’est pas cruciale pour
I’entrée du virus dans les cellules, sa formation et son pouvoir infectieux contrairement aux autres
protéines [Pollicino et al., 2014]. Les délétions dans préS2 ont été associées a des stades avancés de
la maladie hépatique chronique [Pollicino et al., 2014]. Le patient P2, quant a lui, présente quatre
souches minoritaires présentant des délétions dans la région préS1. Ces délétions sont associées a
des variants majoritaires non délétés car la région préS1 est essentielle au pouvoir infectieux du
virus. Les délétions dans préS1 peuvent également étre un marqueur de la progression de la maladie
[Pollicino et al., 2014 ; Lee et al., 2015b]. Les délétions dans préS sont généralement associées a une
augmentation des fibroses hépatiques, des cirrhoses et des exacerbations aiglies conduisant parfois
a des hépatites fulminantes [Coppola et al., 2015 ; Pollicino et al., 2014]. Les délétions dans préS
entrainent une diminution de la production des protéines d’enveloppe du VHB et favorisent leur
rétention dans le réticulum endoplasmique, conduisant a des dommages au niveau de I’ADN et a la
transformation des cellules hépatiques en cellules GGH (« Ground Glass Hepatocyte ») et par
conséquent au développement de CHC [Zhao et al., 2014 ; Tong et Revill, 2016 ; Zhang et al., 2017b].

Le patient P2 présente un profil sérologique atypique avec les AgHBs et les anticorps anti-HBs
présents de fagon simultanée (2,43-8,9 % des patients chroniques) [Liu et al., 2016]. Ce patient
présente neuf mutations dans la MHR comme les mutations sI126N et sG145R, déja signalées chez
des patients présentant ce méme profil [Liu et al., 2016 ; Xue et al., 2017]. Ces mutations peuvent
interférer dans la reconnaissance de I’AgHBs par les anticorps anti-HBs [Coppola et al., 2015]. De
plus, la mutation sG145R peut diminuer la sécrétion d’AgHBs et favoriser le développement des
maladies hépatiques [Xue et al., 2017]. Ce patient présente aussi plusieurs délétions dans la région
préSl (aa 1-6, 31-71, 38-73, 72-104), localisées dans les épitopes des lymphocytes B et T. La
vaccination anti-VHB actuelle pourrait s’avérer inefficace contre ces souches virales et le risque de
transmission horizontale ne peut pas étre exclu chez ces patients. Ainsi, les individus présentant ce
profil atypique, mais également sa famille et son entourage proche devraient étre suivis

attentivement [Leong et al., 2016]. De plus, ces patients devraient étre dépistés régulierement pour

215



le développement de CHC. En effet, plusieurs études ont montré que ces individus présentaient
généralement une hépatite avancée et une fibrose, mais également un plus grand risque de
développer un CHC qui pourrait étre associé aux délétions fréquemment retrouvées dans la région
préS [Jang et al., 2009 ; Huang et al., 2010 ; Seo et al., 2014 ; Leong et al., 2016].

Ces deux patients présentent une diversité virale importante avec plusieurs mutations dans
les régions épitopiques et des délétions dans la région préS qui sont, elles-mémes, localisées dans
des épitopes des lymphocytes B et T. Certaines de ces mutations pourraient influencer I'évolution et
donc la prise en charge de la maladie. Ainsi, un suivi rapproché des patients présentant une
variabilité importante dans le déterminant « a », potentiellement associée a un échappement
immunitaire, ou présentant des délétions dans la région préS pourrait étre recommandé dans un

contexte de recherche clinique.

CONCLUSION

e En conclusion, pour détecter des variants minoritaires spécifiques, les méthodes de
séquengage présentant un plus faible taux d’erreur sont a préconiser comme la technique
llumina. Par ailleurs des seuils de détection pourraient étre évalués en fonction du but
recherché. Un seuil de détection plus élevé pourrait étre préconisé pour détecter des
mutations ayant un effet clinique direct rapide. Un seuil de détection plus faible pourrait étre
envisagé pour voir I'évolution a long terme des souches virales, de leurs propriétés
biologiques et de leur impact sur la physiopathologie des infections. Pour analyser la
composition en haplotypes d’une population virale, des méthodes de séquencage avec un
nombre de bases par lecture recouvrant la partie du génome a analyser devraient étre
utilisées. Dans ce contexte, des outils statistiques faisant intervenir les méthodes de
« contigs » pourraient étre également envisagés. Actuellement, les analyses par séquencage
haut-débit sont controversées. Il n’existe pas de référentiel pour des modes opératoires
portant sur des méthodes d’analyse des données conséquentes obtenues avec ces
méthodes. Toutes les données obtenues ne sont pas utilisées au mieux et certaines
informations intéressantes peuvent étre perdues. Il est important d’établir des méthodes de
référence pour I'étude des quasi-especes virales (seuil de détection d’intérét biologique et
clinique, reconstitution des haplotypes, estimation de la fréquence des mutations) [Ramirez
et al., 2013]. Ainsi, il sera intéressant de confronter les expériences de plusieurs équipes pour
mettre au point des méthodes d’analyse de référence, des recommandations de bonne

pratique en fonction des disciplines de travail.
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Les résultats obtenus chez les 29 patients inclus dans nos travaux, a différents stades de
I'infection par le VHB, et avec différents profils cliniques et thérapeutiques mettent en
évidence une trées grande variabilité des génes préS/S du VHB, spontanément ou sous
pression thérapeutique. Dans les cohortes de patients infectés par le VHB de génotype A ou
D que nous avons étudiées, pour des patients a un stade d’infection par le VHB chronique ou
aigu, la persistance de I’AgHBs ou I'évolution vers la chronicité étaient corrélées avec la
présence de mutations et délétions dans des zones jouant un réle important dans Ia
reconnaissance du virus par le systeme immunitaire. Ces données suggérent que la variabilité
de I'enveloppe du VHB peut favoriser I'’échappement immunitaire quels que soient les profils
cliniques et le génotype du VHB. Ces résultats renforcent notre hypothese de travail et
confirment I'importance de I'étude des protéines d’enveloppe du VHB afin de mettre en
évidence des mutations d’intérét influengant le fitness du VHB et par conséquent, modifiant
I’évolution clinique de la maladie liée au VHB. Ces données peuvent également contribuer au
développement futur de nouvelles molécules thérapeutiques ciblant ces protéines a I'étape
d’entrée du VHB dans I'hépatocyte ou encore a l'adaptation éventuelle des souches

vaccinales.
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VALORISATIONS
SCIENTIFIQUES



« Impact of deletions and mutations in hepatitis B vurus envelope proteins on serological profile and
clinicale evolution », M. Eschlimann, B. Malve, S. Galgey, H. Fenaux, F. Zoulim, F. Goehringer, C.
Rabaud, T. May, H. Jeulin, E. Eschvoerer. 4" ANRS HBV cure workshop- Paris 2017.

« Hepatitis B envelope variability of genotype A strains correlated with HBsAg persistence in patients
with acute or chronic hepatitis B and in HBV/HIV co-infected patients », M. Eschlimann, H. Jeulin, A.
Velay, B. Malve, H. Fenaux, A. Duda, M. Bensenane, F. Goehringer, J.P. Frippiat, T. May, J.P.
Bronowicki, F. Zoulim, E. Schvoerer. 9™ conférence Euro-Global Gastroenterology Conference and
Hepatitis Vaccines - Valence, Espagne 2016.

« Influence of Hepatitis B, genotype A, virus envelope variability on HBs antigen (HBsAg) clearance in
HBV mono-infected patients or patients co-infected with human immunodeficiency virus », M.
Eschlimann, H. Jeulin, A. Velay, B. Malve, H. Fenaux, A. Duda, M. Bensenane, F. Goehringer, J.P.
Frippiat, T. May, J.P. Bronowicki, F. Zoulim, E. Schvoerer. 3" ANRS HBV cure workshop - Paris 2016.

« Influence of the genomic variability of hepatitis B virus in env/pol gne on HBs Antigen persistence
or clearance in patients with chronic hepatitis B under antiviral treatment or not », M. Eschlimann,
H. Jeulin, A. Velay, B. Malve, M. Bensenane, J.P. Frippiat, F. Zoulim, J.P. Bronowicki, E. Schvoerer. HBV
Molecular Congress - Bad Nauheim, Allemagne 2015.

« L'antigéne HBcr, nouveau marqueur évolutif de l'infection chronique par le virus de I'hépatite B? »
M. Eschlimann, H. Jeulin, A. Velay, B; Malve, J.P. Frippiat, J.P. Bronowicki, E. Schvoerer. 16™ Journée
Nationale d'Infectiologie - Nancy 2015.

« Emergence du virus de I'hépatite E chez 'Homme et dans |'environnement dans le Nord-Est de la
France », H. Fenaux, M. Chassaing, O. Blanger, H. Jeulin, S. Berger, M. Eschlimann, C. Gantzer, .
Bertrand, E.Schvoerer. Journées Francophones de Virologie - Paris 2017.

« Influence of genotype A Hepatitis B virus envelope variability on HBs antigen (HBsAg) persistence in
patients mono-infected or co-infected with human immunodeficiency », H. Jeulin, M. Eschlimann, A.
Velay, B. Malve, H. Fenaux, A. Duda, M. Bensenane, F. Goehringer, J.P. Frippiat, T. May, J.P.

Bronowicki, F. Zoulim, E. Schvoerer. 6™ European Congress of Virology — Hambourg, Allemagne 2016.

« Study of the Hepatitis E virus emergence in North Eastern France on environmental and human
samples », H. Fenaux, M. Eschlimann, H. Jeulin, S. Berger , M. Bensenane, J.P. Bronowicki, C. Gantzer,
. Bertrand, E.Schvoerer. 5" Food and Environmental Virology conference — Japon 2016.

« Influence de la variabilité des glycoprotéines d'enveloppe du virus de I'hépatite B sur la clairance de
I'AgHBs chez les patients co-infectés par le VIH », A. Duda, H. Jeulin, F. Goehringer, A. Velay, M.
Eschlimann, J.P. Frippiat, E. Schvoerer. 16°™ Journée Nationale d'Infectiologie - Nancy 2015.

« La mutation T125M sur l'antigéne de surface du virus de I'hépatite B peut moduler la clairance de
I'antigéne HBs au cours du traitement par analogues nucléos(t)idiques », A. Velay, H. Jeulin, B. Malve,
M. Eschlimann, M. Bensenane, F. Zoulim, J.P. Frippiat, J.P. Bronowicki, E. Schvoerer. 9¥™ journée de
la recherche biomédicale - Nancy 2014.

« The mutation sT125M in HBV surface antigen can modulate the antigen clearance under treatment
by anti-HBV nucléos(t)ide analogues », A. Velay, H. Jeulin, B. Malve, M. Eschlimann, M. Bensenane, F.
Zoulim, J.P. Frippiat, J.P. Bronowicki, E. Schvoerer. 3" World congress on controversies in the
management of viral hepatitis — Berlin, Allemagne 2014, 3™ prix.
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« Variabilité des génes des glycoprotéines de surface du virus de |I’"hépatite B étudiées par
séquencage haut-débit et clairance de I'antigéne HBs sous analogues nucléos(t)idiques », M.
Eschlimann, H. Jeulin, A. Velay, M. Bensenane, J. Murray, F. Zoulim, J.P. Frippiat, J.P. Bronowicki, E.
Schvoerer. 15™ réunion du réseau national hépatites de ’ANRS - Paris 2015.

« Influence des caractéristiques des glycoprotéines d'enveloppe du virus de I'hépatite B (VHB) sur la
clairance de I'AgHBs sous traitement anti- VHB », H. Jeulin, M. Eschlimann, A.Velay, B. Malve, F.
Goehringer, M. Bensenane, J.P. Frippiat, F. Zoulim, C. Combet, J.P. Bronowicki, E. Schvoerer. 10¢™m®
journée de la recherche hospitalo-universitaire : ma recherche en 300s TQC - Nancy 2015.

« Influence des caractéristiques des glycoprotéines d'enveloppe du virus de I'hépatite B (VHB) sur la
clairance de I'AgHBs avec ou sans traitement anti-VHB », E. Schvoerer, M. Eschlimann, H. Jeulin, A.
Velay, B. Malve, F. Goehringer, M. Bensenane, J.P. Frippiat, F. Zoulim, C. Combet, J.P. Bronowicki.
Réunion Interdiciplinaire de chimiothérapie Anti Infectieuse (RICAI) - Paris 2015.

« Hepatitis C and B: Key role of envelope glycoproteins in viral persistence », E. Schvoerer, A. Velay,
H. Jeulin, M. Eschlimann, L. Cadot, M. Bensenane, F. Zoulim, J.P. Frippiat, J.P. Bronowicki, 15" Saar-
Lox-Lux workshop on virus research - Nancy 2014.

Acceptés :

« The variability of hepatitis B envelope is associated with HBs antigen persistence in either chronic
or acute HBV genotype A infection », M. Eschlimann, B. Malve, A. Velay, H. Fenaux, S. Berger, J.P.
Frippiat, F. Zoulim, M. Bensenane, J.P. Bronowicki, F. Goehringer, T. May, H. Jeulin, E. Schvoerer.
Journal of Clinical Virology 2017 ; 94 : 115-122.

« Impact of deletions and mutations in Hepatitis B virus envelope proteins on serological profile and
clinical evolution », B. Malve, M. Eschlimann (co premiers auteurs), S. Galgey, H. Fenaux, F. Zoulim,
F. Goehringer, C. Rabaud, T. May, H. Jeulin, E. Eschvoerer. Virus Research 2017 ; 238 : 141-147.

« Characterization of hepatitis B virus surface antigen variability and impact on HBs antigen clearance
under nucleos(t)ide analogue therapy », A. Velay, H. Jeulin (co premiers auteurs), M. Eschlimann, B.
Malvé, F. Goehringer, M. Bensenane, J.P. Frippiat, P. Abraham, A. M. Ismail, J. M. Murray, C. Combet,
F. Zoulim, J.P. Bronowicki, E. Schvoerer. Journal of Viral Hepatitis 2016 ; 23(5) : 387-398.
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Résumé en Frangais

L’hépatite B chronique touche environ 257 millions de personnes dans le monde. La perte de
I'antigene HBs (AgHBs), marqueur de guérison fonctionnelle, n’est que trés rarement observée,
méme sous traitement antiviral (3-16 %). Les protéines d’enveloppe du virus de I’hépatite B (VHB),
formant I’AgHBs, sont tres variables et cruciales pour le pouvoir infectieux du virus de I’hépatite B
(VHB) et la physiopathologie. Nous avons émis I’hypothése que cette variabilité pourrait expliquer,
au moins partiellement, I'évolution de I'infection par le VHB, évaluée par la clairance de I’AgHBs, chez
des patients traités ou non par analogues nucléos(t)idiques anti-VHB. Chez 29 patients infectés par
différents génotypes du VHB (A, C et D), présentant différents profils cliniques (infection aiglie ou
chronique, co-infection VHB/VIH) et thérapeutiques, une trés grande variabilité des protéines
d’enveloppe du VHB a été mise en évidence. Chez ces patients, la persistance de I’AgHBs était
corrélée avec la présence de mutations et délétions localisées dans des régions des protéines
d’enveloppe virale jouant un réle important dans la reconnaissance du virus par le systéme
immunitaire. Ces résultats renforcent I’hypothése que I'étude des protéines d’enveloppe du VHB
pourrait mettre en évidence des signatures moléculaires influencant le fitness du VHB et par
conséquent I'évolution clinique de la maladie liée a I'infection par le VHB.

Mots clés : Antigéne HBs, Echappement immunitaire, Séquencage haut-débit, Variabilité, Virus de

I’hépatite B.

Résumé en Anglais

Chronic hepatitis B affects about 257 million people worldwide. The loss of HBS antigen (HBsAg), a
marker of the functional cure, is very rarely observed, even on anti-HBV treatment (3-16%). The
hepatitis B virus (HBV) envelope proteins (HBsAg) are highly variable and crucial for the viral
infectivity and pathogeny. We hypothesized that the HBV variability in the envelope proteins could
explain, at least partially, the evolution of HBV infection, evaluated by HBsAg clearance, in patients
treated or not by anti-HBV nucleos(t)idic analogues. For 29 patients infected with different HBV
genotypes (A, C and D), presenting different clinical profiles (acute or chronic infection, HBV/HIV co-
infection) and therapies, a very high variability of HBV envelope proteins was observed. In these
patients, the persistence of HBsAg was correlated with the presence of mutations and deletions
located in areas that play a key role in the viral recognition by the immune system. These results
reinforce the hypothesis that the study of HBV envelope proteins could highlight molecular
signatures influencing HBV fitness which would subsequently modify the clinical evolution of HBV-
related disease.

Key words: HBs Antigen, Immune escape, Ultra-deep sequencing, Variability, Hepatitis B virus.
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