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NTRODUCTION

Malgré I'existence d'un vaccin efficace, l'infeatipar le virus de I'hépatite B (VHB)
demeure un probléme de santé publiqgue mondiale; phes de 350 millions d’individus
atteints d’hépatite chronique et environ 1 millde& morts par an [1, 2]. L’hépatite B est une
maladie le plus souvent bénigne, mais qui évoluezckh a 10 % des adultes
immunocompeétents vers une hépatite chronique [3i,pgut conduire au développement
d’une cirrhose voire d’'un hépatocarcinome.

Les tests sérologiques de routine (détection dégesmes de surface associés a la
capside et des anticorps correspondants) permeajtandralement de poser le diagnostic
d’hépatite chronique et de surveiller I'évolutioa  maladie. Cependant, certains patients
atteints d'hépatite B chronique présentent deslps#Erologiques atypiques, mettant en défaut
les tests diagnostiques classiques. Ainsi, la rebleedu génome viral dans le sérum par
amplification géniquepolymerase chain reactionPCR) a permis de mettre en évidence une
réplication du VHB chez des patients ne possédactira marqueur sérologique d’une
infection B ou seulement des anticorps anti-capgatgicorps anti-HBc), témoins d’un
contact antérieur avec le virus. La proportion datigmts présentant ces infections
sérologiquement silencieuses ou « infections B lbesw varie selon les populations étudiées
et les techniques de dépistage utilisées.

Le risque majeur lié a ces infections occultesl'aggravation de I'atteinte hépatique
alors gque les transaminases restent souvent n@rflePar ailleurs, devant le risque de
transmission du virus, la question du dépistagehdpatites sérologiquement silencieuses lors
des dons de sang ou d’organes fait I'objet de débat

Bien que de nombreuses études soient consacréessajat, les souches virales a
I'origine des hépatites occultes sont loin d'étienbcaractérisées, que ce soit au niveau
moléculaire, biologique ou clinique. Nous avons aorherché a comprendre quelles
particularités distinguent les VHB responsables idéctions sérologiquement silencieuses,
des virus dits « sauvages ».

Nos travaux ont eu pour but de déterminer les mgcws de la persistance de
réplication virale malgré I'absence d’antigene ddace (AgHBSs) détectable. Une premiére
approche a porté sur la recherche de mutations ldagénome viral, permettant au virus
d'échapper aux tests classiques de diagnostictf&n ades mutations dans le géne de surface

peuvent mener a I'émergence de variants qui nepdasireconnus par les tests sérologiques



et qui échappent a la réponse immunitaire de I'Hdte autre approche a visé a explorer
d'autres facteurs pouvant expliquer I'étiologie kiésatites occultes, telles une défaillance de
la réponse immune, des coinfections par d’autrggsvbu une régulation négative de

I'expression de ’AgHBs. Nous avons donc ciblé aattude sur des populations de patients
coinfectés par le virus de I'hépatite C (VHC) et f®mvirus de I'immunodéficience humaine

(VIH). Nous avons enfin exploré la présence du Vétis des réservoirs non plasmatiques
qui protégeraient le virus de la réponse immursaes lesquels le VHB se répliquerait a trop

faible niveau pour induire un titre d’AgHBs détdata

Aprés une revue bibliographique présentant le vitasl'hépatite B ainsi que les
infections B « classiques » et occultes, nous litans les différentes phases de notre travail

de recherche, dont certaines ont fait I'objet dtet publiés ou soumis.
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CHAPITRE | : LE VIRUS DE L'HEPATITE B

A. Taxonomie du virus de I'hépatite Bis]

Le VHB appartient a la famille dddepadnaviridae(contraction de "Hepatotropic
DNA Viruses"), virus a ADN hépatotropes. Cette fieniregroupe deux genres:
Orthohepadnavirugt Avihepadnavirusqui partagent des caractéristigues communes comme

la morphologie, I'organisation génétique, le modeadplication, et la spécificité d'hote.

Le genreAvihepadnavirugvirus infectant les aviaires) regroupe les vouscanard de
Pekin (Duck Hepatitis B virus: DHBV), du héron (ldarHepatitis B virus: HHVB), de la
cigogne (Stork Hepatitis B Virus : STHBV) et deid'@les neiges (Ross's Goose Hepatitis B
virus). lIs différent des virus des mammiféres lfrsence du gene X [5, 6].

Le genreOrthohepadnaviruszomprend le virus de I'hépatite B humain ainsi tpse
virus des rongeurs : le virus de la marmotte (Wbodk Hepatitis B virus : WHB), les virus
des écureuils (Ground Squirrel Hepatitis B vir@SHBYV et Tree Squirrel Hepatitis B virus :
TSHBV) et les virus des singes (ChHBV chez les glinzés, GoHBV chez le gorille,
OuHBV chez l'orang-outang, GiIHBV chez le gibbonWMHBYV chez le singe laineux).
Certaines souches simiennes étant tres prochesuwtude I'hépatite B humain, les virus des

singes ne sont pas classés dans des especes sépaée 1).
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Figure 1: Analyse phylogénétique des souches humainesirses de virus
de I'hépatite B. Les souches sont identifiés par luméro d’accession a la

GenBank (d’apres Kidd-Ljunggren et al. [7]).

B. Structure

1. Morphologie

Trois formes différentes du virus de I'hépatite Bt @té identifiées par microscopie
électroniqgue dans le sérum des patients infectées: particules infectieuses appelées
particules de Dane, et des particules non-infestisusphériques ou allongées, correspondant
a une production excessive de protéines d’envel{fpgere 2).

Les spheres, de 22 nm de diamétre, et les batodaet®me diametre mais longs de
de plusieurs centaines de nanometres, sont comgesptéines d’enveloppe virales et de
lipides cellulaires. Ces particules ne sont pascinfuses puisque dépourvues d’ADN. Elles
sont 10 000 a 1 000 000 fois plus nombreuses gupdgicules de Dane dans le sérum des

sujets infectés.



VIRUS COMPLET

Figure 2: Morphologie du VHBA- Photographie en microscopie électronique
des trois formes de particules virales présentas lasérumB- Modélisation

informatique des particules de Dane et des formesnfectieuses.

Les particules de Dane représentent le virus cdmipfectieux. Elles mesurent 42 nm
de diamétre et sont constituées d'une enveloppprtipéique et d’une nucléocapside.

L’enveloppe virale est une bicouche de lipidesyprmant de la membrane des cellules
de I'néte, dans laquelle sont enchassées desnastde surface virales. Elle contient une
nucléocapside icosaédrique de 27 nm de diametreapside protéique protege le génome
viral, composé d'un brin (-) et d'un brin (+) d’ADMKt la polymérase virale ARN/ADN
dépendante liée de fagcon covalente au brin (-) t8fABigure 3). Sont également retrouvées
dans la capside des protéines kinases et protéirggeronnes d'origine cellulaire ainsi que

des oligoribonucléotides liés a I'extrémité 3' dn if+) d'’ADN.

génome

polymeérase

Figure 3 : Représentation schématique des différents ¢oasts du virus de

I'hépatite B.



2. Organisation génomiqugs, 9]

Le génome du VHB est I'un des plus petits génonoesas parmi les virus a ADN,
avec seulement pres de 3200 nucléotides (nt).

L’ADN du virion est sous forme circulaire relachépartiellement bicaténaire,
composeé d’un brin complet long, ou brin (-), etrdhrin court, ou brin (+) (Figure 4). Le brin
long est le brin codant, de longueur constantgoobséde en 5 une courte redondance
terminale de 9 bases qui chevauche I'extrémitét3grésente donc a cet endroit une courte
interruption de séquence appelée « gap ». La pobsuérirale est liee de fagon covalente via
un pont phosphodiester a I'extrémité 5’ du brin (¢ brin court, non codant, a une extrémité
5’ bien définie, qui porte un oligonucléotide de Hases, mais une extrémité 3’ variable. Sa
longueur n’est donc pas constante et représende8850% de la taille du brin (-). Le maintien
de la forme circulaire est assuré par I'apparienaest extrémités 5’ de chaque brin sur une
longueur de 200 nt, appelée région cohésive. Ereole génome contient de part et d’autre
du gap, deux séquences répétées de 10 a 12 haselees DR1 et DR2, qui sont essentielles

pour la réplication du virus.

Figure 4 : Organisation du génome du virus de I'hépatite B.

Malgré sa petite taille, 'ADN du VHB est porteufume trés grande quantité
d'informations, le brin long possédant des séquencdantes dans les trois cadres de lecture

transcriptionnelle.



On distingue quatre phases ouvertes de lec@perf Reading FrameORF) (Figure
5).

v 'ORF S contient 3 codons d'initiation de trangtion et code donc trois protéines
de surface : le géne S code I'AgHBs ou protéineeunajS (small protein : S), le gene préS2/S
code la protéine moyenne préS2 (medium protein :eM)e géne préS1/préS2/S code la
grande protéine préS1 (large protein : L).

v 'ORF C code les protéines de core ou protéinesagside. Un premier codon
d’initiation permet la synthése d’'une séquenceaiga partir du gene préC) nécessaire a la
translocation de la protéine HBe dans le reticutindoblastique (RE) et a sa sécrétion dans le
plasma. En l'absence de cette séquence signardiescription débute au second codon
d’initiation), la protéine HBc est synthétisée. eElh’est pas excrétée dans le plasma et
s’assemble pour former la capside virale.

v la plus longue phase ouverte de lecture, 'OREd@ge la polymérase virale. Elle
couvre 80 % du génome et chevauche donc partiglieime totalement toutes les autres
phases ouverte de lecture.

v’ la plus petite ORF code une protéine transactoeaiX.

PreS2

Figure 5 : Représentation schématique des 4 phases deelahuvirus de
'hépatite B.



3. Les protéines du VHB

3.1. Les protéines d'enveloppe

Les trois protéines d'enveloppe sont issues deé@manphase ouverte de lecture, a
partir de trois codons d'initiation différents, sant un codon stop commun. Ces protéines ne
difféerent donc que par leur extrémité N-termingliels ou moins longue. La protéine S a un
poids moléculaire de 25 kDaltons (kDa), la protéhede 31 kDa et la grande protéine, de 39
kDa.

Les protéines d'enveloppe sont synthétisées awauide la membrane du réticulum
endoplasmique. Lors de leur traduction, elles slingctement insérées dans la membrane du
RE et subissent plusieurs modifications post-tradoelles de type glycosylation et
myristilation. Elles possedent notamment un sitéNelglycosylation en position 146 (résidu
asparagine) du domaine S commun aux trois protéimgs n'est cependant pas

systématiquement utilisé.

3.1.1. La protéine S ou antigéne HBs

Cette protéine est la principale composante devélEmppe du VHB (65 % des
protéines d’enveloppe dans les virions). Elle eshiposée de 226 acides aminés (aa) et existe
sous deux formes: non glycosylée (p24) et N-glyldss au niveau de l'asparagine 146
(gp27).

La modélisation informatique de la structure seaimgdde la protéine S [10] suggere
la présence de quatre hélices hydrophobes transrapaites (Figure 6). La partie N-
terminale de I'hélicaxl (aa 8 a 22) est transloquée dans la lumiére detRie trouve ainsi
exposee a I'extérieur du virus. De méme, I'nétitle(aa 80 a 98) s'ancre dans la membrane
du RE et entraine la translocation de la régionésiten aval dans la lumiere du RE. Les
hélicesalll et alV se constituent dés que la traduction est tereihé région située entre les
hélices Il et Il forme une boucle dans la lumiée RE, stabilisée par des ponts disulfures
intra-chaine établis entre les résidus cystéinesphragine 146 est ainsi exposée a l'action
des enzymes luminales catalysant la glycosylati@tte boucle hydrophile, appelée « boucle
hydrophile majeure » (oMajor Hydrophilic Loop: MHL) porte les épitopes antigéniques de
la protéine S et est donc impliquée dans la répanmsaune anti-VHB. Le principal
déterminant antigénique, cible majeure des antcogutralisants induits par la vaccination

ou l'infection, est appelé déterminant « a » etiégé entre les acides aminés 121 et 149.
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Figure 6 : Topologie transmembranaire de la protéineAS.Modélisation
informatique des quatre hélicaset de la MHL contenant le déterminant « a »
(d’aprés Kay et al. [11])B- Représentation schématique de 'AgHBs d’aprés

Duclos-Vallee et al. [12].

L’AgHBs, directement exposé a la surface des padscvirales, participe également a
la reconnaissance et la fixation du VHB aux réaastees cellules cibles. En effet, des études
in vitro ont montré que la protéine S interagissaic de nombreuses molécules associées a

la membrane cellulaire, telles 'annexine V et Bdpoprotéine H [12].

3.1.2. La protéine M

Elle posséde une topologie comparable a la protgirtelle comprend le domaine S,
additionné de 55 acides aminés a son extrémitérrhitiale. Cette protéine possede en
position 4 un site de glycosylation systématiquendiisé.

Apres translocation dans la lumiére du RE, le domaréS2 recouvre partiellement la
petite protéine (Figure 7). Il semblerait donc tpg qu’il soit impliqué dans les mécanismes
d’attachement aux cellules hétes. Toutefois, lesultéts des études ne démontrent pas
formellement son implication dans les étapes pexde I'infection par le VHB [12, 13].

La partie N-terminale de la région préS2 contiezg dpitopes antigénigues induisant

des anticorps protecteurs [9].
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Figure 7 : Topologie transmembranaire de la protéine moggha].

3.1.3. La protéine L

Elle contient 100 a 120 acides aminés supplémestaar rapport a la protéine M.

Cette protéine possede deux topologies difféerentess de sa synthese et de sa
maturation, le domaine préS (constitué des ségeepoeS1 et préS2) se trouve dans le
cytosol des cellules infectées. L'extrémité N-tevae est alors myristilée, permettant sa
fixation a la membrane du RE. En revanche, le tedidu domaine préS2 n'est pas glycosylé
puisque non exposé aux enzymes luminales pendamatiaration protéique. Puis, lors de la
phase d'excrétion de la particule virale, envirdh% des molécules L synthétisées sont
transloquées a travers la membrane du RE. La bdocieee par le domaine préS1 dans la
lumiére du RE masque le domaine S et une partidoduaine préS2. La grande protéine est
donc exprimée soit au niveau de la face internéeti@eloppe virale, soit a la surface des

virions excrétés (Figure 8).

Le domaine préS1 situé du co6té cytosolique de Imionene du RE est susceptible
d’interagir avec les protéines de capside et jouei@c un réle important lors de I'étape
d’enveloppement du virus [14].

Exprimé a la surface des virions, le domaine prigsig un réle prédominant dans
I'interaction virus/cellule cible, en particulieravla séquence d’'acides aminés 21-47 [15, 16].
Plusieurs protéines cellulaires capables de fixerrdgion préS1 ont été identifiees et
proposées comme récepteurs potentiels du VHB, nmo&nh la glycéraldéhyde-3-
dehydrogénase [12]. Par ailleurs, le domaine pré&itient des épitopes antigéniques,
capables d’induire des anticorps protecteurs.
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Figure 8 : Topologie transmembranaire de la grande protéeStructure
apres translocation dans la lumiere du RE : lagmetL sera exprimée a la
surface des particules viraleB- Structure aprés sa biosynthese et sans
translocation vers la lumiere du RE : la protéingektera a l'intérieur des

virions [12].

3.2. Les protéines de core et précore

La protéine de core, ou antigéne HBc, est congtitle¢ 183-185 acides amineés, avec
un poids de 22 kDa. Elle est synthétisée danstlesolydes cellules infectées. La région N-
terminale de la protéine contient des acides antigdsophobes, impliqués dans la formation
de la capside icosaédrique. La premiére étapa eliriérisation des unités protéiques [17]. |l
semble gu’une certaine concentration de dimeregldBc soit nécessaire pour constituer la
capside icosaédrique, de 180 ou 240 sous-unitdgigure 9). Le maintien de la structure
est assuré par des ponts disulfures. La régionrisiale basique contient quatre domaines
riches en arginine, qui seraient essentiels gpkétkencapsidation de I'ARN prégénomique et
de la polymérase virale [19, 20]. En effet, desssite phosphorylation sont localisés dans les
trois derniers domaines riches en arginine ettl'd&a phosphorylation de la protéine HBc
régulerait les interactions entre la capside eDNAviral encapsidé. Ces phosphorylations
seraient assurées par une kinase cellulaire, edéapsen méme temps que I'ARN
prégénomique. De plus, un signal de localisatioriéaire a été identifié dans cette structure
C-terminale.

L’AgHBc est tres immunogéne mais n’induit pas lathgse d’'anticorps protecteurs.

12



Figure 9: Modélisation informatique des protéines de apsiu VHB, sous
forme de diméresA) et assemblées en structure icosaédrigje (

La protéine précore, ou antigene HBe, possede id@saaminés supplémentaires coté
N-terminal. Cette séquence tres hydrophobe comstitu peptide signal d'adressage au RE,
permettant la translocation de la protéine HBe damsmiere du RE. Initialement synthétisée
sous la forme d’'un peptide de 25 kDa (comportasitll25 aa de la protéine C et les 29 aa
supplémentaires a I'extrémité N-terminale), la o HBe est maturée dans le RE. Elle perd
successivement le peptide signal N-terminal et paetie de la région C-terminale.
Finalement, 'AgHBe est excrété dans le sérum deiemqts sous forme d’'une protéine de 17
kDa, forme soluble de la protéine HBc (Figure 1Djarrive que le processus s’interrompt
apres le clivage du peptide signal et que la pretéésultante soit relarguée dans le cytosol
voire dans le noyau de la cellule [21, 22]. La ot exacte de 'AgHBe n'a pas encore été
déterminée mais elle n'apparait pas indispensahke @@plication du VHB. Des études
suggerent que I'’AgHBe entraine une déplétion degphocytes T helpers, et serait donc a

I'origine d’une réponse T cytotoxique peu vigoure{a3, 24].

gene preC gere C
ATG _ ATG TAG
1814 1901 2450
peptide signal
[==cts— ] peptide 25 KDa

Clivage Maturation protéolytique
AgHBe (17 KDy : il s ey Lo
B LHHDe) RS AT

Figure 10: Représentation schématique de la synthese dgiB& a partir de
'ORF C (d’aprés Denis et al. [25]).
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3.3. La polymérase virale

La polymérase virale est une protéine d’environ 86tles aminés (90 kDa). Elle
possede des activités de transcriptase inverseynfjgohse ARN-dépendante), d'ADN
polymérase (ADN-dépendante) et de RNaseH. Elleaessi d'amorce lors de la réplication
du brin (-).

Quatre domaines fonctionnels ont été définis au deila polymérase (Figure 11) :

v’ le domaine N-terminal (aa 1 a 177, environ) estk facon covalente a l'extrémité
5' du brin (-) de I'ADN viral et est impliqué daligitiation de la transcription. En effet, alors
que les rétrovirus utilisent un ARN de transferup@amorcer la transcription inverse, la
polymérase des hépadnavirus sert elle-méme d'amGecelomaine est appe&imaseou
Terminal ProtéineTP)

v/ une région hypervariable (aa 178 a 346, envirappeléeSpacer Le seul rble
identifié de cette région est d'assurer la flekibilde la polymérase. Des mutations ou
délétions dans cette région n'affectent pas lié€tde I'enzyme.

v le domaine transcriptase inverse Beverse TranscriptaséRT; aa 347 a 690,
environ) porte les activités ARN-dépendante et A@dpendante. Il est composé de 6 régions
(A a F) tres conservées, dont les modifications séguences altérent l'activité de la
polymérase.

v la région C-terminale (aa 691 a 843, environ) @dssune activitt RNaseH,
permettant la dégradation de 'ARN prégénomiquesetti de matrice lors de la synthese du
brin (-) de I'ADN viral.

RNaseH

Figure 11: Structure de la polymérase du VHB.
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3.4. La protéine X

Cette petite protéine de 17 kDa et 154 acides awesie la moins bien documentée.
Le fait que cette protéine n'est pas retrouvée tdehépadnavirus aviaires suggéere qu'elle
n'‘est pas impliquée dans les mécanismes de répticai d'assemblage des particules virales.
Selon certains auteurs, elle serait principalenpeésente dans le cytoplasme des cellules
infectées et seule une petite fraction serait vete dans le noyau cellulaire [26].

Si son réle in vivo n'est pas clairement définis @tudes in vitro ont montré que la
protéine X était un activateur de la transcriptimnombreux génes cellulaires. Cette protéine
ne semble pas interagir directement avec I'ADN,snputot agir via l'activation d'autres
facteurs de transcription [8, 9, 27]. Son réle diassprocessus de canceérisation a été évoque

mais reste a ce jour non prouve [27].

3.5. La protéine HBSP Hepatitis B Splice Protein)

Cette protéine d’environ 10 kDa résulte de I'épyesde 'ARN prégénomique, qui
sert a la traduction de la polymérase de la pret@la capside. La protéine HBSP est
constituée d'une région N-terminale identique decdke la polymérase et d’'une région C-
terminale spécifique, difféerente des autres preteilu fait de I'épissage.

Cette protéine possede des propriétés antigénigpies vitro, induit I'apoptose des

cellules infectées. Elle ne semble pas avoir diefte la réplication virale [28].

C. Cycle de réplication

Du fait de I'absence de systeme cellulaire permettanfection in vitro, le cycle de
réplication desHepadnaviridaen’a pu étre compris que grace a des modéles arimau
notamment celui du virus du canard de Pekin (DHBM)caractéristique majeure de ce cycle
est la réplication de I'ADN viral par transcriptimverse de I'ARN prégénomique (Figure 12).
Contrairement aux rétrovirus, dont la réplicatioasge également par une phase de
transcription inverse, l'intégration de I'ADN viralans le génome cellulaire n'est pas

nécessaire a la réplication du VHB.

15



t ot

AN e i
ARNm X RNz préS2 + Wl  ARMmpsEst T e
AgHBs P SNt it N

&R Nm prC

gl cecDINA Expord des ARN RHpz
e ecapeide e e traduction

des protéines

AN LN K
AAAAS ARNI PRS2+ AgHBS

PN | F i piSl

P ittt 1 M prEC

G e e i Pegd 1 4

Amorgage et synihise
= de I"ADN du brin {-)
Amergage et synthése {iranscription inverse)
de I'ADN dubrin (+)

Figure 12: Cycle réplicatif du virus de I'hépatite B (d'&srKay et al. [11])

Transcription

1. Interaction du VHB avec les hépatocytes et enteédu virus

Bien que de nombreux travaux aient été consacrés sujet, 'absence de modele
d'infection in vitro adapté au VHB a freiné consal#lement la compréhension des étapes
précoces de l'infection. Ainsi, le processus déntiu virus dans I'hépatocyte est encore peu
connu. Des études réalisées chez le canard onréngue le domaine préS de la protéine de
surface du DHBV interagissait avec une glycopra&égellulaire de 180 kDa (gp 180),
associée a la famille des carboxypeptidases [2§lietle complexe gp180-DHBV entrait par
endocytose dans la cellule [30]. Ce modele pousappliguer au VHB, méme si les
récepteurs sont différents. La nucléocapside seratite libérée dans le cytoplasme par
fusion de I'enveloppe virale avec la membraneat®lisome. Un site probable de fusion a été
identifié a I'extrémité N-terminale de la protéiBe[31]. Mais tres récemment, Stoeckl et al.
[32] ont montré I'implication d’'un peptide apparéen aux protéines de surface du VHB
(translocation motif TLM) dans le processus de libération des pdegwirales de

I'endosome dans le cytosol.
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Les étapes suivantes sont encore méconnues.dupgbsé que les protéines de core,
une fois phosphorylées, jouent un réle essenties dacheminement de I'ADN viral vers le
noyau cellulaire [33]. Le lieu de la décapsidativast pas défini : soit la nucléocapside

compléete traverse la membrane nucléaire, soit I'AeM est acheminé dans le noyau.

2. Formation de I’ADN circulaire superenroulé

La premiére étape de la réplication virale consistda transformation de la forme
relachée de I'ADN viralrélaxed circular DNA :rcDNA) en une forme superenroulée,
completement circulaire et fermée de maniere coweppelée cccDNAc¢valently closed
circular DNA) (Figure 13). Cette transformation survient das24 heures suivant le début
de l'infection par le VHB [34, 35]. Elle nécesslteterminaison de la synthése du brin (+),
I'élimination de l'oligonucléotide fixé a son extréé 5', le détachement de la polymérase
virale, I'élimination de la partie redondante dinlg¥), la liaison covalente des deux brins puis
le superenroulement de I'ADN. Il semblerait queddymérase virale ne soit pas impliquée

dans cette étape qui serait effectuée par des exzgetiulaires [36].

A B

Figure 13: Représentation du génome du VHB sous forme méa¢rcDNA)

(A) et sous forme superenroulée (cccDNB). (
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3. Synthese des ARN viraux

Seul le brin (-) du cccDNA sert de matrice poutrémscription des ARN viraux par la
polymérase. Deux sortes de transcrits sont systigtiles ARN subgénomiques et les ARN
génomiques. Les ARN subgénomiques fonctionnent econdes ARN messagers pour la
traduction des trois protéines d'enveloppe (pr@8dS2 et S) et de la protéine X. Les ARN
génomiques incluent 'ARN génomique préC qui seaaldit en protéine HBe, et 'ARN
prégénomique (ARNpg), qui a une double fonctionsert de matrice pour la transcription
inverse et pour la traduction de la polyméraseeeladprotéine C. Dans la majorité des cas,
ces ARN viraux ne sont pas épissés. lls sont egpaians le cytoplasme pour étre traduits en

protéines.

La régulation de la transcription résulte d’inteéi@as complexes entre différents
facteurs et les séquences régulatrices du genonwHBuque nous ne détaillerons pas dans
cet ouvrage. L'expression de chague géne est Egidéun ou plusieurs promoteurs, eux-
mémes sous le controle de deenhancerdEnl et Enll) [37]. Lesenhancerssont capables
d’activer a distance les promoteurs et peuvent eodiexpression de plusieurs genes. Les
promoteurs, situés en amont de chaque gene, fiaangjorité des facteurs de transcription
(exercant une régulation positive ou négative de trenscription) et permettent le
positionnement de la polymérase au site initigrdescription (Figure 14).

v’ le promoteur core est constitué du promoteur bédisalore pasal core promoter
BCP) qui régule la transcription de 'ARN génomiqueC et de TARNpg. Son activité est
modulée par des séquences de régulation situéms@mt qui représentent 'Enll et par I'Enl,
situé en amont du gene X.

v’ le promoteur préS1 est un promoteur faible, régula transcription de 'ARN
subgénomique préS1. Son activité est principalemmetulée par 'Enl.

v le promoteur S contrdle la transcription des ARMN@Enomiques préS2 et S,
principalement sous l'influence de I'Enll.

v' le promoteur X régule la transcription de I’ARNog@nomique X. Son activité peut

étre fortement stimulée par I'Enl.
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Figure 14 : Représentation schématique des principales ségaaégulatrices
du génome du VHB impliquées dans la transcriptiimales (enhancerset

promoteurs).

4. Encapsidation et synthese des brins (-) et (+&dADN viral

L’encapsidation débute lorsque suffisamment deémes HBc et au moins une
molécule de polymérase sont synthétisées. La pobseévient se fixer au niveau d’une
structure particuliére située a I'extrémité 5° d&RNpg, appelée région epsilor)( Cette
étape initie a la fois I'encapsidation du compleXBNpg-polymérase et la transcription
inverse de ’ARNpg [38, 39].

La polymérase débute la synthése du brin (-) deDNAen servant elle-méme
d’amorce [40, 41]. Apres la synthese d'une séquetee3-4 nucléotides, le complexe
polymérase - oligonucléotide est transloqué auaniwae la région complémentaire DR1 en 3’

de 'ARNpg et I'élongation de '’ADN peut continu@figure 15).
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Figure 15 : Initiation de la transcription inverse. Le domaiTerminal

Protéine(TP) ouPrimasede la polymérase sert d’amorce (d’apres Kay et al.

[11])

Au fur et a mesure de l'avancée de la polymérasetidité RNaseH dégrade
’ARNpg, excepté une séquence d’'une vingtaine daéatides a I'extrémité 5’ qui reste liée
au domaine RT de la polymérase et est donc protdgda déegradation (Figure 16). Une
nouvelle translocation de la polymérase permetbfitiation de cet oligonucléotide avec la
séquence DR2 en 5’ du brin (-) de 'ADN néosyntbétill sert d’amorce pour la synthése du
brin (+) [42-44].

Dans 10 % des cas, la synthese du brin (+) de I'AleNse déroule pas correctement :
la translocation du complexe polymérase - oligo@oitie en DR2 du brin (-) échoue,
aboutissant & la formation d’'un ADN double-briréiire au lieu du rcDNA [45, 46].

Rapidement, la polymérase arrive a I'extrémité &' ltin (-). La poursuite de la
synthese du brin (+) n'est possible qu'aprés cmesétion du génome, résultant de
I'appariement des extrémités 3' complémentairesbdn (-) et du brin (+) néosynthétisé.
Cependant, pour une raison encore inconnue, I'éimg du brin (+) n’est pas compléte et il

en résulte un ADN semi-circulaire, relaché (rcDNA).
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Figure 16: Réplication de 'ADN viral a l'intérieur de laapside, d’apres Kay

et al. [11].
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5. Recyclage de la nucléocapside et sécrétion dastigules virales

Le devenir des nucléocapsides dépendrait essentietit de la production des
protéines d’enveloppe. En effet, il semble qu’ebué&‘infection, lorsque les protéines de
surface sont en faibles quantités, les nucléocapsithmatures sont préférentiellement
recyclées dans le noyau pour amplifier le stoclcceDNA [47, 48]. Certaines expériences
ont montré que le cccDNA était stable dans les toégtes en phase non réplicative ; sa
demi-vie serait supérieure a 30 jours, il pourra#me persister autant que vit la cellule
infectée [49-51]. Une demi-vie plus courte, de3jaurs, a été observée dans d’autres études
menées sur des cultures cellulaires [52]. Quoigurikoit, le recyclage du cccDNA permet de
maintenir un stock constant d’ADN intranucléairetre 10 et 50 copies/cellule [53]. Le
cccDNA pourrait étre transmis aux hépatocytes is&ssmitoses [51].

Puis, au dela d'une certaine concentration en jmegéde surface, la voie de la
sécrétion serait favorisée. Aprés maturation, ledéocapsides seraient capables d’interagir
avec les protéines préS1 associées a la membraR& dues particules virales enveloppées
sont ensuite excrétées par exocytose, permettafecfion des cellules voisines [54].

D. Variabilité du virus de I'hépatite B

Comme tous les virus dont la réplication passeuparétape de transcription inverse,
le VHB est caractérisé par une grande variabili&ognique, qui est pourtant restée
longtemps insoupgonnée, en raison de la completitde 'organisation trés compacte du

génome viral.
Au cours de nos travaux de recherche, nous avamsagé faire le point sur cette

variabilité, ses conséquences et ses méthodesld éDette synthése a fait I'objet d’'une revue
publiée (Wagner et al.[55], voir annexe 1).
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1. Mécanismes de la variabilité génétique

Plusieurs facteurs associés peuvent expliquer fiabitité du génome du VHB : les
erreurs de la polymérase virale qui ne possédel'patvité 3'5'-exonucléasique et ne corrige
donc pas ses erreurs de transcription, la capalgg hépatocytes a accumuler I'ADN

superenroulé (cccDNA) et la capacité réplicatiite€sg des souches virales [56, 57].

Le taux de mutations spontanées dues a la polyméfiesle est estimé a environ
5x10° substitutions par site et par an [58]. La survedieereurs de réplication est favorisée
par limportant niveau de production du VHB (enmira0" virions/jour) : jusqu'a 18
mutations peuvent étre générées quotidiennemeitieasemble du génome viral [59].

Cependant, I'émergence de nouvelles souches de &8#Bimitée par le nombre
d'hépatocytes pouvant étre infectés (dépendantidover hépatocytaire) et par le nombre
de molécules de cccDNA qu'ils peuvent contenir.sAirun variant émergeant ne peut
prédominer sur une souche préexistante que parfganmisme de compétition pour l'infection
des hépatocytes.

De plus, du fait du chevauchement des ORF, beaudeumutations influent sur la
biologie du virus et sa survie, et de ce fait Iganté des variants sont défectifs. Les autres
ont souvent une séquence qui differe peu de cella ¢oopulation dominante et forment des
populations minoritaires, appelées « quasi-espgcegexistant chez un méme patient. Elles
sont en équilibre instable, leur composition évotuavec les changements de leur
environnement. Les variants les mieux adaptés andittons environnementales sont
sélectionnés sous l'effet de pressions sélectivesi&favorisent la souche dominante (telles
que la réponse immune et les traitements) [60]Mires sélectionnés, qui possédent donc des
propriétés différentes de la souche d'origine, @amdralors a un niveau significatif voire
majoritaire. Cependant, I'évolution des mutantsnestiulée par ldéithessde ces virus : une
mutation donnée peut diminuer la capacité répireatiune souche qui ne deviendra donc pas

la population majoritaire.
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2. Les génotypes du VHB

2.1. Définition et classification

L'accumulation des mutations, la sélection des awsi les mieux adaptés a
I'environnement et leur transmission au sein deegagyeographiques ou ethniques délimitées
a conduit a la divergence progressive au courenps$ de différents types « sauvages » de
VHB. Ces variants sont stables et refletent I'émfudu VHB. La comparaison des génomes
de plusieurs souches a permis de les regroupeménd@ypes (de A a H) Cette classification
repose sur une divergence entre les séquencesotidicjgées d'au moins 8 % dans tout le
génome, ou d'au moins 4 % dans le géne de suBacé?].

Okamoto et al. [62] ont décrit les quatre premigénotypes (de A a D), puis le
développement des techniques de biologie moléeudapermis I'identification des génotypes
F, E[63], G [64] et H [65].

2.2. Répartition géographique

La distribution géographique des génotypes du VHBtrpas homogene et refléte les
mouvements de population. Dans la majorité des,plags patients sont infectés par un
nombre limité de génotypes, mais dans certains paysne les USA, ou la mixité ethnique
est importante, tous les génotypes sont représertas tendance actuelle étant a
I'accroissement des mouvements migratoires, leamgéls de génotypes sont favorisés, de
méme que les phénomeénes de surinfections et renaisbins.

Le génotype A est dominant en Europe de I'OuestretAmérique du Nord. Les
génotypes B et C sont surtout présents en Asie géhotype E, en Afrique. Le génotype D
est retrouvé sur tous les continents, avec unefpttes prévalence dans le Sud de I'Europe et
le Moyen-Orient. La localisation du génotype F éstitée & I’Amérique Centrale et
Amérique du Sud. Des cas isolés d’'infections duegémotype G ont été décrits en France,
en Allemagne et aux USA. Le génotype H, qui potidariver du génotype F, a été identifié
en Amérique Centrale [66, 67] (Figure 17).
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Figure 17: Répartition géographique des différents génatyge virus de
'hépatite B.

2.3. Coinfections et recombinaisons

Des coinfections ou surinfections par différentaaigpes ne sont pas rares, surtout
dans les populations a risque de multiinfectior®, [69]. Le génotype G semble toujours
coexister avec le génotype A [64, 70].

Du fait de ces coinfections, des recombinaisoneeggnotypes peuvent se produire,
notamment entre les génotypes A et D, B et C, 8,e2t réecemment D et C. La plupart des

recombinaisons concernent les séquences précooeeit6, 67, 69].

2.4. Pathogénie des génotypes

Le rble des génotypes dans la progression de ladieahépatique est controversé. La
plupart des études proviennent d’Asie, peu de demsént disponibles en Europe, Afrique et
Ameérique. Il semble que les patients infectés pagénotype B progressent plus lentement
vers la cirrhose et 'hépatocarcinome que ceuxctdgepar un génotype C. Cependant, a long
terme, aucune différence dans la gravité de la di@la’est observée. Concernant les
génotypes A et D, une seule étude suggere I'agsmtidu génotype D avec une forme plus
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sévere de la pathologie chez des jeunes pati¢m®dalement été évoqué que les génotypes
pouvaient influer sur I'évolution de l'infection sgla chronicité. En particulier, le génotype
A induirait plus fréquemment une hépatite chronique les génotypes B et C [66, 71, 72].

De méme, les données concernant la réponse aantemit par linterféron ou la
lamivudine sont discordantes pour la majorité désotypes. Seules les études sur le
génotype B montrent des résultats similaires, uree tendance a une meilleure réponse a
I'interféron par comparaison au génotype C. Pdewr$, les génotypes ne paraissent pas
impliqués dans I'émergence de résistances a laslatimie [66, 72, 73].

3. Les variants phénotypiques

Ces variants correspondent a I'apparition de nuratiponctuelles, des délétions,
voire des insertions de nucléotides dans le géndarakau cours des cycles de réplication et
qui tendent a s'accumuler au cours du temps. Legaiotes de l'organisation génomique
(chevauchement des ORF) favorisent la sélectiorsdashes dont les mutations portent sur
des régions peu ou non indispensables a la sunvrass, «hot spots» ou « points chauds de
mutations ».

Les variants émergent lors de situations particedié sous différents types de
pressions de seélection : la réponse immunitaireirae de I'hGte, la vaccination, les

traitements (immunoglobulines, antiviraux).

3.1. Les mutants préC/C

Ces mutants émergent sous la pression de la réponmage anti-HBe. lls portent des
mutations soit dans la région préC, entrainantrcét de I'expression de ’AgHBe, soit dans
le promoteur du core, a l'origine d’'une diminutida I'expression de I'AgHBe [57, 74]. Les
patients infectés par un mutant précore ont donprafil sérologique particulier, caractérisé
par I'absence de détection de 'AgHBe (« patiengsiBe- »).Ces mutations n’affectent pas la
synthese de la protéine HBc et ne semblent pas dwoipact sur la réplication du VHB.

Dans 95 % des cas, les variants défectifs en Agpigsentent une substitution de
nucléotide en position 1896 (G1896A) transformantddon 28 de la région préC en codon-
stop. La traduction se termine prématurément, ditiéun peptide tronqué qui est bloqué dans
le cytoplasme et dans le noyau des hépatocytestdsfe Cette mutation est génotype-

dépendante. En effet, chez les virus de génotypdset H, la substitution G1896A entraine
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une déstabilisation de la structure secondaireadeédion epsilon qui est délétére pour la
réplication virale [75]. Sont également retrouvées mutations dans le promoteur du core,
qui affectent principalement le site majeur detiowa de facteurs de transcription situé sur le
BCP. La double mutation A1762T - G1764A est retemichez environ 80 % des patients
AgHBe+ ayant une hépatite B chronique. Elle entgraine diminution de la transcription de

I'ARN préC et par conséquent de la synthese déiByg

3.2. Les mutants S

Certaines mutations peuvent modifier la confornmatipatiale de la MHL, permettant
aux souches virales d'échapper a l'action des @apsc anti-HBs. Ces mutants sont
sélectionnés par la réponse immune dirigée conégHBs, qu'elle soit induite par la
vaccination [76] ou liée a I'administration d'immagiobulines spécifiques [77, 78] ou, plus
rarement spontanée.

Les mutations d’échappement initialement décrims situées dans le déterminant

« a », ttmoignant de I'importance fonctionnellecdte région (Figure 18).

Mutations d&chappament auwt
[ immunogiobulines

(7} Ac monackanaux

. vacom

Figure 18: Principales mutations dans la MHL sélectionnges les

immunoglobulines spécifiques, les anticorps monmalx, ou la vaccination.
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La substitution G145R est la mutation la plus feEgment retrouvée. Toutefois, de
nombreuses autres mutations ont été décrites entatualéterminant « a » (entre les aa 110
et 120), a l'origine d’une altération de la confation des épitopes [79].

Il en sera reparlé dans le chapitre .

3.3. Les mutants P

La polymérase virale permet I'encapsidation de INAR et la réplication du génome
viral. Les mutations dans le géne P sont donc sggsoétre Iétales la plupart du temps.

Blum et al. [80] ont décrit une mutation non-sen&gtrémité 5’ du gene P, qui est
associée a un défaut d’encapsidation de 'ARNpg.

La grande majorité des mutations P a été détettér des patients sous traitement
antiviral. En effet, les molécules inhibitrices da polymérase de type analogues
nucléosidiques sont a l'origine de la sélectionvd@iants résistants. Les mutations sont
localisées dans ou a proximité du site catalytiqael’enzyme, i.e. dans la région C tres
conservée du domaine RT de la polymérase [57]. hangement conformationnel de la
polymérase résultant de ces mutations est resplendalta résistance du virus aux molécules
antivirales. Par ailleurs, ces mutations affectemtsite essentiel de I'enzyme et sont donc a
I'origine d'une plus faible capacité réplicativewiws.
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CHAPITRE Il : L'INFECTION PAR LE VIRUS DE L 'HEPATITE B

A. Epidémiologie et prévention des hépatites B
1. Epidémiologie

1.1. Répartition géographique mondiale

Le virus de I'hépatite B reste encore aujourd’huipuobléeme de santé publique
mondial. En effet plus de 350 millions d’individeent porteurs d'une hépatite B chronique
[1] et le VHB serait a I'origine de 500 000 a 1,2lions de morts par an [2].

L’OMS a défini trois zones géographiques, selotalex d'infection de la population
adulte [1, 81] (Figure 17):

v’ les zones de forte endémie (> 8 % de la populajéorérale est infectée de maniére
chronique) : Afrigue subsaharienne, Asie du Sud-BEsttréme-Orient et certains pays
d'Europe de I'Est. Dans cette zone, le risque d@&aqgl’infection au cours d’une vie entiére
est supérieur a 60 % et la majorité des sujets smmtaminés a la naissance ou au cours des
premieres années de leur vie [82].

v les zones d'endémie intermédiaire (2 a 7 % depalation est infectée de maniére
chronique) : Europe de I'Est, les pays du bassiditeréanéen, Asie du Sud-Ouest, Japon et
Ameérique Latine. Le risque d’infection par le VHBtele 20 a 60 % [83].

v les zones de faible endémie (< 2 % de la populaficésente une infection
chronique) : Amérique du Nord, Europe de I'Ouestdat Nord, Australie. Le risque
d’infection est inférieur a 20 % et la contaminatgurvient surtout a I'dge adulte [83, 84].

1.2. Principaux modes de transmission

Le virus de I'hépatite B est présent dans la plupas liquides biologiques. Il est
retrouvé dans le sang des sujets infectés & des tités élevés, pouvant atteindre’ 10
virions/mL. Il est également présent dans les siea vaginales et le sperme {18 10
virions/mL), dans la salive (@ 10 virions/mL), mais aussi dans le lait maternel,ueses
et les larmes. Du fait de I'hétérogénéité de Isedion du VHB, différents modes de

transmission sont possibles.
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La transmission par voie sexuelle représente detneht le principal mode de
contamination des pays de faible et moyenne endf8Bbie86]. La principale population a
risque reste les personnes ayant des partenaitaplesu

Depuis la mise en place systématique de tests pistdge du VHB pour chaque don
de sang et/ou d’organes, la transmission par varenpérale concerne essentiellement les
personnes utilisant du matériel contaminé nonlsé@r{toxicomanes par voie intraveineuse,
adeptes de l'acupuncture, du piercing et du tag)yaJ].

De méme, les infections nosocomiales (par transomstu soigné au soignant mais
aussi dans le sens soignant — soigné) ont surguesse dans les pays appliquant des régles
rigoureuses de stérilisation du matériel et depaiggénéralisation de la vaccination du
personnel de santé. Le risque de transmissionéesaiulniveau de réplication virale. Il faut
noter que la contagiosité sanguine du VHB est e€ift0 fois supérieure a celle du VHC et
100 fois plus élevée que celle du VIH [88].

La transmission « verticale » mere-enfant est foetet observée dans les zones de
forte endémie (principalement en Asie du Sud-E3%) B6, 89] mais n’est pas négligeable,
souvent sous-estimée, dans les zones de moyenfabbtel endémie. La contamination de
I'enfant se fait essentiellement lors de I'accounutat, par I'intermédiaire du sang maternel.
Le risque de transmission est d'autant plus éleedaymeére présente une charge virale élevée
au moment de l'accouchement. Ainsi le taux de tnégswson est de 90 % si la mere réplique
intensément le virus, et seulement de 10 % si Egjueurs réplicatifs sont absents [89].

Etant donnée la résistance du virus dans le m#ietérieur, les infections intra-
familiales sont possibles, par I'intermédiaire ¢ personnels (brosse a dents, rasoirs...) ou
par contact avec des excoriations cutanées. Ce rdedgansmission « horizontale » est

particulierement fréquent en Afrique subsaharienne.

1.3. Epidémiologie en France

La France est considérée comme une zone de faidienmge. Une enquéte effectuée
en centres de santé en 2003-2004 auprés d’envid@0Q sujets de 18 a 80 ans [90, 91] a
estimé que 0,65 % de la population est porteusenadue du VHB, ce qui représente environ
280 000 personnes. Les hommes sont cing fois plichés que les femmes (1,10 % vs 0,21
%). Quel que soit le sexe, le pic optimal de préne¢ des hépatites B se situe dans la tranche
d’ages 50-59 ans, alors que chez les hommes seufsc se situe autour de 18-39 ans. Les

facteurs de risque sont la précarité, I'usage agulrs par voie intraveineuse, le pays de
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naissance (les immigrés d’Afrique sub-saharienndueMoyen-Orient sont particulierement
touchés).

Le mode de transmission sexuel est le plus frégiddnt) ; sont également observées
des contaminations lors de voyages en pays d’emd@mi%), d’actes invasifs (10 %) ou par
exposition familiale (9 %) [90, 91]. Il est a notgue les hépatites B professionnelles ont
guasiment disparu, du fait de la vaccination dsg@enel de santé. Les transmissions par voie
sanguine et périnatale devraient encore régresser@ dépistage systématique du VHB chez
tous les donneurs de sang et la recherche d’'uieatign virale chez la femme enceinte,
permettant l'instauration d'une sérovaccination wmi@sveaux-nés. Toutefois, la couverture

vaccinale estimée par I'enquéte n'est que de 41,3 %

2. Traitements préventifs

2.1. La vaccination

Les vaccins contre I'hépatite B contiennent I'AgHPBsoduit par génie génétique. Cet
antigéne est tres immunogéne, méme chez le nomnéduinduit de maniére durable un taux
d’anticorps dits « protecteurs », supérieur a 10.UDes vaccins combinés sont désormais
disponibles, associant hépatite B, diphtérie, itacoqueluche, poliomyélitéjaemophilus
influenzaeb.

Pour un individu sain, la vaccination confére unetgrtion dans environ 95 a 98 %
des cas et la durée de protection dépasse 102r83P Les facteurs de moindre réponse sont
I'age (supérieur a 30 ans), le sexe masculin, Bdbéle tabagisme, I'alcoolisme, des facteurs
génétiques (certains groupes HLA) et des situatibinsmunodépression [92]. La protection
dure probablement toute la vie chez les répondéangccination entrainant une protection
méme chez les patients ayant des titres d’anticorgétectables, du fait d’'une mémoire
immunitaire. La vaccination est recommandée dagl@de 2 mois, sauf pour les nouveau-nés

de mere porteuse de 'AgHBs, chez lesquels elleé&m@ pratiqguée a la naissance.

La vaccination permet non seulement de prévenihégsatites aigués et chroniques,
mais aussi les hépatocarcinomes dus au VHB. L’'OMSrec recommandé dées 1995 la mise
en place d'un large programme d'immunisation das/eau-nés et des adolescents dans les

pays de forte puis de faible endémie, pour atteinar taux de couverture de plus de 90 %
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[94]. Mais cet objectif est loin d’étre atteinte taux de couverture global en France était
évalué a 21,7 % en 2002 [95] et a 41,3 % en 200§ [9

2.2. L'immunothérapie passive

Les immunoglobulines spécifiques anti-HBs, issuesionneurs immunisés contre le
VHB, sont administrées seulement dans des situsmtidraut risque de transmission du VHB :
chez les nouveaux-nés de mere porteuse de I'’AgHPBEes transplantation hépatique chez les
sujets porteurs chroniques du VHB ; en cas d’exjposaccidentelle au sang ou au VHB chez
des personnes non vaccinées ou quand le sujetesestcdétecté positif pour I'AgHBs
(d’'aprés les recommandations du Conseil Supérieblygiene Publigue de France).
L’immunoprophylaxie confere au receveur une pradectiurant un a deux mois seulement et

doit impérativement étre associée a une vaccing®on

B. Physiopathologie de l'infection B

1. Immunopathologie et mécanismes d’élimination vale

Le VHB n'est pas directement cytopathogene. Lasréshépatiques sont dues a la
réponse immune de I'héte qui induit une inflamnmati@patique et une lyse des cellules
infectées. La gravité de ces lésions et I'évolutilenla pathologie sont déterminées par
I'intensité du conflit entre le virus et les défeasmmunitaires de I'héte. De plus, la rapidité
de l'activation de la réponse immune, son intensitéson efficacité vont conditionner
I’évolution de l'infection. Une réponse immune prée et efficace permettra le contrdle de la
réplication virale et sera associée a la guérigmnrevanche, une réponse immune défective
conduira a la persistance virale.

La réponse immune non spécifique, assurée pardesophages, les neutrophiles, les
cellules NK et NKT, est la plus précoce [97]. Eletraine la formation de lésions nécro-
inflammatoires. L’AgHBc, trés immunogene, est aloslisé dans le noyau des hépatocytes
et n'est donc pas visible par le systeme immuri{8i8].

Puis, les défenses immunitaires spécifiques engmrraction. Les cytokines sécrétées
par les cellules NK et les macrophages recruten/laphocytes T helper 1 (Th1), principaux
effecteurs de la réponse cellulaire. La réponse indLit 'apparition des lymphocytes T

cytotoxiques ¢ytotoxic T lymphocytes CTL), responsables de la lyse des hépatocytes
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infectés, et coordonne l'activité des cellules Bj groduisent les anticorps neutralisants

(anticorps anti-HBs : Ac anti-HBs). Ces anticorperrmpettent I'élimination des particules
virales libres et empéchent la propagation du v@rakautres cellules. Le pic de cette réponse
est associé chez la plupart des patients a lant@@rde 'AgHBs sérique. La réponse CTL est

dirigée contre des épitopes des protéines de polgnérase et antigéne de surface [99-101].
Des études réalisées chez des souris transgératjuEs chimpanzés suggéerent que

deux mécanismes sont impliqués dans l'éliminaticale’ : la lyse hépatocytaire via les
systemes perforine/Fas et un effet antiviral dickes cytokines sécrétées par les cellules T

[102-104] (Figure 19). En effet, I'interféron gamrfikNy) et letumor necrosis factoalpha
(TNFa) inhibent I'expression des génes viraux par unaniéene post-transcriptionnel [105]

et empéchent I'assemblage ou accélerent la dégradi#gs nucléocapsides, inhibant ainsi la

réplication virale [106].
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Figure 19: Réponse cellulaire T cytotoxique. La lyse desatécytes infectés

est due aux granules cytotoxiques (notamment Idsrpes) et au systéme Fas

qui active I'apoptose cellulaire.
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Lors de linfection aigué, la réponse immune inteps efficace entraine I'arrét de la
réplication virale, et par conséquent, de la sysghdes antigenes viraux. Les cellules
infectées ne sont plus reconnues par les CTL, ¢epgumet la régression des lésions
hépatiques.

Parfois, la réponse immune cellulaire est inconepbét inadaptée. Elle ne parvient pas
a éliminer compléetement la propagation du virussdas hépatocytes, soit du fait de facteurs
viraux, soit du fait de facteurs propres a I'h&®, [107, 108] et conduit alors a une infection

chronique ou persistante.

2. Mécanismes de persistance virale

2.1. Facteurs propres a I'héte

L'age de I'hdéte au moment de l'infection est déteant puisqu’il est corrélé a la
maturité du systéme immunitaire. La proportion de symptomatiques de I'hépatite B aigué
augmente avec l'age, alors que le risque de paasage infection chronique diminue. Ainsi,
I'infection acquise a la naissance est fréequemrasyinptomatique mais évolue dans 90 %
des cas vers la chronicité. L'évolution vers laoofuité concerne 25 a 50 % des infections
acquises entre 1 et 5 ans et seulement 5 a 10 Yfdesons acquises a I'age adulte [3, 109-
111]. De plus, chez les patients infectés en périmgbnatale, la phase initiale de I'infection
peut s’étendre sur des années (entre 10 et 30adns)que chez les sujets infectés a I'age
adulte, elle dure seulement de quelques semaigesiques mois [2, 98, 112].

Le risque de passage a la chronicité est égalensmmggmenté chez les

immunodéprimeés, les diabétiques et les hémodialysés

2.2. Facteurs viraux
2.2.1. Induction d’'une immunotolérance

L’AgHBe semble jouer un role dans la persistancal®j notamment en induisant une
déplétion des cellules Thl [23, 113]. Il a été médmjue des enfants nés de meres AgHBe-
progressaient le plus souvent vers une infectioarghue, alors que des enfants nés de méres
AgHBe+ développaient une hépatite aigué, voire inémte, mais n’évoluaient que trés

rarement vers une forme chronique [24, 98, 114].115
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2.2.2. Inhibition de la réponse cellulaire aux cytkines

Des expériences in vitro ont montré que des preséitu VHB sont impliquées dans la
moindre réponse des hépatocytes infectés aux ogskila partie N-terminale de la
polymérase virale inhibe la réponse cellulaire HMNy et a [116] et la protéine de capside

semble inhiber la transcription du gene de I'FFN17].

2.2.3. Mutations d’échappement a la réponse immuratre

Des mutants dans les épitopes antigéniques deéirm@stde surface peuvent étre
sélectionnés sous la pression de la réponse immapegs vaccination ou apres
immunothérapie passive. lls sont moins immunogénes les virus sauvages et tendent a
échapper aux défenses immunitaires [108, 118].

Des mutations au niveau des épitopes CTL permetiraiu VHB d’échapper a la
réponse cytotoxique [119], mais la sélection dg melitants survient rarement lors l'infection

chronique [120].

2.2.4. Réplication dans des réservoirs extra-hépaties

Le virus de I'hépatite B a un tropisme hépatocelhel, mais il a également été
retrouvé dans d’autres tissus, comme la moelleusssée pancréas, les reins, la rate, le cceur
et la peau [121]. Ceci suggere I'existence de sieemultiplication extra-hépatiques du VHB,
inaccessibles a l'action directe des CTL ou expmimfiblement les molécules HLA
nécessaires a la présentation des antigenes \daraugellules du systeme immunitaire. D’'une
part, ces réservoirs contribueraient a la péretiaisade l'infection, mais d'autre part,
permettraient une stimulation continue de la répomsnune, protégeant ainsi les patients des
réinfections.

Ce sujet sera re-abordé dans le chapitre Ill.

3. Histoire naturelle de I'infection B

3.1. Hépatite aigué

Dans environ 70 % des cas, l'infection aigué egtmptomatique. L’apparition des
signes cliniques est liée a I'age : I'infection ksplus souvent asymptomatique chez le jeune

enfant [110]. Le tableau clinique habituel comp@thématiquement trois phases :
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v' la phase d'incubation, de 4 a 30 semaines;

v’ la phase pré-ictérique, peu spécifique, inconstanimmarquée par une asthénie, un
syndrome pseudo grippal, des troubles digestifsams] une éruption cutanée inconstante;

v' la phase ictérique, associant ictere, hépatomeégddins 50 % des cas et
splénomégalie dans 25 % des cas. L'ictere sunlién® semaines apres le contage et persiste
2 & 6 semaines.

Dans tous les cas, la phase aigué est marquéenpaélé@vation nette du taux de
transaminases. Dans 90 % des cas, la réponse itanerde I'hdte, vigoureuse et efficace,
permet la résolution de l'infection, avec dispantides signes cliniques (I'asthénie peut
cependant persister plusieurs semaines) et noatiahs des transaminases. La
séroconversion HBe (négativation de 'AgHBe et apioa des anticorps anti-HBe) annonce
une évolution favorable de [linfection. Puis, umamunité durable s’instaure grace a
I'apparition des anticorps dirigés contre I'AgHBSs.

Cependant, une fois sur mille [122], la réponse imitaire de I'h6te devient excessive
et entraine la destruction massive des hépatoc@edte forme grave, appelée hépatite

fulminante, conduit au décés dans 80 % des cdalesehce de greffe hépatique.

3.2. Heépatite chronique

Le passage a la chronicité est défini par la prrste de 'AgHBs au-dela de 6 mois.
Elle est liée a l'incapacité du systeme immunitded'h6te a éliminer totalement le virus. Il a
été montré que la réponse cellulaire, intense taépatite B aigué, est défective ou quasi-
indétectable au cours des hépatites B chroniquas.[1

L’infection chronique est en général asymptomati@ a 90 % des cas) et n'est
souvent découverte que tardivement, au stade dwse voire de carcinome hépatocellulaire.

Elle évolue classiguement en quatre phases [124].

3.2. 1. La phase d'immunotolérance

Elle se caractérise par un état de tolérance imaumivis a vis des cellules infectées.
La multiplication active du virus se traduit pampl@sence des marqueurs de réplication virale
(AgHBs, AgHBe et ADN du VHB) a taux élevés dansé&um. A cette phase, l'individu est
tres contagieux. Du fait de la tolérance immuniailes Iésions hépatiques de nécrose et
d'inflammation sont absentes et les transaminasésnt normales. Cette phase dure entre 1 et
15 ans, en fonction de I'dge de contamination ettalut immunitaire.
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3.2.2. La phase de clairance immune

Puis les défenses immunitaires de I'h6te sont @etivLe conflit entre la réplication
du virus et la réponse immune aboutit a la fornmatie Iésions nécro-inflammatoires. Ce
conflit se traduit par une diminution des conceidres sériques de I'ADN du VHB et une
élévation des transaminases. L'examen de la bidpggpatique révéle des lésions d’hépatite
chronique active. A ce stade, linitiation d'un iteenent antiviral permet de bloquer la

réplication virale et de réduire les lésions tiagek.

3.2.3. La phase de rémission ou phase d’équilibre

Lorsque la réponse immune n'est pas assez vigoer@osir €liminer tous les
hépatocytes infectés, un équilibre s’installe enfy@ication virale et défenses immunitaires.
Spontanément, ou sous l'effet de traitements aatix, le systtme immunitaire parvient a
contrdler I'infection : le virus se réplique a bhasuit dans les hépatocytes et la faible
expression des antigénes viraux (notamment I’AgHBdLit 'attaque des cellules infectées
par les CTL. Cette phase se caractérise par laz@drersion HBe (taux de séroconversion
annuel : 10 - 20 % [125], la diminution de la clergrale sérique en dessous de' 10
copies/mL et la normalisation des transaminaseespondant a une diminution des Iésions
hépatiques [126-128]. C'est a ce stade que lacatmn des mutants précore, jusqu’alors
quasi-espece minoritaire, est favorisée par laspprsmmunitaire [98].

Le plus souvent, la réplication virale devient iteéable apres quelgques mois et le
patient entre dans une phase de portage prolongépasmatique de I'AgHBs ou hépatite
chronique persistante. Deux types de populatiotisi@iees sont retrouvées dans le tissu
infecté : des cellules contenant du cccDNA, quitfre a I'origine d’'une réactivation virale
[127, 129, 130], et des cellules contenant le génantégré du VHB, pouvant étre
responsable des phénoménes de carcinogenése. I8poatd, ou suite a un traitement
immunosuppresseur, des épisodes de réactivatiorepesurvenir, avec réapparition d’'une
virémie détectable (supérieure & £Bpies/mL) et augmentation des transaminases. By
se repositive (5 a 10 % des cas), excepté danaslal’cine réactivation due a un mutant
précore (20 a 30 % des cas) [127].

Dans 10 a 20 % des cas, les hépatites chronigeentectives, avec une destruction
massive des hépatocytes. Les transaminases svéeglet sont associées a la persistance de
'AgHBe. Progressivement, les cellules détruiteats@mplacées par du tissu cicatriciel et

I'hépatite évolue vers la cirrhose [112] (incideramanuelle de survenue: 2 a 5,4 % [131,
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132]). Il en résulte une insuffisance hépatocellalgui s’aggrave avec le temps et aboutit a
la mort du malade [133].

3.2.4. La phase d’élimination de I'antigene HBs

Aprés plusieurs années, on peut observer la digparde I'AgHBs (incidence
d'environ 1 % par an), et éventuellement, I'apparid’Ac anti-HBs. Le plus souvent, seuls
les Ac anti-HBc restent positifs, témoignant d’wontact ancien avec le VHB, mais il arrive
que tous les marqueurs sérologiques soient abdeatimis, I’ADN viral subsiste a I'état de

traces dans le sérum : il n’est détectable quel@atechniques de PCR sensibles.

3.3. Carcinome hépatocellulaire (CHC)

Il s’agit d’'une tumeur diffuse du foie. En Franaadle apparait sur une cirrhose
préexistante dans plus de 90 % des cas (incidemugele de survenue en Europe chez les
cirrhotiques : 2,2 % [134]. L’évolution vers un CHSSt plus fréquente chez les hommes que
chez les femmes, suggérant un role possible desgénks dans la carcinogenese [135, 136].
Elle est favorisée par une consommation excessiakool, I'immunodépression et les
coinfections par d’autres virus hépatotropes (VH@imis de I'hépatite delta : VHD) [137-
139].

Les meécanismes de I'hépatocarcinogenése induite Ipa¥HB sont inconnus.
L’hypothése la plus probable implique la protéineg¥i est capable de transactiver des génes
cellulaires associés a la prolifération et/ou ldfédenciation cellulaire [140-142]. Les
protéines d’enveloppe semblent aussi jouer undates le développement de CHC. En effet,
il semble que I'accumulation intracellulaire de tgine L, voire de protéine M, soit associée
au développement de cancer [143, 144]. L'hépatoragénése pourrait également étre
induite par l'intégration de I'ADN viral dans lergéne cellulaire. Cette intégration survenant
de facon aléatoire, elle peut interférer avec ltegpion d’'oncogenes ou de genes impliqués
dans la division cellulaire. Toutefois, cet événpetest rare et constituerait donc une étiologie
mineure des CHC viro-induits. Par ailleurs, la régéation continue et forcée des hépatocytes
détruits par le systeme immunitaire pourrait faseri’émergence de mutations cellulaires, et

par conséquent, de CHC [27].
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C. Traitements des hépatites B chroniques

1. Bases du traitement

Le but théorique du traitement de l'infection B ahique est I'éradication compléte du
virus. Cependant, un obstacle majeur a la guétisoha la persistance du génome viral dans
les cellules infectées, sous forme intégrée ou fmwse superenroulée, qui est responsable
des réactivations observees a l'arrét du traitenh@npriorité thérapeutique est donc plutét de
supprimer durablement la réplication virale etideter I'atteinte hépatique, afin de ralentir la
progression vers la cirrhose et I'hépatocarcindms.traitements sont donc indiqués dans les
hépatites B chroniques histologiqguement prouvéesc aine réplication virale détectable,
quelque soit le niveau des transaminases.

L'efficacité thérapeutique est évaluée par la neg@dn de I'ADN du VHB et la
séroconversion HBe (réponse combinée) mais aussilgpaséroconversion HBs et la
normalisation des transaminases accompagnée déertion histologique [145, 146]. Il
est désormais établi que les patients porteurs #itus « sauvage » (patients AgHBe+)
répondent mieux aux traitements que les patierfextés par un mutant précore (patients
AgHBe-). La thérapie est donc adaptée en fonctioprdfil sérologique des patients.

Deux types de traitements antiviraux sont actuedlenutilisés : les interférons et les
analogues nucléosidiques/nucléotidiques. Du faiiadehysiopathogénie de I'hépatite B, des

essais de traitements immunostimulants sont erscour

2. Efficacité des médicaments antiviraux

2.1. Les interférons

Physiologiquement impliqué dans la lutte contreitésctions virales, l'interféron
est tout indiqué dans le traitement des hépatitearBniques. Il associe une action antivirale
directe, par inhibition de la synthese des ARNwiraa des propriétés immunomodulatrices,
par augmentation de l'expression des molécules Hg Alasse | et stimulation de la réponse
T [145, 147]. Ses principaux inconvénients sontremabreux effets secondaires (notamment
une cytolyse hépatique, limitant son utilisatioezlhes cirrhotiques) et sa courte demi-vie. La
pegylation (couplage avec un groupement éthyleymotl permet d'augmenter la durée de vie

de l'interféron et améliore sa tolérance.
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Un certain nombre de facteurs sont prédictifs diaigle réponse a I'lFN standard
[98, 148] : une faible charge virale, des transasd@s élevées, les infections acquises a la
naissance ou lors de la petite enfance (le plusestdien région hyperendémique comme le

Sud-Est asiatique), le statut AgHBe-.

2.1.1. Réponse chez les patients AgHBe+

Administré a la dose de 9-10 MUI 3 fois par semapendant 4 a 6 mois, I'lFiN
standard entraine une réponse combinée durabléu¢év® a 12 mois aprés l'arrét du
traitement) chez environ 10 a 30 % des patientmetclairance de I'AgHBs, 2 a 4 ans aprés
la séroconversion HBe, chez 11,4 % des patient8][I¥e plus, I'lFNx aurait tendance a
freiner I'évolution vers la décompensation hépatigti le développement d’hépatocarcinome
[86, 149, 150].

La pégylation de l'interféron semble améliorer sefficacité : aprées 6 mois de
traitement par interférom pegylé (peglFM-2a), une diminution de la charge virale en
dessous dex@0° copies/mL et une séroconversion HBe sont obteclies 28 % des patients
vs 12 % avec I'lFN standard. L'effet bénéfique de l'interféron peggdéencore plus net chez

les patients présentant initialement une forte gdairale [151].

2.1.2. Réponse chez les patients AgHBe-

Du fait de la moindre réponse de cette populateposologie de I'lFN standard est
modifiée : 5 a 6 MUI pendant 12 a 24 mois.

Apres 12 mois de traitement, une négativationAleN du VHB, accompagnée d’une
normalisation des transaminases, est obtenue civape 50 a 70 % des patients [150, 152].
Toutefois, le taux de réponse durable est faibleng terme et il n'est pas rare de voir des
rechutes aprés 5 ans [153]. Il semble cependantigtezféron standard réduit la progression
de la maladie, principalement chez les répondeurs.

Le bénéfice de la pégylation de l'interféron njeas encore bien documenté chez ces
patients. Marcellin et al. [154] suggérent qu’urezosonversion HBs est observée plus

rapidement avec le peglFN-2a qu’avec I'déeNtandard.
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2.2. Les analogues nucléosidiques et nucléotidiques

lls inhibent la réplication du VHB en s’incorporaita place des nucléosides naturels

lors de la synthese de I’ADN viral par la polyme&ras

2.2.1 La lamivudine

Déja connue pour son activité inhibitrice sur lanscriptase inverse du VIH, la
lamivudine est le premier analogue nucléosidiquev@ir obtenu 'AMM (Autorisation de
Mise sur le Marché) en France pour le traitemertadpatite B chronique.

Elle possede une tres bonne tolérance et a uneaptgs activité antivirale a la
posologie de 100 mg/j. Cependant, son action esstatique et elle n’agit pas sur le pool
d'ADN superenroulé présent dans les hépatocytesctéd : I'arrét du traitement avant
I'élimination de tous les hépatocytes infectésa@né un rebond de la réplication virale. Ceci
justifie la mise en place de traitements prolon(gsdela de 12 mois). La demi-vie d'un
hépatocyte étant de I'ordre de 100 jours, il fatidiratraitement de plus de 5 ans pour étre sar
d'avoir completement éliminé le cccDNA. Cependéntamivudine sélectionne des mutants
résistants en un laps de temps plus court, padfegsla 8¢ semaine de traitement. Le risque
d’émergence des mutants augmente avec la duréaitfuntent : environ 20 % a 1 an, 60 % a
3 ans et jusqu'a 70 % a 4 ans, quelque soit latsitBe des patients [155-157]. On observe

une réaugmentation des transaminases et/ou dargechirale sérique.

2.2.1.1. Réponse chez les patients AgHBe+

La négativation de ’ADN survient trés rapidemest,1 a 2 mois, chez prés de 100 %
des patients. Aprés 12 mois de traitement, la ditfon de la progression vers la fibrose est
significative, mais seulement 17 a 21 % des paiemt éliminé 'AgHBe [157-159]. La
poursuite du traitement a 3 ans permet d’augmémtenux de séroconversion HBe [155].

2.2.1.2. Réponse chez les patients AgHBe-

Le taux de réponse, en termes de négativation AABN’ et normalisation des
transaminases, est de 63 a 96 % apres 6 a 12 mtigidment. Cependant, la persistance de
la réponse 6 a 24 mois apres l'arrét du traitenmézdt observée que chez 11 a 20 % des
patients [160-163].
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2.2.2. L'adéfovir

L’adéfovir et sa prodrogue, I'adefovir dipivoxilpst des analogues nucléotidiques qui
semblent agir sur l'activité des cellules NK et $arréponse immune via la production
d’'IFNa [164]. L'adéfovir est efficace a des posologiesl@emg/j, a la fois sur les souches
« sauvages » et mutantes précore, mais aussi sundents de résistance a la lamivudine
[165, 166].

Il permet de diminuer efficacement la charge vietl@le revenir a des taux normaux
de transaminases en 12 mois, aussi bien chez tesfgaAgHBe+ que chez les patients
AgHBe- [167, 168]. Toutefois, comme pour la lamiing] la séroconversion HBe est tardive
chez les patients AgHBe+ : le pourcentage de sékaresion est de 12 % a 48 semaines et de
24 % a 18 mois [167]. Il est a noter que le risdaeechute a I'arrét du traitement explique
gu'’il soit prolongé au-dela des 48 semaines i@ti@@nt conseillées. Peu de mutations de

résistance ont été décrites, apres la 96e semaitraittment [169, 170].

2.2.3. Les analogues nucléosidiques en développeinen

Le ténofovir, inhibiteur de la transcriptase inwerdu VIH, apparait comme un
traitement de choix des coinfections VIH/VHB. llla méme activité sur le contréle de la
multiplication virale que l'adéfovir : il est actsur toutes souches de VHB, y compris les
mutants d’échappement a la lamivudine [171].

Le développement de I'entécavir, qui présente notanmt une puissante activité
inhibitrice sur 'ADN superenroulé intra-hépatiquest abandonné en France du fait de
I'apparition de tumeurs dans les modéles animaux

Toutefois, de nombreuses autres molécules sontoers de développement, telles

I'emtricitabine, la clévudine, lg8L-nucléosides (telbivudine et val-LdC) [172].

3. Modalités thérapeutiqueg173]

3.1. Heépatite chronique sans cirrhose ou avec cirdse compensée

Le traitement de premiere intention dans les indest par un virus « sauvage » est
'IFNa (9-10 MUI), pendant 6 mois, lorsque l'efficacitét gorouvée a 3 mois. Pour les
patients AgHBe-, I'IFNi reste le traitement de premiére intention, a dédaite (5-6 MUI),

mais pendant 12 a 24 mois.
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En cas d’échec, d’intolérance ou de contre-indicad I'interféron, un traitement par
la lamivudine ou l'adéfovir est proposé en deuxiéntention, pour au moins 12 mois. En
I'absence de réponse virologique (persistanceAlgHBe et d'une charge virale détectable),
la poursuite du traitement sera discutée en fomctla risque d’émergence de mutants

résistants.

3.2. Cirrhose décompensée

En attendant une transplantation hépatique, leepaést traité par la lamivudine, ou

I'adéfovir en cas d’échappement a la lamivudine.

3.3. Mutations a la lamivudine

L’émergence de mutants résistants a la lamivudgterepérée par une surveillance
trimestrielle des patients. Il est possible de icoer le traitement si une diminution les
transaminases et de la charge virale a été coastat€ours de la thérapie. En I'absence de
fibrose ou d'immunodépression, I'administrationldaivudine peut étre interrompue. Enfin,

I'adéfovir peut remplacer ou étre adjoint a la handgine.

3.4. Coinfections VIH/VHB

La lamivudine ou le ténofovir (en cas de résistanda lamivudine) sont ajoutés au
traitement anti-VIH chez les patients sous HAARTighly Active Anti-Retroviral Therapy

L’adéfovir est indiqué en premiére intention chez patients non traités par la HAART.

D. Diagnostic virologique : marqueurs sériques d€ihfection par
le VHB

1. Détection du génome viral

1.1. Quantification de 'ADN total

La présence d’ADN sérique traduit la productionvitéons complets infectieux qui
passent dans la circulation sanguine, et reflete dintensité de la réplication virale intra-

hépatocytaire.
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Lors des hépatites aigués, le diagnostic reposasdirologie, la mesure de la charge
virale n’est pas nécessaire.

Lors des hépatites chroniques, la mesure de lageharale est un outil indispensable
pour évaluer la progression de l'infection et décid’'un traitement. La quantification de
I’ADN circulant permet d’identifier un patient efm@ase de portage inactif de 'AgHBs (charge
virale < 1d copies/mL) d’un patient infecté par un mutant préc(réplication virale autour
de 16-10 copies/mL). Elle permet également d’estimer lgués évolutif de la maladie : la
persistance d’'une réplication virale est associae aisque accru de progresser vers une
cirrhose puis un CHC. De plus, une charge viral®>copies/mL, associée & la présence de
lésions hépatique, est une indication au traitepmeats une charge virale >®6opies/mL est
un facteur prédictif de moins bonne réponse atetrant. La diminution de la virémie au
cours d’un traitement prouve son efficacité. Levsai long terme d'un patient permet de
détecter un éventuel échappement viral ou de coefila rémission. Rappelons cependant
que '’ADN du VHB peut se maintenir sous forme im#Eou superenroulée dans le génome

des hépatocytes et n’est alors plus détectableldagsum.

Les progres de la biologie moléculaire ont permasdévelopper de nombreux tests
« maison » et commerciaux avec des seuils de d#tesit quantification de plus en plus bas.
Les techniques d’hybridation avec des sondes spéed (par exemple, Hybrid Capture Il
Ultrasensitive Test, Digene Corporation) manquensensibilité par rapport aux techniques
reposant sur I'amplification de la cible (seuil gigantification entre 1000 et 5000 copies de
génome/mL). La société Bayer a développé un test bar 'amplification du signal (Versant
HBV DNA 3.0 assay), présentant une bonne spédfinitais une sensibilité limitée. Les
techniques d'amplification par PCR sont actuellemés plus sensibles. Récemment
commercialisées, les trousses utilisant la teclywlde PCR en temps réel ont des seuils de
guantification inférieurs a ceux des PCR quantiésti « classiques » et des gammes de
quantification plus étendues. Les tests les plasnts et leurs spécificités sont listés dans le
Tableau 1 [174].

Par ailleurs, depuis 2001, 'OMS (via World Health OrganizatiofWHO) Expert
Committee on Biological Standardizatjom réalisé un effort de standardisation des réisuit
un titre de 10 U/mL a été attribué & un sérum étalon de génofy@ppeléWHO HBV
International Standar) issu de patients fortement viréemiques [175]. rPchiaque trousse
commercialisée, une calibration a été effectuée aeestandard et un facteur de conversion

copies/mL - Ul/mL a été calculé.
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Intervalle

. Seuil de Seuil de A
Test Technologie . e linéaire de
détection quantification e
quantification
Artus RealArt HBV PCR kit PCR en temps réel
[176] (amplification de a cible) 2.5x10° Ul/mL  2.5x10% Ul/mL 6 logio
Roche COBAS TagMan 48 .
HBV test PCR en temps réel 6 Ul/mL 30 Ul/mL 7 1ogio

(données du fabricant) (amplification de la cible) (automatisé) (automatisé)

Roche COBAS Amplicor PCR

HBV Monitor test P . 38 Ul/mL 38 Ul/mL 3 logo
(données du fabricant) (amplification de la cible)

Bayer Versant HBV DNA

2.0 Hybridation 2x10° 2x10° 510
(données du fabricant) (amplification du signal)  copies/mL copies/mL Guo
Pigene Fybrid Capture Hybridation 4.710° 4.7:10° 410g
(amplification du signal)  copies/mL copies/mL 0

(données du fabricant)

Tableau 1: Comparaison des principaux tests commerciauxefietnent

disponibles pour la quantification de 'ADN du VHB.

1.2. Détection des variants du VHE[55], voir annexe |)
1.2.1. Génotypes

Plusieurs méthodes peuvent étre utilisées pouttifanies génotypes du VHB, le

choix de la technique dépendant de I'objectif dag&s menées.

1.2.1.1. Séquencage et analyse phylogénétique

Actuellement, le séquencage du génome entier du ¥HBanalyse phylogénétique
constituent la méthode de référence pour le géagyples souches de VHB.

Bien qu’il ne soit pas nécessaire de séquencesdimble du génome viral pour
déterminer le génotype du VHB, il faut se montreadent dans le choix de la région
analysée, les résultats du génotypage variant $edogenes séquences : Norder et al. [63] ont
montré que les arbres phylogénétiques obtenustia g@s séquences des différents genes de
plusieurs souches de VHB différent considérablemkat comparaison des séquences du
génome entier et du géne S a montré que les ségpi€npermettaient également d'identifier

précisément les génotypes de A a F. Cependang ddgion S est la plus fiable pour le
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génotypage, elle ne permet pas de détecter lesudlies recombinaisons entre les souches
de VHB [71].

La trousse commercialisée par Bayer Diagnosticsgdine HBV genotyping kit) cible
la région du gene P chevauchant le géne S (aa 46B4p dont 'amplification puis le
séquencgage permettent I'identification du génotigams 'ORF S) et la détection simultanée
des mutations de résistance au traitement (dafH’'B).

Il faut noter qu’aucune souche de référence n’esteajour disponible pour la

standardisation ou les contréles de qualité des tkesgénotypage.

1.2.1.2. Méthodes alternatives

Seul le séquencage de la totalité du génome pedimdentifier de nouveaux
génotypes ou des recombinaisons inter-génotypeger@dant, cette méthode manque de
sensibilité pour la détection des mélanges de ptipuk. D’autres techniques exploitant la
variabilité génétique du VHB ont donc été dével@ampési elles sont plus sensibles que la
technique de séquencage pour la détection des gedlase génotypes, elles reposent sur
I'analyse d’'une séquence nucléotidique ou protétges courte et donnent donc des résultats
moins fiables. De plus, ces méthodes nécessitétre didaptées chaque fois qu'un nouveau
génotype ou une nouvelle mutation sont identifRsmi ces technigues, on distingue :

v' I'hybridation sur support solide a l'aide de sandpécifiques dans la région préSi1
(line probe assay LiPA ; trousse INNOLIPA HBV genotyping assay, tgenetics et
genotype specific probe assagSPA).

v' L'analyse par polymorphisme de restrictiomestriction fragment length
polymorphism RFLP). Toute mutation portant sur la région asééy peut entrainer la
suppression ou, au contraire, la création d’'un déerestriction et fausser les résultats du
génotypage.

v/ L'amplification de la région conservée des gen&Sp/S par PCR nichée ou PCR
multiplex avec des amorces spécifiques de type.

1.2.2. Variants S

La majorité des variants S portent des mutations ¢eaMHL de I'AgHBs.
La méthode de référence pour I'étude des varisepese sur le séquencage de la
région d’intérét du fait du nombre et de la varides mutations rencontrées. Il n’existe pas

actuellement de technique consensus pour l'analgsees mutants. Les amorces utilisées
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pour I'amplification et le séquencage doivent &fneisies dans des régions conservées entre
les génotypes. Chemin et al. [177] ont développé ométhode d’amplification par PCR
nichée et de séquencage du gene S qui permet Harcke de mutations dans la région
antigénigue majeure de I'AgHBs, quel que soit lenajgpe du VHB. La trousse
commercialisée par Bayer Diagnostics (Trugene HBY permet détection des mutations
dans le cadre de lecture du gene S (aa 100 a @2iltanément a l'identification du génotype
du VHB.

1.2.3. Variants précore

La recherche de mutants dans la région préC ou ldagmeomoteur du core au cours
des hépatites chroniques permet de distinguerdgsrnps en rémission des patients infectés
par un mutant précore.

Les mutations sont mises en évidence soit par ségqge, a l'aide de techniques
« maison », soit par des méthodes rapides, stasdas] mais permettant seulement la
détection de mutations bien définies (trousses INNEA HBV PreCore, Innogenetics ;
Smitest: HBV core promoter and precore mutationect@n kits, Genome Science
Laboratories).

1.2.4. Variants dans la polymérase

En pratique courante, les variants recherchés lesnmutants d’échappement aux
traitements antiviraux. Les mutations de résistaimeues sont regroupées dans le domaine
RT de la polymérase.

La méthode de référence pour rechercher ces mugatépose sur le séquengage du
domaine transcriptase inverse, qui permet de a&téehsemble des mutations de résistance,
quel que soit le traitement antiviral utilisé. Lpancipales mutations de résistance a la

lamivudine et a I'adéfovir sont indiquées dansitauFe 20.
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Figure 20: Mutations de résistance actuellement connues polamivudine
et I'adéfovir. Les mutations rtV173L et rtL180M cpensent in vitro la

diminution de réplication virale observée cheznegants [57].

Deux trousses sont disponibles sur le marché migmtions sont détectées soit par
hybridation du produit d'amplification du gene Re@awes sondes spécifiques (test INNO-
LiPA HBV DR, Innogenetics), soit par séquencagedatidu produit de PCR (trousse Trugene
HBV, Bayer Diagnostics). Le test d’hybridation nétette dans la version actuelle que les
mutations de résistance connues a la lamivudinerelzanche, la trousse de séquencage-

génotypage permet de rechercher de nouvelles msadi la lamivudine ou a I'adéfovir.

1.3. Recherche des formes persistantes de 'ADN MHB

Lors de la phase de rémission d’'une hépatite chuenil’ADN viral peut persister
dans le noyau des cellules infectées, intégré tamgenome cellulaire ou sous forme de
cccDNA.

1.3.1. Détection et/ou quantification du cccDNA

Responsable des réactivations lors de l'arrét daitement ou du fait d'une
immunodépression, le cccDNA représente un margoguortant pour le suivi des patients et
I'évaluation de I'efficacité d’un traitement.

D’abord recherché par Southern Blot, le cccDNA aduellement détecté par des
techniques de PCR basées sur l'utilisation d’anwmeecifiques, méthodes plus simples
d’utilisation et plus sensibles. Les amorces sbwoisies de part et d’autre dap du génome

viral, de sorte que seul '’'ADN double brin fermé maniére covalente est amplifié (Figure
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21). Le développement de PCR en temps réel surineige permet la quantification du
cccDNA.
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Figure 21: Principe des PCR permettant 'amplification s8lee du cccDNA.

Une méthode alternative reposant sur 'amplificatio signal a été développée [178].
Ce test appelénvasive signal amplification reactiofinvader assay) utilise deux sondes
partiellement chevauchantes qui s’hybrident sur sieguence cible du génome viral. Une
endonucléase hydrolyse la structure ainsi forméla eourte séquence d’ADN libérée est

amplifiée par PCR en temps réel.

1.3.2. Détection de I’ADN intégré

Elle s'effectue essentiellement a partir de bigpdiépatiques, dans le cadre de
protocoles de recherche. La plupart des technigeestes reposent sur I'amplification des
jonctions VHB - génome humain par PCR puis I'analpar séquencage ou hybridation par
Southern Blot.

2. Diagnostic sérologique

Il existe trois principaux systémes antigene/ampiso: AgHBs/Ac anti-HBs,
AgHBc/Ac anti-HBc, AgHBe/Ac anti-HBe.
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2.1. Le systéme HBs

L’antigéne HBs correspond a une production en est&sveloppe virale. Il traduit la
présence du VHB, alors que les antigenes préStésPpraduisent la réplication virale mais
ne sont pas recherchés en diagnostic de routine.

L'AgHBs est le premier marqueur retrouvé dans tgsanviron 1 a 3 mois apres la
contamination. Il est détecté dans le sérum a el'aide tests sérologiques
immunoenzymatiques, de type ELISA, utilisant degicarps monoclonaux. Pour tout
échantillon trouvé AgHBs+ pour la premiére fois,sdests de neutralisation (avec des
anticorps anti-HBs) permettent de renforcer la gijpéé de la réaction et de confirmer le
résultat.

Du fait de la circulation de 'AgHBs sous forme demplexes immuns, certains
résultats peuvent s’avérer faussement négatiflide les modifications conformationnelles
induites par les mutations dans le gene S peuWnérla reconnaissance de '’AgHBs par les
tests de dépistage de routine : Coleman et al] [dmXesté différentes trousses commerciales
de détection de I'AgHBs et ont confirmé que, ménaenp celles de derniere génération,
guelques-unes sont incapables de détecter cenmainiants dans le déterminant «a» et
rendent donc occasionnellement un résultat AgH&8ssgement négatif.

Les anticorps anti-HBs apparaissent progressivemuemours de I'élimination virale
L’apparition de ces anticorps signe soit I'arrétl@eéplication virale avec guérison, soit une
protection post-vaccinale. Ills sont recherchés dars€rum par des techniques ELISA, avec
un seuil de détection de 2 a 5 UI/L. Un titre dieotps supérieur a 10 UI/L est considére
comme protecteur, mais en pratique, la séroproteat’est affrmée que pour des taux

d’anticorps supérieurs a 100 UI/L.

2.2. Le systéme HBc

L’antigéne HBc n’étant pas excrété dans le sérungé&ection n'est pas réalisée en

pratique courante.
Les anticorps anti-HBc apparaissent précocemens dansérum, quelle que soit

I’évolution de la maladie. Ce ne sont pas des argg protecteurs mais seulement les témoins

d'une infection par le VHB. La fraction IgM anti-HBpeut étre recherchée et dosée
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parallelement aux Ac anti-HBc totaux, par technigléSA. Elle est détectée dans les primo-

infections mais est inconstamment retrouvée lossrélactivations.

2.3. Le systéme HBe

L’'antigene HBe est détectable dans le sérum parSELmais aussi par RIA,

immunodiffusion, électrosynérése. Il ttmoigne d'uvégication virale.

La disparition de '’AgHBe, mais surtout I'apparitidles Ac anti-HBe sériques sont en
faveur d'une évolution favorable. Cependant, |lasgmée d’Ac anti-HBe ne suffit pas pour
affirmer la négativation de la réplication viraldans certains cas, malgré la présence d’Ac

anti-HBe, ’ADN viral reste détectable et I'infeoti poursuit son évolution.

3. Cinétigue d’apparition des marqueurs

3.1. Heépatite aigugFigure 22)

Lors de la phase aigué des hépatites B, la réplicairale est intense et la charge
virale peut atteindre 1 copies de génome/mL de sérupuis, elle décroit progressivement
et devient indétectable lorsque I'hépatite est spament résolutive.

L’antigéne HBs apparait en moyenne 1 a 3 mois dprésntage et précede parfois
I'élevation des transaminases et les signes clasqgll disparait généralement en 1 a 2 mois,
apres la normalisation des transaminases. L’ardigéBe apparait peu apres 'AgHBs et
disparait rapidement (sa persistance au-dela dis ®emaines aprés le début des
manifestations cliniques suggére une évolution laechronicité) Ce marqueur, témoin de la
réplication du VHB, n'a pas d’intérét diagnostiq@e stade aigu. En revanche, la
séroconversion HBe annonce un arrét de la répicatirale. Les anticorps anti-HBc
deviennent détectables dans le sérum 2 a 4 senmegnes ’AgHBS, et persistent toute la vie.

Ainsi, une évolution favorable est annoncée pardamalisation des transaminases et

successivement, les séroconversions HBe et HBs.
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Figure 22: Evolution des marqueurs sériques lors d’'une titép8 aigué

(d’aprés Denis et al. [25])

3.2. Hépatite fulminante

La survenue d'une hépatite fulminante au cours el’bépatite B aigué est marquée
par la présence d’IlgM anti-HBc a des titres élew€s autres marqueurs (AgHBs, AgHBe,
Ac anti-HBs et ADN du VHB) sont inconstamment retrés dans le sérum.

En revanche, lors des hépatites fulminantes suntecteez des porteurs chroniques
(dues a des réactivations spontanées ou chimiaotésjwu a une surinfection par le virus de
I'hépatite delta) la détection des IgM anti-HBc esk.

3.3. Hépatite chronique(Figure 23)

Au cours des hépatites chroniques, la charge vivalée selon les phases de
I'infection : elle est relativement élevée pendanphase d'immunotolérance, puis chute lors
de la phase d'équilibre jusqu’a devenir parfoisétedtable (selon la sensibilité de la
technique utilisée). Les réactivations virales staopagnent d’'une réascension de 'ADN
sérique, a des niveaux élevés.

Les antigenes HBs et HBe restent détectables pepilasyde 6 mois, parfois méme
durant quelques décades, et les transaminaseg@aovdes a des taux €leveés. Apres plusieurs
années, on peut observer une séroconversion HBgafition de I'AgHBe, apparition des Ac
anti-HBe). Elle n’est pas toujours associée a w@gativation de I’ADN viral sérique. Il arrive
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qgu'a long terme I'’AgHBSs disparaisse a son tour e, parfois, des Ac anti-HBs émergent a
des taux tres faibles : cette séroconversion HBsungient que chez 5 a 10 % des patients.
Dans ce cas, seuls les Ac anti-HBc restent détiestadpuasi indéfiniment.

Il faut noter que chez les patients immunodéprietésu coinfectés par le VIH, les
épisodes de réapparition de '’AgHBs apres la «igogr> de I'infection ne sont pas rares. lls
soulignent soit une réactivation de la soucheadldtsoit une réinfection par une autre souche
de VHB.

Phase de multiplication virale Séroconversion "e " Réactivation virale

M iois ANnees

Figure 23: Evolution des marqueurs sériques lors d’'une titépB chronique
(d’aprés Denis et al. [25])

3.4. Carcinome hépatocellulaire

La prévalence des marqueurs du VHB varie selon dag@mphie. L’AgHBs est
inconstamment retrouvé chez les patients en Fréz@ea 30 %), alors qu'en Asie et en
Afrique, 'AgHBs est détectable chez 80 % des medad.a détection du génome viral dans
les biopsies hépatiques tumorales pose un probtensensibilité : il semble que les cellules
cancéreuses des patients AgHBs- contiennent moii3Nddu VHB que celles des patients
AgHBs+. Bien que le rble oncogene de lintégrative 'ADN du VHB dans I'ADN
hépatocytaire ne soit que suspecte, il est inténéske rechercher ’ADN viral intégré chez les

patients présentant un CHC.
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4. Profils sérologiques atypiques

4.1. Profils liés a la présence de variants du VHB

Certains variants dans le gene S ne sont pas égfaat les tests sérologiques et sont a
I'origine d’une sérologie AgHBs négative, alors d@dN viral est détectable dans le sérum
(voir chapitre suivant).

L'absence d'AgHBe, associée a un niveau de réplicairale constant ou fluctuant,

est caractéristique des mutants précore.

4.2. Anticorps anti-HBc isolés

L’interprétation de ce profil sérologique est date La détection d’Ac anti-HBc en
dehors de tout marqueur HBs est possible lorsitlestisns suivantes :

v une infection récente au stade dit de la « fer&@relogique », entre la disparition
de 'AgHBs et I'apparition des Ac anti-HBs, qui pgedurer plusieurs semaines. Dans ce cas,
la fraction M des Ig anti-HBc est positive.

v' une infection « guérie », datant souvent de plusiedizaines d’années. En
I'absence de stimulation antigénique, le taux s&rides Ac anti-HBs diminue jusqu’a devenir
indétectable, alors que les Ac anti-HBc persistiess. IgM anti-HBc sont négatives.

v une authentique infection B occulte, caractérgda persistance d'une réplication
virale et I'absence de détection des autres margustrologiques (voir chapitre suivant).
Cette situation souligne lI'importance de la détectilu génome viral, qui permet de ne pas
éliminer le diagnostic d’hépatite B chronique deuwamtel profil.

v’ un résultat faussement positif du a un manqueédeificité des tests diagnostiques.
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CHAPITRE Ill : LES INFECTIONS B OCCULTES

Pendant longtemps, la séroconversion HBs a étéidgags comme lindicateur
essentiel de la « guérison » d’'une hépatite B amgyuéhronique, notamment aprés traitement.
Cependant, Hoofnagle et al. [180] ont décrit en8l@7transmission d’une infection B via la
transfusion du sang d’un donneur négatif pour I'Sgtet les Ac anti-HBs mais positif pour
les Ac anti-HBc. L’'amélioration des méthodes degda@stic moléculaire, et en particulier le
développement de techniques de PCR de plus ensphssbles, ont permis de détecter des
traces d’ADN du VHB dans le sérum et le foie deguas ayant éliminé I’AgHBs.

Ainsi est apparu le concept d'« infection B occulfedéfini par la persistance de la
réplication virale en I'absence d’AgHBs détectable.

Bien que les hépatites B occultes soient caraégsislepuis une vingtaine d’années,
les mécanismes moléculaires et/ou immunologiques-gxents ne sont pas completement
élucidés. Plusieurs hypothéses ont été évoquédsaint des mutations dans les genes S, C,
X, l'intégration de 'ADN du VHB dans le génome kgdire, une réplication virale extra-
hépatique, la formation de complexes immuns cirgslaenfermant le VHB, une altération de
la réponse immune ou des coinfections par d’awires.

L'intérét majeur de [lidentification de ces infemis réside dans le risque de
transmission du VHB lors d’hémodialyses, de dormsgiines ou de sang. L'impact clinique
et I'existence méme des hépatites B occultes antl’'édjet de nombreuses études mais

restent controversés.

A. Diagnostic moléculaire des infections B occultes

1. Détection de ’'ADN

Le génome viral peut étre détecté dans le séruns, aasi dans le foie et les cellules
mononuclées du sang périphériqueeripheral Blood Mononuclear CellsPBMC) des
patients AgHBs- [181]. Le plus souvent, la chargeale sérique est inférieure & “10
copies/mL [182, 183] et est donc significativemphis faible que celle observée chez les
patients AgHBs+ (en moyenne, ®1€opies/mL chez les patients AgHBe+ ef tOpies/mL
chez les patients AgHBe-). Il semble que cettegthairale ne soit pas stable et fluctue dans
le temps [184].
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La quantité d’ADN intrahépatique est habituellemglns élevée dans le foie que dans
le sérum (elle serait d’environ TG 10* copies de génome/cellule [185]). Cependant, dans
certains cas, 'ADN du VHB est détecté seulememsd@& sérum [186]. Il pourrait s’agir
d’'une phase transitoire des infections B occultesde la conséquence d’'une localisation

extrahépatique de la réplication virale.

La difficulté de diagnostiquer une infection B olteutient au manque de
standardisation des tests utilisés pour la détectiogénome viral. La méthode utilisée pour
réaliser la détection doit étre performante. Lespge des techniques de Southern Blot aux
techniques de PCR a permis un gain considérabdemtghilité (d’environ 1910° copies/mL
& 10-18 copies/mL). Cependant, le choix des amorces de &gERssentiel et influe sur la
sensibilité et la spécificité de la réaction. Pamsgquent, certains résultats peuvent apparaitre
discordants d'une étude a l'autre, soit du faifalex négatifs, lorsque les méthodes n’ont pas
la méme sensibilité, soit du fait de faux positdans le cas d’'un défaut de spécificité d'une
méthode.

En outre, le choix des patients et des échantillénsdiés est crucial pour
I'interprétation des résultats. Par exemple, lesnéors de sang avec des Ac anti-HBc isolés
ont rarement une charge virale détectable par ra@pux patients présentant une hépatite

chronique [187].

2. cccDNA et ARN viraux

Lors de la réplication virale, le rcDNA est transfi@ en cccDNA, qui sert de matrice
pour la transcription des ARN génomiques et prégggoe. Le cccDNA et les ARN viraux
sont donc des marqueurs incontestables de I'existéline réplication virale.

Le stock de cccDNA dans le noyau cellulaire estoueelé par recyclage des
nucléocapsides immatures, pour atteindre jusqu’adples de cccDNA par cellule, assurant
ainsi la persistance de l'infection. La diminutida la charge virale lors de la thérapie anti-
virale suit une cinétique en deux phases : la chui¢ale de la réplication virale d’abord
observée (due a I'inhibition de la production defowms) est suivie d’'une décroissance lente
de la charge virale, correspondant probablemeidlienination des cellules infectées [188].
Le cccDNA serait responsable de cette seconde ptiagait de la difficulté a I'éliminer.
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Quelgues études ont montré la présence du cccDNidsARN viraux a la fois dans
le foie et dans les PBMC des patients ayant unectimih B occulte [189, 190]. Les
différences de résultats entre les études peuttenéxdpliquées par des limitations techniques.
L’inconstance de détection du cccDNA et/ou des ARMux dans des hépatocytes contenant
le génome viral peut résulter d’'un défaut de sélitgildle la technique (i.e. faux négatifs). Par
ailleurs, la détection de cccDNA en l'absence deed®n de rcDNA rend discutable la
spécificité de la technique (i.e. faux positifsgaximoins, la plupart des travaux concluent a la
persistance de la réplication virale, bien qu’abl&iniveau, chez les patients avec une

infection B occulte.

B. Prévalence des infections B occultes

Malgré le grand nombre d’études consacrées auxtiofes B occultes ces dernieres
années, leur prévalence dans différentes poputatienpatients reste imprécise. Plusieurs
raisons peuvent étre évoquees :

v’ I'hétérogénéité des situations cliniques dansuekes sont observées les infections
occultes ;

v le choix des patients étudiés : un trop faibleaétionnage, des populations
hétérogenes, la zone géographique d’origine (deefaiu de forte endémicité), le manque de
contrdles... sont des facteurs influencant la pedee ;

v’ la performance des méthodes de détection de 'ADNHB ;

v’ la nature du prélevement : I’ADN du VHB est pfusquemment détecté dans les
biopsies hépatiques que dans le sérum.;

v l'intervalle de temps écoulé entre la clairancd’lgHBs et la recherche de 'ADN
viral : plus la période d’observation est longukeisg’incidence des infections B occultes est
faible.

Les hépatites B occultes sont rencontrées danéreliffes situations cliniques. Elles
sont souvent consécutives a la clairance spontamétimioinduite de 'AgHBs au cours des
hépatites chroniques, mais elles peuvent aussiteégie la « guérison » d’'une hépatite B
aigué et persister pendant 20 a 30 ans. Une fogealence d’infections B occultes est
observée parmi les patients présentant un hépatogare et chez les sujets coinfectés par le

VHC. Ces infections ont également été décrites tas réactivations virales suite & une

57



immunosuppression ; chez des patients hémodialys@®es vaccination des enfants ; dans la
population générale [191].

Bréchot et al. [187] ont recensé et synthétisédssltats de plusieurs études meneées
dans différents pays, sur des groupes variés denpat Il faut tout d’abord noter que le
diagnostic d’infection B occulte n'est pas restrainx zones de forte endémie. Bien gu'elles
soient tres fortement représentées dans ces regiemsnfections ont aussi été décrites dans
les pays occidentaux de faible endémie comme lacErfL91].

Globalement, I’ADN viral est détecté dans le sémen5 a 55 % (en moyenne 30 %)
des patients AgHBs- ayant une hépatite chroniquec(au sans CHC associé). Ces taux sont
augmenteés lorsque le génome viral est recherchelddaie : TADN du VHB est positif dans
13 & 71 % des cas (en moyenne, 45 %).

Le suivi a long terme des patients ayant élimirkgHBs spontanément ou sous
traitement a montré la persistance de 'ADN du Véihs le sérum de 28 % des patients et
dans le foie de 94 % des patients, avec une cheitéa ccharge virale sérique aprés la
séroconversion.

En Europe, I'incidence des infections chroniquesuties est de 20 a 30 % [191].

La prévalence fluctue selon le profil sérologiques gatients étudiés ; elle est plus
forte chez les patients possédant des Ac anti-l48lés ('’ADN du VHB est positif dans 7 a

60 % des populations fortement exposées au viarsggmparaison aux patients séronégatifs.

La persistance de I'ADN du VHB semble moins frégdaedors des hépatites aigués, et
particulierement lors des hépatites fulminantespdsitivité de 'ADN est d’environ 7 % dans

le foie et 10 % dans le sérum.

Le génome viral peut aussi étre détecté chez jetsssans atteinte hépatique, i.e. dans
la population générale. Par exemple, la prévalencgenne observée chez les donneurs de
sang ou d'organes est inférieure a 20 %, avec ¢arenune plus forte prévalence chez les
sujets ayant des Ac anti-HBc isolés.

Une étude récente menée dans la communauté imatiesmne [192] réveéle qu’'une
charge virale B est détectable chez 8 % des ingévighns aucun marqueur sérologique du

VHB et 18 % des sujets possédant a la fois desaps anti-HBs et anti-HBc.
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Prévalence des infections B occultes lors des canfions par le VHC ou le
VIH

Le génome du VHB est retrouvé chez 22 a 87 % désnps AgHBs- coinfectés par le
VHC [181, 187]. Il faut noter que la persistance gitnome viral est plus frequemment
associée a une sérologie Ac anti-HBc positifs (J0q%ea un profil Ac anti-HBc négatifs (30
%) [193]. En France, I'incidence des infections@wtes dans un contexte de coinfection par
le VHC est d’environ 20 %. Elle atteint 80 % audapl9l, 194].

L’analyse de I'évolution de la charge virale cheg patients coinfectés montre que la
viremie fluctue au cours du temps, expliquant Iémnces de prévalence observées entre

les études.

La prévalence des infections B occultes parmi &gepts VIH+ reste controversée du
fait du manque de méthodes de diagnostic standslis’ ADN du VHB a été détecté chez
35 a 89,5 % de patients VIH+ présentant des AcHiBt isolés, par des techniques de PCR
permettant 'amplification des régions C et S duB/H95, 196]. En revanche, des auteurs
utilisant la méthode COBAS Amplicor HBV Monitor (Blee Diagnostics), amplifiant le
génome du VHB dans la région C, n'ont détecté loge du VHB que chez moins de 1 %
des patients [197-199].

Prévalence du profil d’anticorps anti-HBc isolés

Quelgue soit le contexte clinique, les infection&ultes sont plus fréquemment
identifiées chez les sujets présentant une sémhbigic anti-HBc isolés.

Il a été estimé qu’en Europe, zone de faible endérhia 1,4 % de la population
générale posséde des Ac anti-HBc isolés [200]. 168l gst particulierement fréquent dans
certaines populations comme les toxicomanes pariatiaveineuse (54 %), les hémodialysés
(31 %), les transplantés, les femmes enceintesmiesgres, les personnes coinfectées par le
VIH et/ou le VHC. En effet, 17 a 42 % des sujetmfmxtés par le VIH et 20 a 49,2 % des
sujets coinfectés par le VHC, ont des Ac anti-HBmme seuls marqueurs de leur infection B
[182, 195, 201-203]. Par ailleurs, plus de 75 % idevidus triinfectés (VHB/VIH/VHC)

sont porteurs d’Ac anti-HBc isolés [201].
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C. Impact clinique des infections B occultes

1. Transmission du VHB lors de transfusions, de gfees ou d’hémodialyses

Le premier constat de la transmission du VHB damsantexte d’hépatite occulte
date de 1978, a I'occasion d’une transfusion sarggfdi80]. Depuis, d’autres observations ont
rapporté des cas d’hépatites B post-transfusioemedt des expériences menées sur le
chimpanzé ont confirmé le risque infectieux lié dépatites B occultes [187]. Actuellement,
le risque de transmission du VHB via les transfosiest trés limité du fait de la performance

des tests de dépistage des marqueurs du VHB.

Des hépatites B ont également été décrites apresgafes d’organes issus de
patients AgHBs-, notamment lors de transplantatiodzatiques. Le risque de contracter une

infection B apres une greffe de foie est évalué-842% [181].

De méme, le risque de transmission du VHB lorsreéfes de moelle osseuse est trés
faible mais n’est pas exclu. Des cas de réactinativale conduisant a des hépatites
fulminantes ont été signalés apres des greffesaldles de donneurs ayant une infection B
occulte [204].

Cabrerizo et al. [205] ont détecté une viréemie VétBl'absence d’AgHBs chez 58 %
de patients hémodialysés. Par ailleurs, une étadente menée aux USA a rapporté une

prévalence d’infections B occultes de 3,8 % pagwigatients hémodialysés [206].

2. Evolution, aggravation des atteintes hépatiques

L'impact des infections B occultes sur l'atteintgphatique n’est pas clairement établi.
Certains auteurs rapportent un effet bénéfiqueadddirance de 'AgHBs [181, 207] tandis
gue d’autres suggerent une exacerbation de la lpgihdhépatique et une augmentation de
I'incidence de survenue de CHC [208, 209].

Chemin et al. [177] ont montré que, parmi les pasieayant une hépatite occulte, 66
% présentent une élévation des enzymes hépatit|g8s%8, des séveres lésions de fibrose. Le

suivi de ces patients a réveélé que 18,2 % prognesses la cirrhose.
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La prévalence des infections B occultes parmi kgepts atteints d’hépatocarcinome
varie de 22 a 87 % selon les études [208, 210JorS@réchot et al. [187], plusieurs
observations sont en faveur d’'une corrélation ehégatite B occulte et évolution vers un
hépatocarcinome : tout d’abord, des CHC se dévelupphez 10 a 20 % des marmottes
infectées par le WHV mais ne possédant ni antignesurface ni antigéne de capside ;
ensuite, '’ADN du VHB est détecté dans certains das carcinomes hépatocellulaires
survenus sans cirrhose préexistante chez des sduitdes enfants AgHBs- ; enfin, il existe
un accroissement du taux de CHC observés chezatiests AgHBs-.

Il est probable que la persistance virale jouedla indirect dans I'exacerbation de la
maladie hépatique, en stimulant continuellementrégonse immune. L’inflammation
hépatique en résultant favoriserait I'évolution svexn carcinome hépatocellulaire. 1l a
également été suggéré un réle important des cofactie morbidité, tels que la coinfection
par le VHC et I'abus d’alcool [187].

3. Coinfection par le VHC

Plusieurs études montrent que les patients cogdgqur le VHC et présentant des Ac
anti-HBc isolés semblent progresser plus rapidenvems la cirrhose [193, 195, 211].
L’infection B occulte semble associée a des tramsases plus élevées et une activité
nécroinflammatoire plus importante chez les pasieviHC+ [212, 213]. Cependant, pour
certains auteurs [202, 214], ces résultats ne gasitdifferents de ceux observées chez les
patients monoinfectés par le VHC.

De méme, I'impact des infections B occultes surcidence des CHC chez les patients
coinfectés par le VHC est controversé. Contrairdn#zemrertains auteurs, Piroth et al. ne
mettent pas en évidence de corrélation entre & pfdc anti-HBc isolés et I'incidence des
hépatocarcinomes chez ces patients [195].

En revanche, plusieurs études s’accordent suitlgue les infections B occultes sont
associées a une diminution de la réponse a l'értenf chez les patients VHC+ [193, 212,

215]. Le mécanisme de cette moindre réponse a Iffelst pas encore élucidé.
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4. Coinfection par le VIH

Lors des hépatites chroniques, la coinfection afIH est associée a une progression
plus rapide de la fibrose et un taux d’évolutiomsvane cirrhose décompensée plus élevé
[216].

Peu de données concernant I'impact du VIH sureiate hépatique sont disponibles
pour les sujets présentant une hépatite B occlertains auteurs ont suggéré que
'immunodépression provoquée par le VIH pouvaitrgimer une réactivation du VHB [182,
217], avec la description séquentielle de profésokbgiques de guérison de l'infection B
(AgHBs-, Ac anti-HBs+, Ac anti-HBc+), puis de prsfiAgHBs-, Ac anti-HBs-, Ac anti-
HBc+ et enfin AgHBs+, Ac anti-HBs+, Ac anti-HBc+.deut s’agir de sujets guéris porteurs
occultes réactivant leur infection a VHB ou d’uneisfection par une autre souche de VHB.
Quelques cas de réactivations virales ont ététdémhiez des patients AgHBs-, Ac antiHBc+
et coinfectés par le VIH, lorsque le taux dep]" s’effondre ou aprés traitement par la
lamivudine [218-220]. Hofer et al. [196] ont mis évidence une hypertransaminasémie chez

les patients ayant une infection B occulte et @utés par le VIH.

D. Mécanismes des infections B occultes

Les mécanismes intervenant dans le maintien d’intefaiveau de réplication virale
en I'absence d’AgHBs détectable restent a définir.

Plusieurs hypotheses ont été proposées et otibfgit de nombreuses études.

1. Complexes immuns circulants (CIC)

Lors des infections a VHB, les virus sont préselaiss le serum sous forme libre ou
liés & des immunoglobulines, i.e. sous forme deptexes immuns. Les particules virales
liées aux anticorps deviennent la forme sériquel@rénante aprées la séroconversion HBs
[221]. L'ADN du VHB, enfermé au sein des CIC, reatealors détectable. Cependant, ces
complexes immuns ne sont pas retrouvés dans lensdes patients ayant éliminé I’AgHBs
au cours d’'une hépatite chronique [190]. Il estadpau probable que cette hypothése suffise

a expliquer la persistance de 'ADN du VHB chezdafets AgHBs-.
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2. Etat des défenses immunitaires

Les cytokines sécrétées par les CTL, I'lF® le TNFx, jouent un réle majeur dans la
régulation post-transcriptionnelle de I'expressidm génome du VHB. Une prolifération
importante de ces CTL est détectée lors de lautisnldes hépatites B aigués et lors de la
clairance de I'AgHBs dans les hépatites B chrorsquy222, 223]. En théorie, une
immunodépression pourrait donc étre a l'origineng’unfection B occulte. D’autant plus
gu’un état d'immunosuppression contribue souveddgsaréactivations virales aprés une greffe
du foie ou chez les patients coinfectés par le Mi82, 193, 217]

Toutefois, il a été montré que des patients guitise hépatite B aigué pouvaient
conserver une virémie B faible mais détectabledpetune période variable, et malgré la
présence de CTL et d'anticorps spécifiques [222fsiA sans étre diminuée, la réponse
immunitaire serait limitée dans sa capacité a éemie VHB : il est concevable que, dans
certains cas, l'infection par le VHB et la réportge 'héte aboutissent a un équilibre, dans
lequel le VHB stimule constamment la réponse immnaimr@ qui, en retour, maintient la

réplication virale a un faible niveau.

3. Mutations dans le génome du VHB

Plusieurs auteurs ont suggéré que la variabilitééggue du VHB pouvait étre a
I'origine du profil AgHBs- [60, 190, 212, 213, 224Des mutations localisées dans les
épitopes antigéniques de la protéine de surfacegmeuentrainer un échappement aux
immunoglobulines anti-HBs ; les virus mutés ne isataplus reconnus par les anticorps
utilisés dans les tests diagnostiques ni par langp immune humorale de I'héte, permettant
ainsi le maitien de l'infection B. A c6té de cestations dites d’échappement au diagnostic,
sont observés des mutations dans le géne S ethigudtrutres genes, susceptibles d’'inhiber la
synthese de I’AgHBs [190]. Dans ce cas, I'’"AgHBsmsduit en quantité trop faible pour étre
détecté par les tests diagnostiques. Paterlini. 26] ont montré que la charge virale était
plus élevée chez les patients ayant des anticotpsiBc et/ou anti-HBs que chez les patients
séronégatifs. Cette observation suggére une irduelu niveau de réplication virale sur la

négativité des marqueurs sérologiques.
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3.1. Mutations altérant I'antigénicité et/ou la praluction de 'AgHBs

Toute mutation affectant les propriétés physiquésuda conformation des épitopes
de 'AgHBs peut entrainer une diminution de I'agtigcité de la protéine et de la production
des anticorps anti-HBs [179, 224, 226]. Les mutgssvent alors échapper a la réponse
immune humorale et, peu ou non reconnus par l¢s désgnostiques, sont a 'origine d’'une
hépatite AgHBs négative, avec réplication virale.

Weinberger et al. [60] ont montré que les mutatiadentifiees chez les VHB de
patients présentant des Ac anti-HBc isolés soguiggnment localisées dans la MHL (2,26 %
mutations d’acides aminés dans la MHL vs 0,94 %sdarreste de I'AgHBSs), alors que les
virus issus de patients AgHBs+ présentent davardageutations en dehors de la MHL (0,75
% substitutions dans la MHL vs 1,20 % hors de lalyIH

De nombreuses études ont documenté la variabilit§&he S du VHB [74, 76, 78,
179, 227, 228]. Les mutations les plus souventiscconcernent la région entre les aa 124
et 147 (déterminant « a ») (Figure 18). Elles miedifl'organisation structurale des épitopes
d'enveloppe (modification de la conformation se@wrelet tertiaire des boucles) et diminuent
donc l'affinité de fixation aux Ac anti-HBs. Les mations G145R et D144A de '’AgHBs sont
les plus fréquentes ; elles sont responsablesédbdppement viral aux Ac anti-HBs et a la
vaccination. De nombreuses autres substitutions et décrites, que ce soit dans le
déterminant « a » de la MHL, dans les autres régam|’AgHBs et dans les domaines préS
[79, 179]. Par exemple, dans leur étude portanbSwsouches cliniques, Roque-Afonso et al.
[229] ont observé que les VHB infectant les patieAgHBs- ont majoritairement des
mutations dans le déterminant « a », aux positi@ts 126, 132, 133, 134, 143, 144 et 145.
Etonnamment, un variant porte des mutations apaésédion transmembranaire Ill, en
position 204 et 205.

Par ailleurs, des substitutions ou des délétions tapromoteur S peuvent influer sur
la transcription du géne S et ainsi diminuer I'eegsion de 'AgHBs [230, 231] : Cabrerizo et
al. [190] ont identifié des virus délétés danségion préS1 (et donc dans le promoteur S)
chez tous leurs patients AgHBs-. Cependant, cedgpmutants peut coexister avec des virus
« sauvages » et étre également retrouvé chez tdestpaAgHBs+ [190, 232].
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3.2. Mutations altérant la réplication virale

Certaines mutations présentes dans le géne S entégdercussions sur la région P
chevauchante ; par exemple, la substitution G14&Respond a la substitution W153Q dans
le géne P, qui est a l'origine d’'une diminution ldectivité de la polymérase [233]. Ces
substitutions peuvent concerner des régions clda gelymérase (telles que les domaines B
et C de la RT) et pourraient affecter I'activité benzyme ; elles pourraient donc étre
responsables d'un défaut d’expression de la pretéi@ surface, expliquant I'absence de
détection de I'AgHBs [224]. Blum et al. [80] ontal# une mutation non sens dans le gene de
la polymérase, qui inhibe la multiplication du VHB vitro et est donc susceptible de trés
fortement diminuer la réplication virale in vivo.

De méme, les mutations dans 'ORF C interagisseat da réplication virale. Les
mutations dans la région N-terminale peuvent inhi@dormation de la capside icosaédrique
a partir des dimeres de protéine HBc et les chargtndans la région C-terminale peuvent
altérer la région epsilon et donc I'encapsidatizied], 234].

Des mutations dans le géne X ont été associées diominution de la multiplication
virale, par altération de la protéine transacticatX ou du BCP [212, 224, 235]. Une délétion
de 8 nucléotides (nt 1768 a 1775) dans le promatauwore a été décrite chez des patients

présentant des infections B occultes [212, 213].236

Ces données tendent a démontrer que le profil dations observé lors des infections
B occultes est complexe. Ces mutations sont ggltoei soit d'un niveau de réplication virale
comparable a celui des virus « sauvages », macswavedéfaut de reconnaissance de I'AgHBs
par les tests sérologiques, soit d’'une multiplaratrirale trop faible pour étre détectée par les

méthodes de diagnostic actuelles, sans que le§)ené modifié.

4. Interférences virales

Des coinfections par d'autres virus hépatotropas &dorigine d'une diminution de la
réplication du VHB : le VHD exerce une régulatiodgative sur la réplication virale B [237,
238] et des essais de cotransfection ont révéléniagérence mutuelle entre le VHB et le
VHC [202, 239, 240].

Plusieurs études ont montré que la réplicatioregptession des genes du VHB sont

réprimées par le VHC, via sa protéine de capsidé][ZSchuttler et al. [242] ont montré que
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la protéine de core du VHC agit sur la transcriptior VHB par inhibition de I'expression des
enhancersen particulier de I'Enl. Par la suite, Chen ef243] ont démontré que la protéine
de capside du VHC exerce une plus forte activitébitrice sur la réplication du VHB que sur
'expression des genes viraux. Il apparait que taté§me de core du VHC inhibe

I'encapsidation du VHB en se liant a la polymérdaeVHB ; elle empéche ainsi la fixation

de I'enzyme a la région epsilon et stoppe l'initiatde la réplication virale. Par ailleurs, leurs
résultats indiquent que I'inhibition de la tranption du VHB est due a I'interaction directe
de la protéine de capside du VHC avec la protéaresactivatrice X du VHB.

Or, la délétion de 8 nucléotides dans le promadeucore/géne X a souvent été décrite
chez les patients coinfectés (VHB/VHC) et présentare hépatite occulte alors qu’elle ne
semble pas étre présente chez les patients ayarépatite B active [212, 213, 236]. Des
études in vitro et in vivo suggerent que les virasités seraient moins réplicatifs et
stimuleraient indirectement la réplication du VHGoutefois, il faut noter que des VHB
« sauvages » coexistent avec les mutants chezoan8® % des patients et que d’autres

mutations ont été identifiees chez certains vigigtéds [212].

5. Infection des PBMC

Bien que le virus de I'hépatite B soit hépatotrage faibles quantités d’ADN viral ont
été retrouvées dans d’autres tissus, tels que Hlenosseuse, les PBMC, le pancréas, les
reins, la peau.... Les PBMC, facilement accessibted, particulierement été étudiés.
Plusieurs études ont révélé la présence de TADNIB dans ces cellules chez des patients
ayant une hépatite chronique [244-246], ou ayagtigliune hépatite aigué [190, 222, 246,
247], ou sous immunoprophylaxie post-transplantatiépatique [248].

Le réle de réservoir joué par les PBMC dans lestinéations des infections B et dans
la sélection de souches virales a été mis en ésidehez les transplantés hépatiques : apres
une greffe de foie, I'administration de fortes dodémmunoglobulines spécifiques permet de
maintenir la négativation de I'AgHBs sérique et e charge virale intra-hépatique ;
cependant, 'ADN viral peut rester détectable dassPBMC de certains patients greffés
[249], et étre a I'origine d’infections récurrent&e plus, un cas de réactivation virale post-
transplantation hépatique a été décrit, impliquiantpopulation virale mutante qui était
minoritaire avant la greffe et seulement détectaasdles PBMC [250]. Par ailleurs, le

66



caractére infectieux des PBMC contenant le VHB & mbntré grace au modéle de la
marmotte [251].

Certains auteurs ont détecté dans ces cellulesntersnédiaires de réplication du
VHB (ARN et/ou cccDNA), notamment chez des patidotsement virémiques [246, 252].
L’ADN du VHB a également été détecté dans les PBdéCoatients AgHBs- jusqu’a 4 ans
apres la clairance de I'AgHBs [253]. Ces donnéegysrent que les PBMC pourraient jouer
un réle de réservoir pour maintenir une infectiensgstante.

Toutefois, d’autres études ont montré que les PBM@ouvaient pas étre infectés par
le VHB [254].

6. Intégration du génome du VHB

L’intégration de 'ADN du VHB dans le génome hépattaire a été mise en évidence
au cours des infections B chroniques, plus rarenoestdes hépatites aigués ou fulminantes,
et également au cours des infections B occulted, [285-258]. Des études ont montré que
I’ADN intégré provenait principalement de I’ADN dble-brin linéaire, formé « par erreur »
lors de la synthese du brin (+) [43].

Les phénomenes d’intégration sont souvent assauiésiéveloppement de CHC :
'’ADN viral intégré a été décelé dans 10 a 30 % Hépatocarcinomes survenant lors
d’infections B occultes par la technique de SouthHglot [259-261] ; par PCR, I'intégration
de la région X du VHB dans le génome des hépatsdytaoraux a été détectée chez 29 % de
patients AgHBs- coinfectés par le VHC [255, 256].

Il est probable que l'intégration de 'ADN du VHBr& le génome cellulaire entraine
des réarrangements de la séquence virale a l'eridinn défaut d’expression du gene de
surface [257]. Marusawa et al. [234] n’ont pas seasamplifier simultanément les différentes
régions de I'ADN viral intégré chez un méme pati@yant des Ac anti-HBc isolés et
suggerent donc que I'ADN viral intégré est pardelent délété ou fragmenté. Cette
hypothése a été confirmée par Murakami et al. [2f#]ont rapporté la présence d’ADN
intégré a la fois dans le foie et dans les PBM@ateents AgHBs-, et qui ont décrit un cas de

réarrangement de la séquence virale.

67



7. Autres mécanismes évoqués

Le lien entre certains génotypes du VHB et lesdiidas occultes n’est pas bien
documenté. Il est possible que la variabilité géigom influe sur le développement
d’infections occultes. Weinberger et al. [60] ordntré qu’'une majorité des patients ayant des
Ac anti-HBc isolés (61 %) sont infectés par des Vé#Bgénotype D, alors que des virus de

génotype A sont identifiés chez 53 % des contr@daients AQHBs+).
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CHAPITRE | : ANALYSE DU GENE DE SURFACE DESVHB
INFECTANT DES PATIENTS PRESENTANT DES ANTICORPS
ANTI-HBC ISOLES

La principale hypothése évoquée pour expliqueelaiptance d’'une réplication virale
B a un niveau faible mais stable en l'absence d'BgHlétectable, est la présence de
mutations dans la boucle hydrophile majeure (MH&)a protéine de surface. Le virus muté
dans 'AgHBs, peu ou non reconnu par les anticaps-HBs, échapperait au diagnostic
sérologique et a la réponse immunitaire.

Le premier objectif de notre travail a consistéeéhercher une corrélation entre ces
mutations et le profil sérologique d’AgHBs négabians ce but, nous avons sélectionné des
patients chez lesquels la prévalence d’infectionscBultes est particulierement élevée, a
savoir des sujets coinfectés par le VIH et/ou leC/Ht possédant des anticorps anti-HBc
isolés, selon deux technigues sérologiques. Noosisaanalysé les genes S des souches
isolées chez ces patients et les avons comparélesvegquences S des virus infectant des
patients témoins AgHBs+.

Nous avons plus particulierement étudié un var@nisolé chez un patient triinfecté
VHB/VHC/VIH et ayant des Ac anti-HBc isolés. Nousoas analysé I'évolution de ses
mutations au cours du temps afin d'évaluer lewr dans le développement des hépatites B
occultes. Nous avons également souhaité comprémdpact des coinfections VHC/VIH sur
I’évolution de I'infection B chez ce patient.

Ces travaux ont abouti a la publication de deuxlas.
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A. Recherche de mutations dans 'AgHBs des VHB adrigine
d’infections occultes chez des patients présentamtes anticorps
anti-HBc isolés

1. Article 1

Serological pattern 'anti-hepatitis B core alone' m HIV or hepatitis C virus-
infected patients is not fully explained by hepatis B surface antigen mutants

Wagner AA, Denis F, Weinbreck P, Loustaud V, Auggfd, Rogez S, Alain S.

AIDS, 2004, 18: 569-571.

Résumé

Nous avons déterminé la prévalence des infectionsdBltes et étudié les mutations
du gene S chez des patients coinfectés par le WIHeoVHC, et présentant un profil
sérologique d’anticorps anti-HBc isolés. Nous avaiservé que I'ADN du VHB est
frequemment détecté dans le sérum des patientiectiia par le VIH. Le séquencage du gene
S a révélé que seulement deux VHB issus de pafidhts portaient des mutations dans la
boucle hydrophile majeure. Ainsi, la présence dé¢atians d’échappement au diagnostic ne
suffit pas a expliquer I'absence de détection AgHBs chez les patients ayant des anticorps
anti-HBc isolés.
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2. Conclusion

Plusieurs auteurs ont suggéré que les mutatiors ldardéterminants antigéniques S
étaient responsables de la séronégativité de 'AgB, 179, 224, 226]. Historiquement, les
premieres mutations évoquées ont été décrite dawketerminant « a », cible majeure des
anticorps dirigés contre le VHB. Plus récemmengrCét al. [262] ont identifié des mutations
dans la MHL, mais en dehors du déterminant « aut, eptrainent une modification
conformationnelle des épitopes antigéniques et mlimidrastiquement 'antigénicité de la
protéine de surface. Dans notre étude, seulement idelats portent des mutations dans la
MHL : 'un porte la mutation K141R et l'autre prége une association de 5 mutations aux
positions 105, 110, 112, 118 et 119. Bien que nessses commercialisées par DiaSorin et
Abbott que nous avons utilisées pour la recherchel’ AigHBs détectent les mutations
connues dans le déterminant « a », dont les sutistis en position 110, 112, 118 et 119
[229] et données du fabricant), il est possible tpsedeux variants échappent a ces tests
diagnostiques. Cependant, vu la faible proportiemuitants S dans la population étudiée, la
présence de mutations dans la MHL ne semble pasiét raison suffisante pour expliquer
I'absence de détection de 'AgHBs chez les pati@y@nt une infection B occulte. Sur ce
point, nos conclusions concordent avec celles cBauttudes [207, 234, 264-266], qui
montrent que, parmi les nombreuses mutations peéoéebnt décrites, notamment par
Weinberger et al. [60], aucune n’est systématiquemetrouvée chez les patients AgHBs-
étudiés et peu semblent vraiment impliquées dapatlzogenese des infections occultes.

Pour expliquer le profil d’AgHBs- chez les patierdtidiés, il faut donc évoquer
d'autres causes, telles qu'une diminution de l¢thége de la protéine de surface, associée ou
non a une diminution de la réplication du VHB. Edttypothése est également retenue par
certains auteurs [207, 264, 267], qui associebsEace de détection de ’'AgHBs a un niveau
de production tres faible, en dessous du seuil@ectlon des tests diagnostiques, du fait
d’une inhibition de la réplication virale. Weinberget al. [60] ont observé chez leurs patients
ayant des Ac anti-HBc isolés (mais pas chez leitg&snAgHBs+) la présence de mutations
qui touchent a la fois la MHL et la région RT deptalymérase. lls décrivent en particulier des
substitutions aux positions 105, 112, 125 et 144 sqnt également modifiées chez les deux
isolats de notre étude. Ces mutations pourraid¢étesll’activité de la polymérase, entrainant
une diminution de la réplication du VHB et de laguction de I'AgHBs. Dans notre étude,

guelques isolats présentent des mutations en ddbdesMHL, entre les acides aminés 45 et
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54 de la protéine S. Ces positions ont précédem#@téndécrites par Weinberger et al. [60]
comme des sites de polymorphisme, aussi bien adezdtients AgHBs+ que chez les
individus ayant des Ac anti-HBc isolés ; de plukesene correspondent pas a des mutations
dans la polymérase qui pourraient diminuer I'expi@s de I'AgHBs. Il parait donc
nécessaire de rechercher des mutations dans daégens, en particulier 'TORF P et le
promoteur S, chez ces patients.

Par ailleurs, méme si notre échantillonnage estested il apparait que 'ADN du
VHB est plus rarement détecté chez les patientdfexies par le VHC que chez les patients
non coinfectés par le VHC (16,12 % vs 52,9 %). Nbservations confirment donc les
données précédemment publiées, concernant la tidguieégative exercée par le VHC sur la
réplication du VHB [241-243]. En utilisant une tadue de PCR en temps réel, Khattab et
al. [268] ont observé de faibles charges viraleh& des patients coinfectés par le VHC, qui

pourraient expliquer I'absence de détection de HRg.

Il nous a donc paru intéressant d’étudier plus ipédgent et rétrospectivement le
patient infecté par le VHB portant 5 mutations denMHL, afin de comprendre l'influence
de ces mutations sur I'évolution de l'infectionr Baquencage de la totalité du génome viral,
nous avons recherché des mutations dans d'autnes geéi pourraient altérer la capacité de
réplication du VHB, ou interférer avec la synthesd'externalisation de la protéine S. Notre
objectif était également d’étudier le réle poteinties coinfections dans le développement des

infections B occultes a travers ce patient triitdguar le VHB, le VHC et le VIH.
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B. Caractérisation moléculaire d’'un variant S infe¢ant un patient
triinfecté VHB/VHC/VIH et présentant un profil d’an ticorps anti-
HBc isolés

1. Article 2

Double hepatitis B virus infection in a patient wih HIV/hepatitis C virus
coinfection and 'anti-HBc alone' as serological pa¢rn.

Wagner AA, Loustaud-Ratti V, Chemin I, Weinbreckl®nis F, Alain S.

Eur J Clin Microbiol Infect Dis, 2005, 24 : 623-627

Résumé

Nous rapportons le cas d’'une double infection Bzalne patient coinfecté par le VIH
et le VHC et présentant des anticorps anti-HBc censeuls marqueurs sérologiques (profil
d’'« anticorps anti-HBc isolés »). Nous avons id@éntichez ce patient deux VHB de
génotypes différents. Une revue de la littératuoesnindique qu’il s'agit de la premiere
description d'une infection B multiple et sérolog@gment silencieuse chez un patient
coinfecté par le VIH et le VHC. L’incidence élevede profil d’anticorps anti-HBc isolés et le
nombre croissant d’infections B sérologiquemengergileuses détectées chez les patients
VIH+ montrent la nécessité de rechercher la présatimfections B occultes chez ces
patients. De plus, une étude plus approfondie degpagents semble nécessaire pour évaluer
I'impact des infections par plusieurs génotypesvéiB et des coinfections VHB/VHC/VIH

sur la morbidité.
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2. Conclusion

Bien que la prévalence du profil sérologique d’Aati#Bc isolés soit
particulierement élevée dans les populations coiéés par le VHC et/ou le VIH, I'étiologie
de ce profil reste incertaine. Il est possible Humibition de la réplication du VHB par le
VHC entraine une diminution de I'expression de IHs a un titre inférieur aux seuils de
détection des tests de diagnostic. Cependant,itdes élevés d’ADN du VHB sont détectés
dés le début du suivi, malgré la présence d'unefediion par le VHC. De plus, la
réactivation du VHB en fin de suivi ne semble ptie Bée a une diminution de la régulation
négative exercée par le VHC, puisque la chargdeviCaest supérieure a 800000 Ul/mL. La
coinfection par le VHC ne peut donc pas a elleesexpliquer le profil d’AgHBs-.

Les mutations dans la MHL pourraient expliquer $abce de détection de I'AgHBs
chez ce patient. Cependant, nous avons retrouvéiigsmutations chez tous les isolats, y
compris ceux correspondant au statut d’AgHBs+. té¢aat al. [264] ont suggéré I'hypothese
selon laquelle le profil d’AgHBs- ne serait pasdid émergence de mutants S, mais plutot a
une réplication virale déficiente, a l'origine deiproduction insuffisante d’AgHBs. D’autres
auteurs ont évoqué I'implication de mutations deEnpolymérase [80, 224, 233], dans les
promoteurs S ou C [190, 212, 213, 230, 231, 235]ans le gene C, inhibant I'encapsidation
[224, 234]. Nous n’avons observé aucune mutatiors da promoteur S ni dans le promoteur
C. Les trois mutations dans le domaine RT de layrpétase (N453S, R455K, qui
correspondent aux mutations P105L et 1110V dargete S, et Q654R) ne sont pas situées
dans les régions conservées de I'enzyme et sopuvetes chez tous les isolats. La mutation
Q135E localisée dans le domaine TP de la polymérsisprésente chez les isolats du début
du suivi mais disparait lorsque I'AgHBs se positi@ette substitution empécherait-elle la
fixation de la polymérase au niveau de la régiosilep, inhibant ainsi la réplication virale ?
Bien que nous ne puissions pas exclure le roleette mutation dans I'absence de détection
de I'AgHBs, il est plus vraisemblable qu'un dysftoonement immunitaire, di a la
coinfection par le VIH, soit a l'origine de I'abssn de séroconversion HBs puis de la
réactivation virale observée dés la chute du tauX@D;" du patient.

Par ailleurs, une double infection par des VHB daagypes différents (A et D) est
observée chez le patient étudié. Lorsque le patesit AQHBs-, les deux génotypes
représentent alternativement la population majoeitdans les échantillons cliniques. Dans un

poster présenté au 12e Symposium InternationalesuHépatites Virales et les Maladies
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Hépatiques, Shire et al. [269] suggérent qu’unefeation par le VIH non contrdlée pourrait
altérer la capacité du systéme immunitaire & ébmites souches de moindféness
entrainant ainsi la codominance de deux géenotypegHB. Rappelons que l'influence des
génotypes du VHB sur l'évolution de linfection eshcore méconnue. Il pourrait étre
envisagé qu’une interférence mutuelle entre lesx dpginotypes soit a I'origine du profil
sérologique d’AgHBs- alors que I’ADN viral est déti@ble. Weinberger et al. [60] ont mis en
evidence une forte proportion de VHB de génotypehBz les patients présentant des Ac anti-
HBc isolés et de génotype A chez les patients AgH®gant une hépatite chronique ; et des
auteurs japonnais ont montré une corrélation ey@nmtype A et évolution de I'infection vers
la chronicité [270, 271]. Il faudrait donc envisagm rble potentiel des génotypes du VHB

dans I'évolution des infections B.

Un point particulierement intéressant de cette etedt la détection du variant a
I'origine de la réactivation virale dans les PBMQC mhtient. La réplication du VHB dans ces
cellules pourrait permettre au virus d’échappes ééponse immune et de persister plusieurs
anneées. Il nous a donc paru intéressant d’étueiedlé des PBMC en tant que réservoir des

infections B occultes.
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CHAPITRE |l : RECHERCHE D’'UNE REPLICATION VIRALE
DANS LES PBMC DE PATIENTS AGHBS-NEGATIFS

Bien que plusieurs auteurs aient identifié desrinéeliaires de réplication du VHB
(cccDNA et/ou ARN viraux) dans les PBMC [190, 2262], I'existence d’'une multiplication
virale dans ces cellules est sujet de controveiskl, [ 254, 272]. La divergence des
observations peut en partie étre expliquée pardagme de standardisation des techniques
utilisées pour la détection du cccDNA (défaut décHrité, présence de bruit de fond dd aux
virions adsorbés sur les PBMC...) et I'hétérogénéiés populations étudiées (contextes
cliniques différents).

Dans le but de clarifier la situation, nous avoéseloppé dans un premier temps une
méthode performante de PCR en temps réel pouitéatdsn et la quantification du cccDNA,

a partir de techniques précédemment décrites &téra Cet outil nous a permis de vérifier
la présence de cccDNA dans les PBMC de patientsB&gtlet d’émettre des hypothéses sur
I'origine du cccDNA détecté dans le sérum de pétigar certains auteurs [273, 274].

Dans un deuxieme temps, nous avons étudié le rélerédervoir des PBMC,
potentiellement impligués dans le développement idésctions B occultes et dans la
sélection de souches de VHB ; pour cela, nous aremiwerché la présence de cccDNA dans
les PBMC de patients AgHBs- par la technique préogdent mise au point et analysé la

variabilité génomique des virus. Un groupe de pétidgHBs+ nous a servi de témoin.
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A. Mise au point d’un outil de détection du cccDNA|jntermédiaire
de réplication du VHB, dans le sérum et les PBMC depatients

1. Article 3

Real-time PCR quantification of hepatitis B virus DNA and covalently closed
circular DNA in peripheral blood mononuclear cells from hepatitis B virus-infected
patients.

A. A. Mazet-Wagner, M. C. Baclet, V. Loustaud-Rd#i Denis, S. Alain

accepté pour publication dans J Virol Methods

Résumé

La réplication du VHB dans des tissus extra-hépasgen particulier dans les PBMC,
qui peuvent jouer un role dans le maintien de fdigétion virale, est controversée. Afin de
clarifier la situation, nous avons développé etidéalune méthode de PCR en temps réel
permettant la quantification de I’ADN total et dccONA du VHB, dans le sérum et dans les
PBMC. Cette technique possede une bonne sensi(skidél de détection: 27 Ul/mL), un
large intervalle de quantification (9 Ipfj et dexcellentes reproductibilités intra- et
interessais, qui ont été démontrés pour la queatifin de 'ADN total. Elle détecte tous les
génotypes de A a E et donne des résultats sigtivéraent non différents de la trousse
COBAS Amplicor HBV Monitor. La spécificité de cetteéthode a été améliorée grace a
I'utilisation d’enzyme digérant le rcDNA, et a liglination du bruit de fond engendré par
I'adsorption des virus sur les PBMC. L'analyse déaums et PBMC de 12 patients AgHBs+
a révélé la présence du génome viral dans touscleasntillons et a montré que le cccDNA,
lorsqu’il était détecté, était une forme minoriga{k 1 % de I'’ADN total). En conclusion, la
quantification de 'ADN total et du cccDNA du VHBads les PBMC représente un marqueur
non-invasif intéressant pour la compréhension dé#érentes étapes de l'infection par le
VHB.
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Real-time PCR quantification of hepatitis B virus DNA and covalently
closed circular DNA in peripheral blood mononuclearcells from hepatitis B

virus-infected patients.

A. A. Mazet-Wagner, M. C. Baclet, V. Loustaud-Ratti F. Denis, S. Alairt

! Laboratoire de Bactériologie-Virologie EA3175, Fiété de Médecine, Université de
Limoges, 2 rue du Dr Marcland, 87000 Limoges, Feanc
2 Service de Médecine Interne, CHU Dupuytren, 2 ageMartin Luther King, 87042

Limoges Cedex, France.

Abstract

It remains unclear whether hepatitis B virus (HB¥plicates in extrahepatic tissues,
and particularly in peripheral blood mononuclealisc¢PBMCs), which may serve as a
reservoir for the maintenance of infection. A reale PCR assay for the quantitation of total
and covalently closed circular (ccc) HBV DNA in ger and in PBMCs was developed. This
assay was highly sensitive (detection limit: 27nfllj, linear over a wide range (9 lpy and
was displayed high inter- and intra-assay reprdulityi for the quantitation of total DNA.
Genotypes A to E were detected and the results emrsistent with those obtained with the
COBAS Amplicor HBV Monitor Test. The specificity afie methodology was increased by
prior treatment with an enzyme that digests relagiecular DNA, and the elimination of
background signals from virus adsorbed to the sartd PBMCs. HBV DNA was detected in
the serum and PBMCs of 12 HBsAg-positive patient) less than 1% in the cccDNA form.
In conclusion, the quantitation of total and ccc\HBNA in PBMCs is potentially useful as a
non-invasive marker, and may help to increase omwowkedge of the natural history of

hepatitis B.

Keywords
Hepatitis B virus, real-time PCR, covalently closgrttular DNA, peripheral blood

mononuclear cells.
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2. Conclusion

La méthode de PCR en temps réel que nous avonsodpee posséde un seuil de
détection, une gamme linéaire de quantificationue¢ reproductibilité comparables aux
techniques les plus performantes réecemment pulgb@essquantifier ’ADN total (ADNt) du
VHB. Notre technique a l'avantage d’étre la premidécrite permettant la quantification du
cccDNA dans les PBMC, avec une sensibilité bieériefire a celle des méthodes décrites
dans la littérature visant a quantifier le cccDNA.

L’étude du panel de patients AgHBs+ nous a permeiscahfirmer la présence de
'ADN du VHB dans les PBMC de patients virémiquégrés élimination du bruit de fond
(quantité de virions adsorbés a la surface des PBMCyénome viral est détecté dans les
PBMC des patients dont la charge virale sériquesegiérieure & fOUI/mL, mais sa
concentration dans les PBMC n’est pas proportidar@ela concentration sérique.

Par ailleurs, nous avons constaté I'importanceaddigestion des formes relachées de
'ADN du VHB préalablement a la détection du cccDNpermettant I'élimination des
artefacts de quantification. Nous avons trouvé dcDNA en faible quantité<(1 % de
I’ADNt) dans le sérum de deux patients. Comme nawmns également détecté une faible
concentration d’ADN cellulaire dans le sérum de gasents, nous pouvons supposer que le
cccDNA détecté provient de la lyse des hépatoaytedes PBMC. Cependant, nous n’avons
décelé du cccDNA que dans les PBMC d’un seul piatien

Les mécanismes régissant la persistance du génioah@tvson éventuelle réplication
dans les PBMC sont probablement différents en fonctlu contexte clinique. Certains
auteurs ont rapporté la présence de cccDNA danBB&4C de patients AgHBs- [190, 246].

Il est possible que les PBMC sélectionnent certagmeiches minoritaires peu réplicatives lors
de la séroconversion HBs, qui pourraient étre agiloe des infections occultes, ou certains
génotypes, qui pourraient influer sur I'évolutiom lnfection.

Nous avons donc choisi d’étudier différents grougespatients AgHBs- et un plus
grand échantillonnage de patients AgHBs+. Afin diéer I'influence des coinfections sur la
localisation extra-hépatique du VHB dans les inéetst B occultes vs chroniques, nous avons
constitué des sous-groupes de patients VHC+ etlbaV
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B. Etude de patients présentant différents profilssérologiques
d’infection B, et coinfectés ou non par le VHC etfo le VIH

Dans ce travail, encore non soumis pour publicatimus avons recherché la présence
d’une réplication virale dans le sérum et les PBtCchaque patient. Nous avons également
tenté d’'analyser le réle des PBMC dans la séledfiersouches virales en déterminant le

génotype et en séquencant le génome entier des VHB.

1. Patients et échantillons cliniques

Nous avons analysé les prélevements de patienfstdle®s au CHU de Limoges
entre 2002 et 2005, recrutés en fonction de lewofipsérologiques VHB, VHC et VIH. Ces
patients ont été scindés en 2 groupes principalon deur sérologie HBs : 130 patients
AgHBs-, qui possedent soit des anticorps anti-Hi®téis (76 patients, population A), soit des
anticorps anti-HBs et anti-HBc (54 patients, popafaB) constituent le premier groupe, et
54 patients AgHBs+ (population C), classés selosélaconversion HBe, forment le second
groupe. Leur répartition est synthétisée dans bebal 2.

Les coinfections sont prouvées par les séropasitivet/ou la détection des ARN du
VHC et/ou du VIH (COBAS Amplicor Monitor tests ; Blwe Diagnostics, NJ, USA).

Patients AgHBs- Patients AgHBs+
Coinfections | Acanti- Ac anti-HBs+ Ac anti-

HBc isolés et anti-HBc+ Total | AgHBe+ HBe+ Total
VIH- VHC- 17 8 25 15 22 37
VHC+ 25 10 35 1 6 7
VIH+ VHC- 22 30 52 4 6 10
VHC+ 12 6 18 0 0 0

Total 76 54 130 20 34 54

Tableau 2: Répartition des patients dans chaque groupendelur profil
sérologique VHB et la présence ou non de coinfastipar le VHC et/ou le
VIH.

Nous avons recueilli pour chaque patient un écthamtile sérum et un échantillon de
sang total sur EDTA pour l'isolement des PBMC.

112



2. Méthodes

2.1. Détermination du statut sérologique des patiggs

Les marqueurs sérologiques des infections par IB \A&tHBs, AgHBe, Ac anti-HBs,
anti-HBc, anti-HBe), VHC et VIH ont été recherchérdes tests utilisés en routine, les
trousses AXSYM (Abbott Diagnostic, IL, USA). Lesrggositivités VHC et VIH ont été
confirmées par les tests MONOLISA Anti-HCV PLUS (RioRad, France) d’'une part, et
GENSCREEN HIV 1/2 v2 (BioRad) et HIV Blot v2.2 (Galabs Diagnostics, Singapour),

d’autre part.

2.2. Extraction et quantification de '’'ADN du VHB

L’ADN du VHB a été extrait sur 200 pL de sérum,’ade de la trousse QlAamp
DNA Blood MiniKit (Qiagen GmbH, Hilden, Allemagneles PBMC, isolés par gradient de
densité & partir du sang total, ont été aliquotésidots secs d’environx20®° PBMC, puis
I’ADN a été extrait au moyen de la trousse QlAanpDMIiniKit (Qiagen). Les extraits ont
été conserves a +4°C jusqu’a leur utilisation (end jours au maximum) puis a —20°C.

L’ADN total et le cccDNA du VHB ont été recherchétsquantifiés par la méthode de
PCR en temps réel précédemment décrite (voir arBicl

2.3. Détermination du génotype des VHB

Nous avons mis au point une méthode « maison »édetgpage, qui a fait I'objet
d’'une présentation (poster) au congrés de la RI€Aldécembre 2004 a Paris (voir annexe
II). Cette méthode permet l'identification des gémes des VHB issus du sérum et des
PBMC des patients par analyse de la séquence Sartues nucléotides 217 a 682. Cette
région est amplifiee par PCR nichée a l'aide desraes utilisées par Chemin et al. [177]
(POL1: 5 CCT GCT GGT GGC TCC AGT TC 3'; POR4:TAC CCA AAG ACA AAA
GAA AAT TGG 3'; ALSS': 5 GTT GAC AAR AAT CCT CACAAT AC 3'; ALS3 . &
TAG TAA ACT GAG CCA RGA GAA AC 3'). Nous avons rernfgeé la polymérase TaKaRa
Ex Taqg (Takara Bio Europe S.A.S., St Germain enel.&yance) utilisée lors de la mise au
point par 'Expand High Fidelity PCR system (Rocbeagnostics GmbH, Penzberg,
Allemagne), afin d’améliorer le rendement et laéfitt de I'amplification. Les produits de

PCR purifiés ont été séquencés a l'aide du kit Bige terminator (Applied Biosystems,
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Courtaboeuf, France) (annexe Ill) et analysés sémuenceur ABI 3100 (Applied
Biosystems). L'identification du génotype a étéevhte par alignement et comparaison des
séquences aux sequences de références enregddréeta banque de données GenBank, a
l'aide des logiciels disponibles sur les sites fbbiogen et du NCBI

(http://www.infobiogen.fret http://www.nchi.nlm.nih.qov/BLASI

2.4. Amplification et séquencage du génome entieud/HB

L'amplification et le séquencage du génome entieHB ont été réalisés selon la
méthode décrite par Gunther et al. [275] (voir geaphe 2.2.1. de l'article 3 ; Figures 24 et
25) mais avec I'enzyme Expand High Fidelity PCRe&ys(Roche Diagnostics).

DRE1
3! TCTCTACTAATCSGTCTCCACT TTTTCAACGTACCACGACCACGCG

-
-

53! AGAGATGATTAGHECAGAGGTGARAARAGTT CA TizGTGEE TEETECET

&)
polymérase-GAARAAGTT

Figure 24 : Principe de la réaction d’amplification du géreentier du VHB :

sites de liaison des amorces au niveagaju
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Figure 25: Localisation des couples d’amorces utilisés pewgéquencage du
génome entier du VHB : P1-P11, P5-P12, P6-P13, B/-P8-P15, P9-P16,
P10-P2 (les séquences des amorces sont deétaildées ld publication de
Gunther et al. [275]).

3. Résultats

3.1. Détection et quantification de I'’ADN total dars le sérum et dans les PBMC
3.1.1. Des patients AgHBs+

En toute logique, nous avons observé chez toupdeents AgHBs+, coinfectés ou
non par le VIH, une association nette entre laustdBe et la détection du génome viral. Un
seul patient coinfecté par le VHC est AgHBe+, cergunous permet pas d’établir une telle

corrélation chez les patients VHC+ (Tableau 3).
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Sérologies VHB PBMC Sérum
Patients anti- anti- anti- ADNt cccDNA ADNt cccDNA
AgHBs AgHBe 6
HBs HBc HBe | (UI/10° cellules) (%) (Ul/mL) (%)
Cal + - + + - 5,14<10° - 1,90<10’ -
Ca2 + - + + - 2,58<10° - 9,16x10 0,07
Ca3 + - + + - 4,09%10* - 2,34x10° 0,72
Ca4 + - + + - 3,25¢10° - 9,94x10’ 0,75
Ca5 + - + + - 1,30x10* - 2,13x10° 0,21
Cab + - + + - 1,21x10* - 1,05¢10° 1,15
Ca7 + - + + - 8,54x10° - 3,3%10° -
Cas + - + + - 6,44<10° - 3,20x10° 0,27
Ca9 + - + + - 1,37%10° - 1,05¢10° -
Calo + - + + - 1,36x10° - 5,8210" -
Call + - + + - 1,01x10° - 4,.3%10° -
Cal2 + - + + - 460,51 - 1,9%10° -
Cal3 + - + + - 459,44 - 1,34x10° -
Cal4d + - + + - bruit de fond - 2,4%10° -
Cals + - + + - - - 9,74x10° -
Tcale | + | - + | A + | 433%16° | 028 | 22810 | 1,09
VHC- Cal7 + - + + 3,13<10° - 1,34x10° -
VIH- Cals + - + - + 6,83<10° - 2,00x10 0,25
Cal9 + - + - + 1,25¢10° - 4,41x10° -
Ca20 + - + - + 672,62 - 9,61x10° -
Ca2l + - + - + 46,40 - 236,88 -
Ca22 + - + - + bruit de fond - 3,24<10° -
Ca23 + - + - + <SQ - 352,80 -
Ca24 + - + - + <SQ - 395,92 -
Ca25 + - + - + <SQ - 45,08 -
Ca26 + - + - + - - 570,64 -
Ca27 + - + - + - - 567,84 -
Ca28 + - + - + - - 303,07 -
Ca29 + - + - + - - 468,16 -
Ca30 + - + - + - - 282,58 -
Ca3l + - + - + - - 245,84 -
Ca32 + - + - + - - 70,00 -
Ca33-Ca34 + - + - + - - <SQ -
Ca35-Ca37 + - + - + - - - -
Chl + - + + - - - - -
VHCH Cb2 + - + - + 1,33x10° - 8,93x10* -
VIH- Cb3 + - + - + 1,42¢10° - 3,1810' -
Cb4 + - + - + - - 51,74 -
Cb5-Cb7 + - + - + - - - -
Ccl + - + + - 7,010 - 8,01x10’ 0,73
Cc2 + - + + - 2,06x10° - 4,02x10" 0,36
Cc3 + - + + - 1,01x10° - 4,84x10" -
Cc4 + - + + - <SQ - 2,64x10° -
vHC- | ces | T P 162,96 | N -
VIH+ Cc6 + - + - + bruit de fond - 3,4710" -
Cc7 + - + - + <SQ - - -
Cc8 + - + - + <SQ - 70,45 -
Cc9 + - + - + - - 298,48 -
Ccl0 + - + - + - - 136,64 -

Tableau 3: Détection et quantification de ’ADN total et dacDNA dans les

PBMC et le sérum des patients AQHBS+SQ: < seuil de quantification (i.e. valeur >
seuil de détection : 1 copie/réaction soit 0,13%ddiction, mais < seuil de quantification :10

copies/réaction soit 1,35 Ul/réactjon
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3.1.1.1. Patients AgHBe+ non coinfectés par le VHC

Tous les patients AgHBe+ ont une charge viralegsériquantifiable, comprise entre
2,64x10° et 3,2x10° Ul/mL.

L’ADN du VHB a été détecté dans les PBMC de 136,71 %) patients VIH-. Ces
patients ont une charge virale sérique supérieusgld® Ul/mL. Une incertitude subsiste
quant a la présence de I'ADN du VHB dans les PBMCpdtient Cal4 ayant une charge
virale sérique supérieure °10I/mL : la quantité d’ADN détectée s’apparente bauit de
fond.

L’ADN du VHB a été détecté dans les PBMC de tousspgatients VIH+ mais n’est
quantifiable par notre PCR en temps réel que chez3l patients ayant environ ‘101
d’ADN/mL de sérum.

Il faut noter que la concentration d’ADN dans |eBMT n’est pas strictement

proportionnelle a la virémie.

3.1.1.2. Patients Ac anti-HBe+ non coinfectés partiC

Apres la séroconversion HBe, le génome du VHB aesihsnsouvent détecté dans le

sérum comme dans les PBMC, et a des concentratiosgaibles.

L’ADN du VHB est détecté dans le sérum de 19/22eptd VIH- et de 4/6 patients
VIH+.

La charge virale sérique est inférieure  0mL chez 13/19 (68,4 %) patients VIH-
et chez 3/4 (75 %) patients VIH+.

L’ADN du VHB est quantifiable dans les PBMC de snént 6/22 (27,3 %) patients
VIH- et 1/6 (16,7 %) patients VIH+.

Pour 7 patients (4 patients VIH-: Ca22 a Ca25 paftents VIH+: Cc6 a Cc8), la
concentration de 'ADN dans les PBMC est infériean¢ seuil de quantification ou est
identifiable au bruit de fond, ce qui ne nous pédrpaes d’éliminer leur positivité.

Notons que la quantité d’ADN ne semble pas étrectiment corrélée a la charge

virale sérique.
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3.1.1.3. Patients coinfectés par le VHC

Le génome viral a été détecté dans le sérum deai@nts et dans les PBMC des 2

patients dont la charge virale sérique est superiaid UlI/mL (Tableau 3).

3.1.2. Des patients AgHBs-

Globalement, les résultats obtenus pour les patigritsentant des Ac anti-HBc isolés
et pour les patients présentant des Ac anti-HBs@tHBc sont similaires.

Deux catégories de patients peuvent étre distirggués patients non coinfectés par le
VIH, pour lesquels le génome viral est peu détdetds le sérum mais frequemment détecté
dans les PBMC, et les patients VIH+, pour lesqUABN du VHB est fréequemment détecté
dans le sérum mais peu dans les PBMC (Tablea 4 leigure 26).

3.1.2.1. Patients non coinfectés par le VIH

v' Patients présentant des Ac anti-HBc isolés (TableetFigure 26) :

L’ADN du VHB est positif dans le sérum de seulemgfit7 (5,9 %) patients VHC- et
3/25 (12 %) patients VHC+, a des valeurs inféris@r&®00 Ul/mL.

En revanche, 'ADN du VHB est quantifiable dans BBMC de 11/17 (64,7 %)
patients VHC- et de 12/25 (48 %) patients VHC+.

v' Patients possédant a la fois des Ac anti-HBs etAdeanti-HBc (Tableau 5 et
Figure 26) :

Le génome viral est détecté chez 2/8 patients Vét®/10 patients VHC+. La charge
virale sérique est inférieure a 200 Ul/mL et estmaé&n dessous du seuil de quantification

chez la majorité des patients, i.e. chez: 6/8 (Jpétients.

L’ADN du VHB est quantifiable dans les PBMC d’enwir la moitié des patients : 3/8
patients VHC- et 3/10 patients VHC+.
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Sérologies VHB PBMC Sérum
Patients anti- | anti- ADNt cccDNA ADNt cccDNA
AGHBS | g | HBC | (UNCP cellules)| (%) (UImL) (%)
Aal - - + 8,96¢10° - - -
Aa2 - - + 2,510 - - -
Aa3 - - + 726,68 - - -
Aa4 - - + 644,28 - - -
Aa5 - - + 607,92 - 539,17 -
Aab - - + 397,32 - - -
\\//|I4Hc Aa7 - - + 293,40 - - -
Aa8 - - + 164,61 - - -
Aa9 - - + 162,86 - - -
Aal0 - - + 86,80 - - _
Aall - - + 3,37 - - -
Aal2 - - + <SQ - - -
Aal3-Aal7 - - + - - - -
Abl - - + 1,68x10° - 424,37 -
Ab2 - - + 614,28 - - .
Ab3 - - + 361,16 - - .
Ab4 - - + 305,97 - - -
Ab5 - - + 272,84 - - -
Ab6 - - + 239,76 - - -
VIH- Ab7 - - + 103,94 - 59,36 -
VHC+ Ab8 - - + 53,77 - - -
Ab9 - - + 49,27 - - _
Ab10 - - + 26,73 - - _
Ab11 - - + 16,45 - - _
Ab12 - - + 7,24 - <SQ -
Ab13-Ab14 - - + <SQ - - -
Ab15-Ab25 - - + - - - -
Acl - - + 15,32 - - -
Ac2 - - + <SQ - 4,36x10° 79,27
Ac3 - - + <SQ - 216,72 -
Ac4 - - + <SQ - 1,01x10° -
Ac5-Ac6 - - + <S - <S -
Vik Ac7-Acll - - + < Sg - - ¢ -
VHC-
Acl2 - - + - - 1,7810° 100
Acl3 - - + - - 1,50x10° 100
Acl4 - - + - - 786,80 100
Acl15-Ac16 - - + - - <SQ -
Acl7-Ac22 - - + - - - -
Ad1 - - + <SQ - 2,35¢10° -
Ad2 - - + - - 1,78<10* 100
VIH+ Ad3 - - + - - 1,66x10° 100
VHC+ Ad4 - - + - - 152,60 -
Ad5 - - + - - <SQ -
Ad6-Ad12 - - + - - - -

Tableau 4: Détection et quantification de ’ADN total et dacDNA dans les

PBMC et le sérum des patients présentant des Adi&atisolés.< SQ: < seuil

de quantification.
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Sérologies VHB PBMC Sérum
Patients anti- | anti- ADNt cCCDNA ADNt CcCccDNA
AGHBS | s | HBC | (UNCP cellules)| (%) (UImL) (%)
Bal - + + 833,73 R R .
Ba2 - + + 205,10 - - -
VIH- Ba3 - + + 24,32 - - -
VHC- Ba4 - + + - - 64,82 -
Ba5 - + + - - <SQ -
Ba6-Ba8 - + + - - - '
Bbl - + + 4,60¢10" - <SQ -
Bb2 - + + 36,37 - 138,32 -
Bb3 - + + 14,95 - <SQ -
VHCH Bb4 - + + <sQ - <sQ :
Bb5 - + + <SQ - - -
Bb6-Bb7 - + + - - <3Q -
Bb8-Bb10 - + + - - - -
Bcl - + + 201,38 - R B
Bc2 - + + 55,45 - - i
Bc3 - + + 13,15 - - i
Bc4 - + + <SQ - 389,20 -
Bc5-Bcll - + + <SQ - <3Q -
Bcl12-Bc15 - + + <SQ - - -
VIH+ Bcl6 ) + + ; - 6,5410° .
VHC- '
Bcl7 - + + - - 688,80 -
Bcl8 - + + - - 133,28 -
Bcl19 - + + - - 473,20 -
Bc20 - + + - - 79,52 -
Bc21 - + + - - <3SQ -
Bc22-Bc30 - + + - - - -
Bd1 - + + 18,13 - - -
Bd2 - + + <SQ - <SQ -
Vi Bd3 - + + - - 76,72 -
Bd4 - + + - - <SQ -
Bd5-Bd6 - + + - - - -

Tableau 5: Détection et quantification de ’ADN total et dacDNA dans les

PBMC et le sérum des patients présentant des Adi&8st et anti-HBc< sQ:

< seuil de quantification.
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3.1.2.2. Patients coinfectés par le VIH

v' Patients présentant des Ac anti-HBc isolés (TableetuFigure 26) :

L’ADN du VHB est détecté dans le séerum de 10/2254%) patients VHC- et 5/12
(41,7 %) patients VHC+. La virémie est cependaitlda< 10" UI/mL).

Un seul patient (patient Acl) présente une charigglev supérieure au seuil de

guantification dans ses PBMC.

v' Patients possédant a la fois des Ac anti-HBs etAdeanti-HBc (Tableau 5 et
Figure 26) :

De méme, le génome viral est détecté dans le séeutd/30 (46,7 %) patients VHC-
et 3/6 (50 %) patients VHC+, & des concentratioférieures & 10UI/mL.

L’ADN du VHB est quantifiable dans les PBMC de ssuknt 4/36 patients (Bcl a
Bc3).

3.2. Détection et quantification du cccDNA dans Isérum et dans les PBMC
3.2.1. Des patients AgHBs+

Nous avons détecté du cccDNA dans le sérum deimerfatients AgHBs+ non
coinfectés par le VHC. La présence de cccDNA seniiBke au statut sérologique HBe
(Tableau 3).

3.2.1.1. Patients AgHBe+ non coinfectés par le VHC

Du cccDNA est détecté dans le sérum de 6/15 patieit- et 2/4patients VIH+
viremiques. Cette forme réplicative est minoritaietle représente moins de 1,2 % de 'ADN
total.

Aucun échantillon de PBMC n’est trouveé positif ecDBNA.

3.2.1.2. Patients Ac anti-HBe+ non coinfectés partiC

Une faible quantité de cccDNA est détecté danstans de 2 des 19 patients VIH-
positifs en ADN total.

Seul un patient (patient Cal6) présente du cccDRRsdes PBMC, correspondant a
0,28 % de I'ADN total détecté.
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3.2.1.3. Patients coinfectés par le VHC

Aucun patient n’a de cccDNA dans son sérum ni dassPBMC.

3.2.2. Des patients AgHBs-
3.2.2.1. Patients non coinfectés par le VIH

Nous n’avons détecté de cccDNA ni dans le sérurdans les PBMC des patients

ayant des Ac anti-HBc isolés ou ayant des Ac aBisldt anti-HBc (Tableaux 4 et 5).

3.2.2.2. Patients coinfectés par le VIH

Aucun patient possédant des Ac anti-HBs et anti-HRAade cccDNA dans son sérum
ni dans ses PBMC.

Du cccDNA est retrouvé dans le sérum de 4/10 patiehriC- et 2/5 patients VHC+
présentant des Ac anti-HBc isolés et positifs gautétection de I’ADN total.

La présence de cccDNA ne semble pas étre directecoereélée a la concentration
d’ADNt sérique. Quand il est présent, le cccDNArésgnte la forme majoritaire de ’ADN

total détecté (Tableau 4).

3.3. Analyse de la séquence et des génotypes deglses sériques et des souches
isolées des PBMC

Malgré de nombreux essais d’optimisation, et notamtmd’amélioration de la
sensibilité de la PCR, nous n'avons pas réussitenobla séquence entiére des isolats issus
des PBMC des patients.

De méme, en raison du seuil de sensibilité de I&® R@ecifique de la région S
(environ 50 Ul/mL), certaines souches virales,reparticulier les souches isolées des PBMC,
n'ont pu étre génotypées. De fait, nous avons ifiéme génotype de 40 isolats sériques et de
24 isolats issus des PBMC de patients AgHBs+ eeltalisolats sériques et 8 isolats issus des
PBMC de patients AgHBs-. Les résultats sont pré&setdiains le Tableau 6.

Nous avons pu comparer les génotypes dans lesabgagartiments chez seulement

25 patients (1 seul patient AgHBs- et 24 patienggiBs+). Dans tous les cas, nous avons

123



observé que les souches issues du sérum et calgssides PBMC correspondants chez un
méme patient appartenaient au méme génotype.

Patients AgHBs+ Patients AgHBs-
PBMC seérum PBMC sérum
ADN total + 25 43 34 22
Génotypes
A (%) 7 (28) 14 (32,5) 3(8,8) 8 (36,4)
B (%) 2 (8) 2(4,7) 1(2,9) 3 (13,6)
C (%) 3(12) 3(7) 0 (0) 1 (4,5)
D (%) 6 (24) 12 (27,9) 2 (5,9) 0 (0)
E (%) 6 (24) 9 (20,9) 2 (5,9) 2(9,1)
nd (%) 1(4) 3(7) 26 (76,5) 8 (36,4)

Tableau 6: Génotypes des souches de VHB isolées a pagiP8MC et des
sérums des patients étudiés: non déterminé

4. Discussion

Si la présence du génome du VHB dans les PBMC tenps AgHBs+ ou AgHBs-
est a ce jour démontrée dans de nombreuses étedetence de formes réplicatives virales,
et en particulier du cccDNA, dans les PBMC des gmési AgHBsS- est encore tres
controversée. Les récents travaux de Michalak e{23l6] sur les infections B occultes
induites chez la marmotte soulignent le réle palitc des PBMC : au cours de la primo-
infection occulte, induite par I'administrationiaveineuse de f&irions au plus, la sérologie
est négative, les PBMC et les organes lymphoidas isfectés mais pas le foie ; lors de
linfection occulte secondaire & une hépatite aigonduite par une dose supérieure & 10
virions, sont observées une production d’anticaipane réplication virale dans les organes
lymphoides, les PBMC et le foie.

Dans notre étude, nous avons analysé les PBMC sdrien de patients AgHBs- vs
AgHBs+, afin de comprendre si les PBMC pouvaiefgaivement constituer un réservoir de
multiplication virale, et donc étre a l'origine @gcDNA relargué dans le sérum de certains
patients. Comme les interactions avec d'autressvpauvent influer sur I'évolution de

l'infection B, nous avons également analysé I'imp#es coinfections par le VHC et/ou le
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VIH sur la présence de I'ADN du VHB dans les PBMGan éventuelle réplication dans ces

cellules.

4.1. Détection de 'ADN du VHB dans les PBMC des piants monoinfectés
4.1.1. Patients AgHBs+

Nous avons observé la présence de 'ADN du VHB dassPBMC de 86,7 % des
patients AgHBs+ avec un profil d’AgHBe positif. Bata majorité des cas, le génome viral
n'est détecté dans les PBMC que lorsque la chairgée\sériqgue dépasse un certain seulil,
environ 16 UI/mL, mais la quantité d’ADN dans les PBMC n'epts strictement
proportionnelle a la virémie.

Apres la séroconversion HBe, la fréquence de détecte 'ADN dans les PBMC
diminue. Le génome viral est surtout détecté dassABMC de patients ayant une forte
charge virale sérique, mais pas toujours ; aihg, également été quantifié chez un patient
peu virémique. Ceci pourrait refléter la fluctuatide la détection de 'ADN du VHB dans les
deux compartiments au cours de I'évolution desctidas chroniques.

Plusieurs patients AgHBs+ présentent des tracescdBNA dans leur sérum. Ce
résultat confirme ceux de notre étude préliminaiemée sur 12 patients AgHBs+ (voir article
3) et démontre l'existence d'un réservoir de miittggion virale quelque part dans
l'organisme, qui relargue des formes réplicativagsdle sérum. Un seul échantillon de
PBMC, isolés d'un patient ayant des Ac anti-HBentmmt du cccDNA, en tres faible
quantité (0,28 % de I'ADN total). L’absence de d@éten du cccDNA dans les PBMC des
patients AgHBs+ tend a prouver que, chez ces patites PBMC ne constituent pas un site
de réplication virale et que les traces de cccDMfedées dans le sérum de certains patients
AgHBs+ ne proviennent pas de leur lyse.

4.1.2. Patients AgHBs-

Ces patients ont peu ou pas d'ADN du VHB dans déunm, mais 56 % d'entre eux
ont de I'ADN total dans leurs PBMC. L’absence did#on ou les tres faibles concentrations
de I'ADN du VHB dans le sérum permettent d’élimingre contamination des PBMC par
I’ADN circulant : le génome viral détecté dans RBMC ne provient pas de virus adsorbés a
la surface des cellules.

D’autres auteurs [190, 246, 272] décrivent la présed’ADN dans les PBMC de
patients AgHBs- (Tableau 7).
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Nombre de patients positifs

Etudes ADN total dans le ADN total dans les cccDNA dans les
sérum PBMC PBMC
Umeda et al. [272 0/21 3/21 0/21
Torii et al. [246] 0/10 5/10 2/10
- 19/19 19/19
Cabr[irg%(]) etal. CV moyenne = 1,2610° | CV moyenne = 1,4210° 9/19
copies/mL copies/pg d’ADN cellulaire
notre étude 325 15/25
(patients CV < 600 UlmL CV moyenne = 842 UI/fo 0/25
monoinfectés) cellules

Tableau 7: Comparaison des résultats de la recherche d@N'Au VHB dans
les compartiments sérique et leucocytaire de patidigHBs- de notre étude a

ceux d’études antérieuresv : charge virale.

Parmi eux, Umeda et al. [272] ont recemment ét@di&donneurs vivants de tissu
hépatique AgHBs- sans virémie détectable par P@Répl Seulement 14,3 % (3/21) des
patients ont de I'ADN du VHB dans leurs PBMC, cei @st nettement inférieur au
pourcentage observé dans notre étude. Cependalt,leg échantillons amplifiés dans plus
de 2 régions différentes ont été considérés conwskifg et la sensibilité de leur PCR n’est
pas indiquée.

Dans I'étude de Torii et al. [246], les échantilase PBMC de la moitié des patients
AgHBs- (guéris d’'une hépatite aigué) contiennent 'dd®N viral. Les charges virales
sériques des patients sont indétectables par lahodt de transcription-mediated
amplification (TMA). Or le seuil de détection de cette technjo®i& logo, geg/mL ou %10°
copies/mL, est supérieur a la concentration d’ACd¥ituellement détectée dans le sérum des
patients AgHBs- : les concentrations sériques dat® étude sont inférieures a 600 Ul/mL,
soit environ 410° copies/mL, et des études antérieures [221, 265, Z78] montrent que la
concentration d’ADN viral détecté dans le sérunxoéle pas 10 copies de génome/mL. Il
est fort probable qu’au moins 9/10 patients deiTadral., pour lesquels le génotype du VHB
a éete déeterminé par PCR-RFLP, soient en fait faiblg virémiques.

Les 19 patients AgHBs- (11 patients hémodialysé8 etembres du personnel de
'unité de dialyse) étudiés par Cabrerizo et aBQJlont tous de I'’ADN viral dans leurs
PBMC, mais sont également tous virémiques, avec ailesges virales comprises entre
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4,3x10% et 2,%10° copies/mL, par le test COBAS Amplicor HBV MonitoOn peut
s’interroger sur ces fortes concentrations sérigaasvu de nos résultats et ceux d’autres
études sus-citées. Il n'est pas exclu que '’ADNedit dans les PBMC des patients provienne

de I'adsorption de virions a la surface des cedlule

Dans notre étude, aucun échantillon de PBMC neeamdrde cccDNA détectable. Nos
résultats different notamment de ceux de Cabrezizal. qui observent du cccDNA dans le
PBMC de la moitié de leurs patients. Une premiexplieation est la différence de
méthodologie entre nos études, en particulierlidation d’enzymes permettant la digestion
des formes relachées de I'ADN viral : il est poksiQue Cabrerizo et al. du cccDNA par
manque de spécificité de leur technique.

Une deuxiéme explication est la différence de $ditéi des méthodes utilisées pour
la détection du cccDNA. En effet, dans le modeldadearmotte développé par Michalak et
al. [276] le cccDNA présent dans les PBMC et leganoes lymphoides n’a été détectée que
grace a une méthode de PCR-hybridation trés sengblcependant dix fois moins sensible
que leur technique de détection de I'ADN total.4.de la mise au point de notre technique de
quantification, nous avons établi la sensibilitél@é>CR ADN total. Or le produit de PCR
ADN total est plus court que le fragment amplifiar pes amorces cccDNA, il est donc
possible que la PCR cccDNA soit moins sensible lg@CR ADN total, et moins sensible
gue les méthodes utilisées par Torii et al. et & et al.

4.2. Influence des coinfections sur la détection d&DN du VHB
4.2.1. Coinfection par le VIH

L’analyse du réle des coinfections par le VIH astitte du fait de notre faible
échantillonnage. Il apparait cependant que noslgsinas concernant les patients AgHBs+
monoinfectés restent valables pour les patientstVIH

L’influence de la coinfection par le VIH sur la détion de 'ADN du VHB est en
revanche trés nette chez les patients AgHBs-, eiicpiéer chez les patients ayant des Ac
anti-HBc isolés : alors que le génome du VHB estaté dans le sérum de seulement 16 %
des patients VIH-, & des valeurs inférieures a B8nL, 44 % des patients VIH+ sont
virémiques, avec des charges virales souvent sypés & 1DUI/mL. Chez ces patients, le
cccDNA représente plus de 75 % de I'ADN total digtedes concentrations de cccDNA

laissent supposer une lyse cellulaire non négligedbs réservoirs de multiplication ou une

127



réplication virale importante dans ces réservoliasconcentration de '’ADN cellulaire dans le
sérum (évaluée par la quantification de I'albumieaviron 10 a 100 copies/mL) ne tend pas
a confirmer I'hypothése d’'une importante lyse dalhe. Il est clair que la physiopathologie
des infections B occultes chez les patients VIHitrés différente de celle des patients VIH-.
Bien que nous n'ayons pas connaissance des talbCle” de nos patients VIH+, nous
pouvons supposer que, comme pour le patient tcti@fprécédemment étudié (voir article 2
[279]), le maintien de la réplication du VHB saig¢ |a une réponse immune plus inadaptée

gu’altérée, qui ne parvient pas a contrbler totalentiinfection B.

4.2.2. Coinfection par le VHC

Trop peu de patients AgHBs+, en particulier deguat AgHBe+, coinfectés par le
VHC ont été inclus dans notre étude pour nous pitrenel’évaluer l'influence de la
coinfection par le VHC sur la détection de ’'ADN WHiB.

Chez les patients AgHBs-, la persistance du génoina dans le sérum est plus
frequemment observée lorsque ces patients sorfiect#s par le VHC ; cette observation va
bien dans le sens de linhibition de la réplicatEnl’expression des génes du VHB par la
protéine de core du VHC montrée par certains asitfl#1-243]. La différence de détection
de 'ADN du VHB (VHC+ vs VHC-) est plus marquée chles patients ayant des Ac anti-
HBs et anti-HBc (60 % vs 25 %) que chez les patiayant des Ac anti-HBc isolés (12 % vs
5,9 %). Nos résultats divergent donc de ceux desteroet al. [280] et Noborg et al. [278] qui
n'ont pas retrouvé d’association entre la présatibe anti-HBs et la détection de I'ADN
viral chez les patients AgHBs-. Cependant, notregtillonnage est trop faible pour pouvoir
conclure a une différence significative entre nasiges de patients VHC+ et VHC-.

A noter que la présence de I'ADN viral dans les RBMes patients AgHBs- ne
semble pas étre influencée par la coinfection pavHC : la quantification de I'’ADN du
VHB dans les PBMC a été possible pour 56 % de matidHC- vs 43 % de patients VHC+.

4.3. Role des PBMC dans la sélection de souchesalas
4.3.1. Sélection de souches mutées ?

L’absence de détection du cccDNA dans les PBMC rpduétre expliquée par un
défaut de sensibilité de la PCR, dans le cas o®PRMC sélectionneraient des souches de
VHB a tres faible pouvoir réplicatif. Les donnéesualles sur le réle des mutations dans les

infections B occultes étant controversées, nouniaventé d’analyser la totalité du génome
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des souches issues des PBMC des patients AgHBstelét était de déceler toute mutation
susceptible d’'interagir avec le cycle viral, telles mutations dans la protéine de surface, les
régions promotrices S ou C, la polymérase, qui esuvnhiber I'entrée du virus dans la
cellule, son externalisation, ou sa réplicationp&wlant, nous n’avons pas réussi a amplifier
I'intégralité du génome des VHB. Notons qu'il efffidile d’obtenir la séquence compléte de
I’ADN du VHB, probablement du fait d’'un défaut dedtion des amorces P1-P2, lié ou non a
un superenroulement du génome viral, et que Igsféibles quantités d’ADN présentes dans
les PBMC des patients AgHBs- constituent un obstadlamplification du génome entier.
Deux études ont montré que les délétions dans dmrrépréS1 ne semblent pas
associées au profil d’AgHBs- [266, 281]. Mais réceemt Sengupta et al.[282] ont suggéré
que les mutations dans les promoteurs préS1 ettr@imaent un accroissement du ratio
protéine L/protéine S, un défaut de sécrétion et agrégation de 'AgHBS, supposés étre a
I'origine des infections occultes. Pour Lin et[@B1], les mutations dans la région préC/C ne
sont pas fréquemment retrouvées lors des infecBomscultes et ne contribuent donc pas a la
persistance du VHB. En revanche, Kao et al. [266]otbservé une double mutation dans une
région essentielle pour la régulation de la trapton (nt 1770 a 1808, dans I'ORF C) chez
8/10 patients AgHBs- et seulement 2/20 contréleslBgt+. L'impact de ces mutations reste a

définir.

4.3.2. Sélection de certains génotypes du VHB ?

En paralléle, et toujours afin de comprendre le rf@lué par les PBMC dans la
persistance virale, nous avons analysé la vari@hjénotypique des virus présent dans les
PBMC des patients AgHBs-.

Il est en effet possible que les PBMC sélectionmentains génotypes du VHB, dont
I'influence sur I'évolution des infections B estoeme méconnue. Nous avons précédemment
suggéré l'implication des génotypes A et D dangéactivation virale observée chez un
patient présentant initialement des Ac anti-HBdéscet triinfecté par le VHB, le VHC et le
VIH. Lo et al. [283] ont montré que la fréquence digection de 'ADN du VHB chez les
patients AgHBs- variait selon les zones géogramsgsuggérant un lien entre la variabilité
génomique et la prévalence d’infections B occulRsa. ailleurs, Weinberger et al. [60] ont
montré une corrélation entre génotype D et préflcdanti-HBc isolés et Sanchez-Tapias et
al. [284] ont rapporté une négativation de I’ADN @HB et une clairance de I'’AgHBs plus

fréquentes dans les infections par un génotypeedpgu un génotype D ou F.
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L’étude de l'influence des génotypes n’est pas évid puisque souvent biaisée par la
prédominance de certains génotypes dans les réiadges. Toutefois, les observations de
Torii et al. [246] sont en faveur d’'une possiblepliation du génotype A, pourtant tres
minoritaire au Japon, dans les hépatites B occulédgrs que des VHB de génotype C sont
identifiés chez 78,6 % des patients AgHBs+, 50 % mitients AgHBs- sont infectés par des
VHB de génotype A. Parmi eux se trouvent les 2epédi pour lesquels du cccDNA a été
détecté dans les PBMC.

Dans notre étude, les virus isolés chez nos patiegiiBs- non coinfectés par le VIH
appartiennent a des génotypes tres divers, de ntRraeceux isolés chez nos patients
AgHBs+. Cependant, nous n’avons pu comparer lestgges dans les PBMC et dans le
sérum que chez 25 patients. Il y avait toujoursitite entre les deux sites. En outre, la plupart
des génotypes ont été identifié chez des patisstsside I'immigration et infectés par des
virus de génotype B, C ou E. Nous n'avons donc pasmettre en évidence une telle
association entre génotype A et présence d’ADN énBBMC des patients AgHBs-.

4.4. Conclusion

La forme réplicative du VHB (cccDNA) n'a été déterque dans les PBMC d’un seul
patient AgHBs+ et Ac anti-HBe+, suggérant que leivipeut étre présent dans les PBMC
sans s’y répliquer. Cependant, nous ne pouvonexaare que I'absence de cccDNA dans
les PBMC des patients étudiés soit due a un défausensibilité de notre PCR. Il est
également possible que la charge virale et la if@ate cccDNA dans les PBMC fluctuent au
cours de linfection, décroissant épisodiquementled titres non détectables par notre
technique.

Par ailleurs, la présence de 'ADN du VHB dans RBMC difféere selon le statut
sérologique HBs et HBe. Nous pouvons supposer ajydysiopathologie de I'infection des
PBMC par le VHB dépend de I'évolution de I'infecti®.

Nous avons souhaité étudier séquentiellement désyse chroniques du VHB traités,
susceptibles d’éliminer 'AgHBs, afin de détermirseles PBMC constituent un réservoir de
virus passif ou dynamique, en d’'autres termes;ésolution de la charge virale dans les
PBMC dépend ou non de celle dans le sérum. A ae ¢as travaux ne sont pas soumis pour

publication.
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C. Recherche et évolution de I’ADN total et du cccBA dans les
PBMC de porteurs chroniques de I'AgHBs

1. Patients et méthodes

Huit patients porteurs chroniques de '’AgHBs susts une période d’environ 2 ans et
pour lesquels des prélevements séquentiels de serUBMC étaient disponibles ont été
inclus dans cette étude.

Excepté le patient Cb2 qui est VHC+, ces patieatsant pas coinfectés par le VIH ni
par le VHC. Cing d’entre eux sont AgHBe+ : patie@s5, Ca7, Ca8, Cal4, Cal5 et trois
possedent des Ac anti-HBe : patients Cal8, Ca2®, Cb

Tous ces patients ont été traités en fonction dehéage virale initiale, de la gravité
des lésions hépatiques, de la tolérance et d@dmsé au traitement.

Le Tableau 8 regroupe les sérologies, le niveautidgsaminases et le traitement

administré a chaque patient.
Apres extraction (QlIAamp DNA Blood MiniKit et QIAgmDNA MiniKit ; Qiagen),

I’ADN total et le cccDNA ont été recherché et qufitdans chaque échantillon de sérum et

de PBMC comme décrit précédemment (voir article 3).
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Sérologies

Ac

Patients| Ag anti- | VHD | vHC | VIH ALT Traitement
HBe
HBe

+ - - - - 1,2N IFN
+ - - - - 1,4N lamivudine

Cal4 + - - - - 1,1N lamivudine + adéfovir début du suivi
+ - - - - 0,9N adéfovir
+ - - - - 0,5N lamivudine + adéfovir
+ - - - - N IFN

Cals + - - - - 1,8N Iamivudi_ne _ _
+ - - - - N adéfovir diagnostic de CHC
+ - - - - 0,6N lamivudine + adéfovir début du suivi

Cas + - - - - 1,5N Iamivudi_ne N
+ - - - - 2,5N arrét du traitement début du suivi
+ - - - - N lamivudine début du suivi
+ - - - - 0,9N lamivudine + pegIFN

Ca5 + - - - N lamivudine
+ - - - - 1,5N lamivudine + adéfovir

Ca7 + - - - - N adéfovir début du suivi
- + + - - 0 ,5N IFN

Ca29 - + + - - 0,3N _ Iamivudine _ .
- + + - - 0,3N lamivudine + adéfovir début du suivi
- + + - - 0,3N adéfovir
- + - - - N IFN

Cals - + - - - 2N _ Iarr_1ivudine . N
- + - - - N lamivudine + adéfovir début du suivi
- + - - - 2N lamivudine + adéfovir probléme d’observang
- + - + - IFN + ribavirine

Cb2 - + - + - 6N lamivudine début du suivi
- + - + - 4N lamivudine + adéfovir
- + - + - 4N peglFN + ribavirine

Tableau 8: Marqueurs sérologiques viraux, biochimiquesraitément des

patients AgHBs+ étudiéaLT: alanine aminotransférasél = 50 UI/L.
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2. Résultats

Nous tenons d’abord a préciser que l'objectif déren@tude était simplement de
comprendre comment fluctue la concentration de NAdu VHB dans les PBMC des patients
AgHBs+, en fonction de la charge virale sériqueudlam’avons pas cherché a analyser
I'influence du traitement sur I'évolution de la @@mtration d’ADN du VHB dans les PBMC.
Ce point fait I'objet d’'une étude actuellement enrs au laboratoire de virologie du CHU de
Limoges sur une population homogéne de patientsBsgHsous traitement séquentiel par

adéfovir et interféron.

Pour tous les patients, les mutations d’échapperaentraitement a la lamivudine
et/ou a l'adéfovir ont été recherchées a chaquedpida charge virale sérique. Aucune
mutation n'a été observée.

Les résultats pour chaque patient sont présentés feome de graphiques, dans les
Figures 27 et 28.

3.1. Patients AgHBe+

Chez ces 5 patients, les concentrations d’ADN dessPBMC et dans le sérum
semblent évoluer parallélement (Figure 27) :

v' pour les patients Ca5, Ca8 et Cal5, 'ADN du VHB détecté dans les PBMC
quand la charge virale sérique est supérieure izoeni@ UI/mL.

v' pour le patient Cal4, qui n'a pas correctementissown traitement, le génome
viral est détecté dans les PBMC lorsque I'ADN ségige-augmente a des titres de I'ordre de
10° & 16 Ul/mL. Cependant, il existe un délai entre lesraissements des charges virales
dans le sérum et dans les PBMC.

v' le patient Ca7 présente de faibles quantités d’ANVHB dans ses PBMC (2
sont méme en dessous du seuil de quantificatiorgglie les concentrations sériques évoluent
entre 18 et 1¢ UI/mL.
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Figure 27: Evolution des concentrations d’ADN total et diBNA dans les

PBMC et le sérum des patients AgHBs+ AgHBe+ ausderleur suivi.

Notons que les charges virales dans les PBMC e&tldaserum ne sont pas strictement

proportionnelles, en patrticulier chez le patien8 Gwon traité sur toute la durée du suivi.

Par ailleurs, la nature et la durée des traitemaatsemblent pas influencer I'évolution
de ’ADN dans les PBMC.

Nous avons détecté du cccDNA dans le sérum desnpatiorsque la concentration

d’ADN sérigue est élevée : c’est le cas du patizaft et du patient Ca5 au début du suivi.
Tous les échantillons de PBMC testés sont négatitsccDNA.
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anti-HBe+ parait dépendante de celle dans le séfigare 28) :
quand la charge virale sérique dépasse le sedil’dgl/mL

dans les PBMC du patient Ca29, dont les titresjgés sont inférieurs & 101/mL.

3.2. Patients Ac anti-HBe+

Comme pour les patients AgHBe+, la charge viralesdas PBMC des patients Ac

v" nous constatons que I'ADN du VHB est présent dassPBMC du patient Cal8

v' aucune trace d’ADN n’est retrouvée par notre tegimide PCR en temps réel

v

les PBMC du patient Cb2, coinfecté par le VHC, spositifs dés que la

concentration sérique atteint®101/mL.
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Figure 28: Evolution des concentrations d’ADN total et diBNA dans les
PBMC et le sérum des patients AgHBs+ Ac anti-HBe€aurs de leur suivi.

Du cccDNA est trouvé dans le sérum du patient Gaill@ébut de suivi.

Aucun échantillon de PBMC ne contient de cccDNA.
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4. Discussion — Conclusion

La diversité des traitements proposés et I'hétéréige méme de la population étudiée
(profils HBe, coinfections, réponse au traitementfont que ces données sont préliminaires
et nous empéchent délaborer des conclusions gigtifes ; les résultats partiels nous
permettent quelques commentaires.

Nous observons la présence de cccDNA dans le sdeugertains patients, dont la
virémie est élevée. Deux arguments ne sont pas\auif d’'une lyse hépatocellulaire mais
plutét d’'une production de virus :

1- globalement, les patients ont des transaminasesales (sauf le patient Ca8, non
traité au moment des prélévements, et le patie@td@nfecté par le VHC) méme lorsque le
cccDNA est détecté dans le sérum. Inversement,trd@saminases élevées ne sont pas
associées a la détection de cccDNA (patient Cal8).

2- des pics d’ADN total sont observeés indépendammema quantité de cccDNA.

Chez les patients AgHBs+ étudiés, I’ADN total du B/ldst détecté dans les PBMC,
indépendamment du profil HBe. Il semble que la gharirale dans les PBMC refléte les
fluctuations de la charge virale sérique, dans aer@ine limite : nos résultats vont dans le
sens de ceux de notre étude précédente, montrane@enome viral n'est détecté dans les
PBMC que lorsque la charge virale sérique est seymér & 16 — 10" UI/mL. Cependant,
méme si nous avons tenu compte de la quantitérde possiblement adsorbés a la surface
des PBMC, nous ne pouvons affirmer la présence tiAdans les PBMC que chez les
patients n"ayant pas d’ADN détectable dans le sérum

L’absence de détection de cccDNA dans les PBM(pdésnts AgHBs+ nous conduit
a émettre deux hypothéses: soit les concentratismscccDNA sont tres faibles et
indétectables par notre technique (la stimulationiiro des PBMC pourrait alors révéler la
réplication du VHB), soit les PBMC ne contienneas e cccDNA, et ne constituent pas un
réservoir de multiplication virale extra-hépatique.

Les PBMC seraient donc un réservoir passif de virus

Il nous a paru intéressant d’analydermaniere plus approfondie la forme moléculaire
de 'ADN du VHB détecté dans les PBMC des patiepts,recherchant une éventuelle

intégration de I'ADN viral dans le génome cellugair
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CHAPITRE |ll : RECHERCHE DE L’ADN INTEGRE DANS LES
PBMC DE PATIENTS PRESENTANT DIFFERENTS PROFILS
SEROLOGIQUES

Plusieurs études ont rapporté l'intégration de IMEu VHB dans le génome des
cellules hépatiques lors d’infections occultes [2385-261]. Certains auteurs ont suggeré
que, lors de I'intégration de I'ADN du VHB, des réangements de la séquence virale de type
délétion ou fragmentation pourraient se produirecrtrainer un défaut d’expression de
I'’AgHBs [234, 244, 257].

Plus rares sont les études décrivant I'intégratiema séquence virale dans I’ADN des
PBMC [244, 272, 285]. Precédemment, nous avon@ét&DN du VHB dans les PBMC
de 56 % des patients AgHBs- non virémiques, sarigaren évidence la forme réplicative du
virus. Notre but a donc été de rechercher si TABINVHB persistait dans les PBMC de ces
patients sous forme intégrée, en utilisant unenigcie de détection des jonctions séquence

virale — séquence humaine. Ce travail n'a pas enétd soumis pour publication.

A. Echantillons et méthodes

1.1. Echantillons cliniques

Nous avons analysé les extraits issus des PBMG gdupart des patients AgHBs-
sélectionnés pour I'étude du cccDNA dans les PBMdir (paragraphe B.1. du chapitre Il),
soit 48 patients possédant des anticorps anti-H®tés (groupe A), dont 24 patients
coinfectés par le VHC et 7 patients coinfectéslpavIH et 15 patients ayant des anticorps
anti-HBs et anti-HBc (groupe B), dont 6 patientsntectés par le VHC et 3 patients
coinfectés par le VIH.

Parmi les patients AgHBs+, nous avons étudié |dgl®®B’un seul patient (groupe C,
patient Ca3).

En paralléele, nous avons étudié une biopsie dedmeenant d’'un patient AQHBs+
atteint d’hépatite chronique, suivi a la Fédératitapatites du CHU.

L’ADN du tissu hépatique a été extrait a I'aide ldedrousse QlAamp DNA MiniKit

(Qiagen).
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1.2. Témoins positifs

Nous avons utilisé comme ADN de référence I'’ADNatagxtrait a partir des cellules
Hep3B (Hep3B2.1-7 ; référence ATCC : HB-8064). L'NDviral est intégré dans le génome
de ces cellules au niveau des régions DR ; la s@&gu8 est intacte mais des réarrangements
ont eu lieu dans les genes préS1 et C, et la régiest tronquée. Twist et al. [286] ont montré
que chacune des cellules Hep3B contenait 2 copid3Niviral. L’ADN total de ces cellules
a été extrait par lyse a la protéinase K, suiviend’ extraction des protéines au phénol -
chloroforme - alcool isoamylique et d’'une précipda de 'ADN a I'éthanol glacial (voir
annexe V).

Le témoin positif d'hybridation a été préparé edamgeant plusieurs produits de PCR
de VHB de génotype A (VQC HBV DNA genotype A patéb9 ; Pelicheck) et de génotype
D (isolé d’'un patient AgHBs+) :

v' de 222 pb dans le géne préC/C (amplifié a l'aideataorces P1 et P11 [275])

v' de 565 pb dans le gene X (amorces MM60 et P2 [274])

v'de 720 pb dans les génes X et préC/C (amorces MiVIBIM25 [244])

v' de 1030 pb dans les genes X et préC/C (amorces MiVIBIM31 [244]) (Tableau
9).

Les témoins de spécificité ont été préparés emsanii des amplifiats du gene de
I'albumine (selon le protocole décrit dans le peaplge 2.2.2 de l'article 3 ; 140 pb) et un
plasmide contenant le géne pUL56 du cytomégalowtu€MYV (environ 5300 pb ; fourni par
G. Champier, EA 3175, Faculté de Médecine, Limages)

Le témoin d’hybridation a été reconstitué en métamy le témoin positif

d’hybridation et les témoins de spécificité albuenegt CMV.
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Nom Sequence (5" - 3) Région amplifiée
A5 CAG UGC CAA GUG UUU GCU GAC GCC AAA GUG CUG
GGA UUA CAG séquence Alu
A3 AGU GCC AAG UGU UUG CUG ACG ACU GCA CUC CAG CC humaine
GGG CGA (
Tag: CAA GTG TTT GCT GACGCC AAA G séquence Tag des
Tag3 |CAAGTG TTT GCT GAC GAC TGC A amorces Alu
pUTP | ACA UGA ACC UUU ACC CCG UUG d(nt 1131-1152) gene X
uPre31 |GAG UUC UUC UUC UAG GGG ACC Ug nt 2350-2328) gene C
MM37 |TGC CAA GTG TTT GCT GAC Gdnt 1174-1193) géene X
MM31 |AGT GCG AAT CCA CAC Tc(nt 2288—-2269) gene C
MM60 | CCA TAC TGC GGA ACT CCT Adnt 1258-1279) gene X
MM25 | GGA AGG AAA GAA GTC AGA AGG(nt 1978-1960) gene C
P1 CCG GAA AGC TTG AGC TCT TCT TTT TCA CCT CTG CCT ane C
AAT CA (Nt 1821-1841) 9
P2 CCG GAA AGC TTG AGC TCT TCA AAA AGT TGC ATG GTG ane X
cTG 6(nt 1806-1823) 9
P11 CAA TGC TCA GGA GAC TCT AAG cdnt 2043-2021) géene C

Tableau 9: Amorces utilisées dans la PCR Alu, permettamglification des

jonctions ADN du VHB — ADN cellulaire, et amorceslisgées pour préparer

les amplifiats de VHB servant de témoins positifs/dridation.

1.3. Détection de I’ADN intégre

L’intégration de I'ADN viral dans le génome cellula a été recherchée par une

technique de PCR couplée a une hybridation en SoutBlot spécifique, permettant

I'amplification des jonctions génome viral — génomenain (PCR Alu). Le principe de cette

méthode est représenté dans la Figure 29 et lecamotilisées sont listées dans le Tableau

9.
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Figure 29: Principe de la détection des jonctions ADN vikahADN humain,
par PCR Alu et hybridation en Southern Blot.

Nous avons adapté le protocole initialement migpaint par Minami et al. [287] et
modifié par Murakami et al. [244] : 5 puL d’extrabnt amplifiés en 10 cycles (94°C, 30 s;
59°C, 30 s; 70°C, 3 min) en présence de 200 uMMNEP, 200 nM d’amorces Alu (A5 et
A3), 600 nM d’amorces VHB (pUTP et uPre31), 5 %01dSO, 1,5 mM de MgGlet 3,1 U
d’Expand High Fidelity Enzyme mix (Roche DiagnosjicAprés ajout d’l U d’uracile N-
glycosylase dans chaque tube de PCR, le mélanggor@@el est incubé 30 min & 37°C puis
10 min a 94°C. Les amorces de seconde amplificdfiag5, Tag3, MM37 et MM31) sont
alors ajoutées a la concentration finale de 400&tNMMADN est amplifié par une technique de
«touchdown PCR : les 15 premiers cycles se décomposent en @é@naturation a 94°C
pendant 30 s, une hybridation a 62°C-0,5°C/cycledpat 30 s et une élongation a 70°C
pendant 3 min ; les 20 cycles suivant comportelt dénaturation a 94°C pendant 30 s, une
hybridation a 55°C pendant 30 s et une élongatiéd°&€ pendant 30 s + 5 s/cycle ; le dernier
cycle s’achéve sur une élongation finale a 72°Glpeh7 min. Pour augmenter la sensibilité
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de la PCR, 1 a 5 uL de produit de PCR sont re-didgplpar PCR semi-nichée, avec les
amorces Tagb, Tag3, MM60 et MM25, selon le mémeéoprde d’amplification.

Les produits de PCR finaux sont analysés par uclenigue de Southern Blot. lls
séparés sur gel d’agarose a 1 %, puis transfenésapdlarité, en milieu alcalin, sur une
membrane de nylon chargée positivement (Hybohdyémbrane ; Boehringer-Mannheim,
Indianapolis, IN, USA), selon le protocole recomuémpar Roche DiagnosticBrocedures
for Nonradioactive Labeling and DetectjonLa révélation par chimiluminescence est
effectuée apres hybridation avec une sonde margleeeligoxine, a I'aide de la trousse DIG
Luminescent Detection Kit (Roche Diagnostics). Estinde spécifique du VHB est préparée
par amplification du génome entier [275] d'un VHE dénotype E (isolé d’'un patient
fortement virémique) a l'aide de la trousse DIG DIN&beling Kit (Roche Diagnostics). La
détection du marquage est réalisée a I'aide dursliS8SPD, selon le protocole recommandé
par Roche Diagnostics, mais en utilisant les filmliographiques Hyperfim ECL
(Amersham — GE Healthcare Europe GmbH, Saclay,cdé)arLe temps d’exposition varie

entre 30 s et 1 min, selon l'intensité du signdakah.

2. Résultats

2.1. Spécificité de la technique

Les essais d'hybridation effectués sur 5 pL du témositif d'hybridation ont montré
une bonne spécificité de la fixation de la sondeBViHseules les bandes correspondant aux
produits de PCR de VHB sont révélés par chimilusiteace (Figure 30). La sonde, préparée
a partir d'un VHB de génotype E, semble donc s’fddar correctement aux amplifiats issus
de VHB de génotypes différents (A et D).

2.2. Sensibilité de la technique

L’ADN total du VHB extrait des cellules Hep3B a éj@antifié par la technique
quantitative de PCR en temps réel précédemmenitelé@x10° copies d’ADN du VHB/mL
d’extrait. Des dilutions en série de I'extrait, & & 10% ont été préparées. L’ADN intégré a
été détecté par la technique de PCR Alu-Southeoh jBsqu’a la dilution 18 a l'aide des
amorces A5/pUTP - Tag5/MM37 - Tag5/MM60 (Figure .3Bar conséquent, la sensibilité de
la méthode a été établie & 2119° copies d’ADN du VHB par réaction. La quantificatidu

gene de I'albumine dans les cellules Hep3B, par BGRemps réel, nous a permis d’évaluer
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le nombre de cellules : 1,850 cellules/mL d’extrait. Le seuil de détection detéahnique

est donc estimé &8&0° copies/18 cellules.

2.3. Détection de I'ADN intégré dans les échantilhs des patients AgHBs+

La PCR Alu a permis I'amplification de 'ADN exttaides PBMC du patient AgHBs+
Ca3 (Figure 30, lignes 8 et 9) et de la biopsieatigpe d’'un autre patient AgHBs+ (Figure
30, lignes 14 et 16).

Comme pour les cellules Hep3B, plusieurs bandesvsibles aprés I'hybridation des
produits de PCR en Southern Blot: 'ADN du VHB d#en s’étre intégré de maniere
fragmentée dans le génome humain. Seul le séquenigsgyfragments amplifiés permettrait

d’identifier les extrémités des ségquences viralésgrées.

— CMV

_1030pb N
— pb E——

e 220pb —y

+—— albumine

1234 56788 0 11 12 13 14 15 16

Figure 30: Résultat des essais de spécificité et de séitsithe la PCR Alu et
du Southern Blot. Lignes 1 et 10 : témoin d’hybtioia ; amorces A5/pUTP

puis Tag5/MM37 puis Tag5/MM60; ligne 2 : 5 puL Hep3B 1§ ligne 3: 5

uL Hep3B 10, ligne 4 : 5uL Hep3B 1f) ligne 5: 1 pL Hep3B 1§ ligne 6 :

1 pL Hep3B 14, ligne 7: 1 uL Hep3B 1§ ligne 8 : PBMC d'un patient
AgHBs+, ligne 14 : biopsie de foie dun patient ABst ; amorces

A5/uPre31 puis Tagb5/MM31 puis Tag5/MM25; ligne 9: PBMC d'un
patient AgHBs+, ligne 11 : 1 pL Hep3B1Qigne 12 : 1 puL Hep3B 13 ligne

13: 1 pL Hep3B 10, ligne 15 : eau, ligne 16 : biopsie de foie d'uatignt

AgHBs+.
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2.4. Détection de I'ADN intégré dans les PBMC desapients AgHBs-

Les résultats sont présentés dans les Tableaux110 e

Sérologies VHB PBMC Sérum
Patients anti- | anti- ADNt cccDNA | ADN ADNt cccDNA
AGHBS | ies | HBc | (U0 cellules) (%) | intégré UI/mL) (%)
Aal - - + 8,96x10° - - - -
Aa2 - - + 2,5%10° - - - -
Aa3 - - + 726,68 - - - -
Aa4 - - + 644,28 - - - -
Aa5 - - + 607,92 - - 539,17 -
Aab - - + 397,32 - - - -
\\//||4|_c|: Aa7 - - + 293,40 - - - -
Aa8 - - + 164,61 - - - -
Aa9 - - + 162,86 - - - -
Aal0 - - + 86,80 - - - -
Aall - - + 3,37 - - - -
Aal2 - - + <SQ - - - -
Aal3-Aal? - - + - - - - -
Abl - - + 1,6810° - - 424,37 -
Ab2 - - + 614,28 - - - -
Ab3 - - + 361,16 - - - -
Ab4 - - + 305,97 - - - -
Ab5 - - + 272,84 - - - -
Ab6 - - + 239,76 - - - -
VHC+ Ab7 - - + 103,94 - - 59,36 -
VIH- Abg - - + 53,77 - Ql - -
Ab9 - - + 49,27 - - - -
Ab10 - - + 26,73 - - - -
Abl1l - - + 16,45 - - - -
Abl12 - - + 7,24 - - <SQ -
Abl13-Abl4 - - + <SQ - - - -
Ab15-Ab25 - - + - - - - -
Acl - - + 15,32 - - - _
Ac2 - - + <SQ - - 4,36:10° 79,27
Ac3 . . + <SQ - nd 216,72 -
Ac4d - - + <SQ - - 1,01x10° -
Ac5-Ac6 . - + <SQ - nd <SQ -
VHC- Ac? - - + <SQ - - - -
VIH+ Ac8-Acll . - + <SQ - nd - -
Acl2 - - + - - nd 1,7810° 100
Acl3 - - + - - nd 1,50<10° 100
Acl4 - - + - - nd 786,80 100
Acl5-Acl6 - - + - - nd <SQ -
Acl7-Ac22 - - + - - - - -
Ad1 - - + <SQ - nd 2,35¢10° -
Ad2 . - + - . nd 1,7810* 100
VHC+ Ad3 - - + - - nd 1,66x10° 100
VIH+ Ad4 - - + - - nd 152,60 -
Ad5 - - + - - nd <SQ -
Ad6-Ad12 - - + - - nd - -

Tableau 10: Détection de I'ADN intégré dans les PBMC desigrds

présentant des Ac anti-HBc is0lés.SQ: < seuil de quantification QI : quantité

insuffisante nd: non déterminé.
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Sérologies VHB PBMC Sérum
Patients anti- | anti- ADNI cccDNA | ADN ADNI CcccDNA
AGHBS | es | HBc | (U0 cellules)| (%) | intégré | (UmL) %)
Bal + + 833,73 - - - -
Ba2 + + 205,10 - - - -
VHC- Ba3 + + 24,32 - Ql - -
VIH- Ba4 + + - - - 64,82 -
Ba5 + + - - Ql <SQ -
Ba6-Ba8 + + - - - - -
Bb1l + + 4,60<10* - - <SQ -
Bb2 + + 36,37 - - 138,32 -
Bb3 + + 14,95 - - <SQ -
\</|—IIIS+ Bb4 + + <sQ - Ql <sQ .
Bb5 + + <SQ - - - -
Bb6-Bb7 + + - - Ql <SQ -
Bb8-Bb10 + + . - - . .
Bcl + + 201,38 - - - -
Bc2 + + 55,45 - - - -
Bc3 + + 13,15 - - - -
Bc4 + + <SQ - nd 389,20 -
Bc5-Bcll + + <SQ - nd <SQ -
Bc12-Bcl5 + + <SQ - nd - -
VHC- Bc16 + + - - nd 6,54¢10° -
VIH+ '
Bcl7 + + - - nd 688,80 -
Bc18 + + - - nd 133,28 -
Bc19 + + - - nd 473,20 -
Bc20 + + - - nd 79,52 -
Bc21 + + - - nd <SQ -
Bc22-Bc30 + + - - nd - -
Bd1 + + 18,13 - - - -
Bd2 + + <SQ - nd <SQ -
VHo Bd3 + + - - nd 76,72 -
Bd4 + + - - nd <SQ -
Bd5-Bd6 + + - - nd - -

Tableau 11: Détection

de

'ADN intégré dans les PBMC desiguas

présentant des Ac anti-HBs et anti-HB®: seuil de quantification QI : quantité

insuffisante nd: non déterminé.
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3. Discussion — Conclusion

La présence de ’'ADN du VHB dans les PBMC des padidgHBs-, parfois méme a
des titres élevés, en I'absence de cccDNA détextablléve la question du réle joué par les
PBMC dans les infections par le VHB. L’intégratiale '’ADN viral dans le génome
leucocytaire pourrait expliquer la persistance duiBV dans ces cellules a [lorigine

d’infections occultes.

La méthode de détection des jonctions ADN du VHBBN cellulaire que nous
avons adaptée du protocole de Minami et al. al7][28permis la détection de I'’ADN intégré
dans la lignée cellulaire Hep3B (cellules proverdinnh foie tumoral), la biopsie hépatique et
les PBMC de deux patients AgHBs+. Alors que l'imgé&gpn de 'ADN du VHB dans le
génome hépatocytaire a été déemontrée a plusieprises chez les patients AgHBs+, peu
d’études rapportent l'intégration du génome virahslles PBMC de ces patients [244, 285].

Dans notre étude, 'ADN intégré dans les cellulepBB est mieux détecté avec les
amorces amplifiant la région X qu’avec les amomeplifiant la région préC/C. Le génome
du VHB parait étre fragmenté compte tenu du nordbrbandes observées aprés hybridation.
Il semble que ce soit aussi le cas dans la biapsitie d'un des deux patients AgHBs+ et
dans les PBMC de l'autre patient, avec les amoamaplifiant la région préC/C. Nos
observations vont dans le sens de celles de Takadal. [288], qui décrivent des
réarrangements de la séquence virale intégrée ldanképatocytes de patients ayant une
hépatite B chronique, et de celles de Murakami.¢R44], qui rapportent la fragmentation de
la séquence X de I'ADN intégré dans les PBMC d’atignt AQHBs- coinfecté par le VHC.
Méme si hous ne pouvons pas exclure que I'hybodatévele non seulement les produits de
PCR interne mais aussi les produits de PCR extames observons plus de deux bandes sur

le film radiographique, qui pourraient donc cor@sgre a plusieurs fragments d’ADN viral.

Nous n'avons pas trouvé d’ADN intégré dans les PBW&S patients AgHBs- que
nous avons étudiés.

Murakami et al. détectent de 'ADN intégré dansP&MC de 22 % (2/9) des patients
AgHBs- ayant une hépatite C chronique gu’ils ordiis dans leur étude. Nous observons
donc une discordance entre leurs résultats et obtenus chez notre groupe de patients

AgHBs- coinfectés par le VHC (suivis en Gastro-Eoitigie ou a la Fédération Hépatites du
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CHU). Bien que nos observations rejoignent celleg drii et al. [246] (patients guéris d’'une
hépatite aigué, sans ADN détectable dans le sé&tumpgssédant des Ac anti-HBc isolés ou
des Ac anti-HBc et anti-HBs), la comparaison de grosipe de patients AgHBs- est délicate
Murakami et al. suggérent que le nombre de copieBN viral intégré par cellule
dans les PBMC est tres faible chez les patients BsgHcomparativement au foie. Nous
avons évalué le seuil de détection de notre tecenig 1,%10° copies d’ADN du
VHB/réaction, soit 810° copies/18 cellules. Ce seuil est comparable & celui étaduliTorii
et al. (18 copies/réaction) et supérieur & celui déterminé Marakami et al. (1®
copies/réaction). Les concentrations de I'ADN du B/ldans les PBMC de nos patients
AgHBs-, exprimées en Ul/mL, ont été mesurées p& B temps réel. En utilisant le facteur
de conversion (de copies en Ul) que nous avonsilédiars de la mise au point de cette PCR,
la sensibilité de notre méthode utilisant la PCR #¢rait de 1120 Ul d’ADN/fcellules. Or
la quantité d’ADN total détecté dans les PBMC aursales infections occultes est inférieure
a ce titre dans 96 % (46/48) des cas. L'absencitketion de I'ADN intégré dans les PBMC
des patients AgHBs- de notre étude et de celle alé &t al. pourrait donc en partie étre
expliqguée par un manque de sensibilité de nos iggbs.
Par ailleurs, nous ne pouvons pas exclure la pcésdADN intégré sous forme

fragmentée ou délétée, qui ne serait pas déteesedes amorces dans le gene C ou X.

Les travaux de Umeda et al. [272] ont révélé lsgmée du génome viral dans les
ganglions lymphatiques et dans les PBMC de donnauasits de tissu hépatigue AgHBs-, et
ont mis en évidence lintégration de 'ADN du VHRs les ganglions. Malheureusement,
ces auteurs n’ont pas recherché I'ADN intégré dassPBMC. L'infection des organes
lymphoides par le VHB est également observée danmsbele de la marmotte développé par
Michalak et al. [276], que ce soit dans les primi@ctions occultes (en I'absence de virus
dans le foie), ou dans les infections occultes rsg@ioes a une hépatite aigué. Chez les
patients de Murakami et al., 'ADN intégré n’estspgystématiquement détecté dans le foie
lorsque les PBMC sont positifs. Ceci suggére lasipdgé d’une infection purement
lymphoide, déja décrite chez la marmotte [276],0éidine d’infections occultes. Le rble
physiopathologique des fragments d’ADN intégréaestiéfinir.
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CONCLUSION GENERALE

Les infections occultes par le VHB restent encora ©onnues, tant pour leurs
conséquences cliniques que pour leurs mécanismgsiophthologiques. Les profils
sérologiques vont de I'absence de marqueur B éélsepce d’anticorps anti-HBs et anti-HBc,
avec un fait commun, I'absence constante de I'Agld&sociée a la détection de 'ADN d’un
ou plusieurs genes du VHB dans le sang. Ces infectbccultes ont été le fil conducteur de
nos travaux, et nous avons tenté d’explorer plusienécanismes susceptibles d’expliquer le
caractere occulte de certaines infections duesHi. V

Dans un premier temps nous nous sommes intéregzéa#ations potentiellement
responsables d’'un défaut de détection ou de prmiude I'’AgHBS. Puis nous avons cherché
a identifier les formes de persistance du VHB dansompartiment sanguin au cours de ces
infections, et en particulier, nous avons cherchgréxiser le réle possible de réservoir des
leucocytes périphériques (PBMC).

Nous avons pour cela développé ou adapté les ontiléculaires nécessaires. Nous
avons initialement utilisé I'amplification par PGikchée d’'un fragment du gene S [177] pour
identifier les porteurs d’infections occultes dalif$érents groupes de patients. La sensibilité
de cette PCR nous a permis de détecter le virumm® gque les tests commerciaux restaient
négatifs. Dans I'étape suivante, nous avons migadnt une méthode de quantification de la
forme réplicative (cccDNA) de 'ADN du VHB, applibke aux différents compartiments du
sang (voir article 3). En effet, les différenteshieiques proposées dans la littérature, du fait
de leur manque de spécificité, ne permettaientdfidentifier avec certitude la présence du
cccDNA. La méthode développée permet, a partiraim&me région du gene X chevauchant
le gap, de quantifier 'ADN total du virus avec une grandensibilité, ce qui permet
d’identifier les infections occultes, et de quaetifspécifiquement le cccDNA au sein de cet
ADN total. Cependant, du fait de sa grande spd@fibée a I'utilisation optimisée de la
DNase, la quantification du cccDNA est moins sdegijue la détection de '’ADN total. Cette
PCR en temps réel est applicable a tous les commasts, PBMC, sérum, foie, et sera
prochainement utilisée sur sang total. Enfin, nexmns adapté une méthode de détection des
séquences d’ADN du VHB intégrées, basée sur unelifamation des séquences Alu
humaines et des séquences spécifiques du VHB, @@plin Southern Blot, et qui permet

d’analyser le caractere fragmenté ou non des ségsentégrées [244, 287]. Malgré son
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optimisation et sa spécificité, cette techniquéeregu sensible et devra étre améliorée dans la

suite de ce travalil.

Les mutations dans ’AgHBs pouvant étre a I'origtliene non-reconnaissance par les
tests diagnostiques, soit du fait de mutationsgoorsur des épitopes antigéniques, soit du fait
d’'une altération a distance de la conformationalbducle antigénique, n’ont été retrouvées
que chez deux des quarante-huit patients de notmig¢re étude (voir article 1). Ce
mécanisme parait donc anecdotique. Plus que destiomst portant sur I'AgHBS, on peut
invoquer une diminution du niveau de productionaldy du fait de mutations dans les
promoteurs S ou C, ou dans le géne de la polymée@5e 224, 264, 289]. L’'altération de
I'externalisation de 'AgHBs liée a des mutatiores ld région préS, est un autre mécanisme
qui a été recemment mis en évidence in vitro [2B&st trés vraisemblable que les profils de
mutation a l'origine des infections occultes soi¢mits complexes et différents selon les
patients.

Ainsi, chez le patient infecté par le VHB, le VHCle VIH, que nous avons étudié,
une mutation dans la région TP, qui porte la famcprimase de I'ADN polymérase, pourrait
étre a l'origine d’'une diminution de la synthesel@®N viral (voir article 2). Cependant,
chez les patients infectés par le VIH, I'altérataan'immunité cellulaire est probablement le
facteur prédominant. Les études longitudinalessarpopulations montrent une alternance de
phases de réactivations virales et d’infectionsnsileuses, avec ou non séroconversion HBs
réversible, et fluctuant en fonction du taux a®3" [218-220].

La physiopathologie des infections « occultes >zdbs patients coinfectés par le VIH
semble étre différente de celle des infections lbesuobservées chez les patients
monoinfectés ou coinfectés par le VHC. Cette hypsehest illustrée dans notre étude par la
différence de répartition du virus dans les compents plasmatique et leucocytaire : chez
les patients VIH+ AgHBs-, 'ADN du VHB est plus ffaéemment détecté dans le sérum, a des
titres plus élevés, et n'est pas ou peu retround tess PBMC. Au contraire, chez les patients
monoinfecteés, le taux d’ADN sérique est le plusvemi indétectable ou trés faible, inférieur a
600 Ul/ml, et 56 % des patients hébergent du votaas leurs PBMC. On peut donc
s’interroger sur le r6le de réservoir de ces cedliu cours des infections occultes.

Nous avons montré que '’ADN du VHB présent dansPB81C des patients AgHBs-
de notre étude est essentiellement sous forme d’ABlEché ; la présence de forme
réplicative cccDNA ou de forme intégrée parait aodéique ou tres minoritaire. Il faut

toutefois rester prudent dans l'interprétation de ésultats du fait de la faible sensibilité de
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la méthode de détection de 'ADN intégré. Dans tlesscas, ces résultats sont en faveur d’'un
réle de réservoir passif des PBMC au cours destiofes B occultes.

Ce caractere passif des PBMC est retrouvé dan® rpmpulation AgHBs+ : la
concentration d’ADN intracellulaire évolue avecdaarge virale sérique, et les PBMC, en
dehors de toute activation, ne semblent pas hébkrderme réplicative du virus a un seuil
détectable par notre PCR.

Il est possible que les PBMC jouent un rble danpdesistance virale, du fait de ce
réle de réservoir passif, cependant la principaison du caractere occulte des infections est
plus vraisemblablement une diminution du nivealad&roduction virale, associée a une perte
ou une absence d’anticorps liée a la faible stittarlaantigénique et variant selon les
individus.

Par ailleurs, il n'est pas exclu que certains g@med, ou certaines souches plus ou
moins mutées dont la réplication serait déficienteire plusieurs souches déficientes
complémentaires, soient sélectionnés par les PBMGtefois, le role de ce phénoméne sur
I'évolution de l'infection B reste a démontrer.

Nos hypothéses sous-entendent une coexistenceplieati®n dans au moins deux
sites, hépatique et leucocytaire. Cependant, atimde Michalak et al. [276] qui identifient
dans le modele de la marmotte deux formes physiofmmiques d’infection occulte (une
forme purement lymphoide, conséquence d’un inocutiivie, et une forme lymphoide et
hépatique, secondaire a une hépatite aigué), nowsigns évoquer l'existence d’infections
purement lymphoides chez I'homme. Certaines étuslegéressant aux compartiments
lymphoides (PBMC et ganglions) et hépatique deiemat AgHBs- vont dans le sens de cette
hypothese [244, 272].

Bien que nous n’ayions pas mis en évidence lirstégn de 'ADN du VHB dans les
PBMC des patients AgHBs-, des auteurs utilisant déthodes plus sensibles ont détecté
chez ces patients de faibles quantités d’ADN irtédans les ganglions lymphatiques et les
PBMC [244, 272]. La fragmentation de cet ADN obgerchez certains patients amene a
s’interroger sur son origine. L’intégration de I'MDdans les cellules lymphoides et la
capacité du VHB a se répliquer dans les celluletadaoélle osseuse [290, 291] signifient-
elles que lintégration a lieu dans les cellulesichees hématopoiétiques ou bien dans les
PBMC activés ? En d’autres termes, ces infectiamg-slles une voie physiopathologique

conduisant a une infection occulte ? Ces questistent actuellement sans réponse.
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Les hépadnavirus peuvent infecter un certain nomibee primates tels que

chimpanzés, orangs-outans, gibbons avec des souathdsgénétiquement tres

proches du virus de I'hépatite B (VHB) humain. Hiéhotypes différents, désignés
par des lettres de A a H, sont identifiés sur demtions (supérieures a 8%) portant
sur la séquence nucléotidiqgue de l'ensemble dungén®épartis selon des zones
géographiques précises, les génotypes influenté&wolution de la maladie et sur

l'efficacité du traitement.

Au dela des génotypes, la variabilité phénotypidugénome du VHB influence les

parameétres virologiques et leur interprétation démm que les décisions

thérapeutiques.

Hepadnaviruses strains infecting primates likehimpanzee, orangutan and gibbon
are phylogenetically closely related to human hépaB virus (HBV). Eight
genotypes of human HBYV, designated A to H, aretifled, based on a sequence
divergence in the entire genome exceeding 8%. Tdmotgpes show a distinct
geographical distribution and influence the cowselisease and the prognosis of
treatment. The variability of HBV genotypes canluehce the interpretation of
diagnostic data and the therapeutic decisions.
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EVALUATION OF PERFORMANCE OF AN "IN-HOUSE" SEQUENCING

ASSAY FOR HEPATITIS B VIRUS GENOTYPES DETERMINATION.
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ABSTRACT

Hepatitis B virus (HBY) genotypes may influence the course of disease and the prognosis of
treatment. Therefore, availability of rapid, simple and accurate methods of genotyping may not anly
be important for HBY epidemiology but may permit more detailed study on the clinical zignificance
of these HBY genotypes.

We aimed to aszess the aceuracy and reliability of an « in-house » sequencing agsay in genotyping
peripheral blood manonuclear cellz (PBMC) and serum HBY izolates.

A tota of 20 PBMCs and serum samples found positive for HBY DMA using a nested PCR were
selected. Seven coupled PBMCs-serum samples plus 3 sera were collected from AgHBs+ patients
(viral loads ranging from 414 to over 200000 copies/mL, using the Amplicor HBY Monitor assay), and
3 PBMCs samples from patients with "anti-HBc alone" pattern and undetectable viraemio. All
samples were analysed by the « in-house » sequencing assay and by the Trugene HBY Genotyping Kit:
the 5 region (hueleotides 217 to 68Z) amplified by nested PCR (sensitivity: 350 copies/mL) was
directly sequenced using the ABI Prism 3100 Genetic Analyser and genotypes were determined by
comparison of the S sequences with all available HBY sequences in the GenBank, using BLAST.
Results were compared to those abtained with the Trugene assay, previously validated on serum by
Roque-Afonso e# af, that sequences the regian cading the RT domain of the polymerase and the
overlapping 5 region. The sensibility of the Trugene assay was determined using serial dilutions of o
culture supernatant

The Trugene assay (sensibility: 100 copies/mL) was not able to detect HBY DNAin the 3 « anti-HBc
alone » patients, Using the « in-house » assay, two of the 3 HBY isolates were classified in genotype
Aand one in genotype D, Full concordance between both methods was abserved for the genotyping
of the 17 remaining samples: 4 isolates were of genotype A, 2 of genotype B, 2 of genotype C, 1 of
genotype D, and 8 of genotype E, Genotypes from PBIMC and coupled zerawere fully concordant,

In conclusion, the « in-house » sequencing assay appears to be a sensitive and religble tool for
determining HBY genotypes as well from serum samples as from PBMCs samples, Both methods may
permit better characterisation of PBMCs strains,

METHODS

INTRODUCTION

Actually B genctypes of HBWY, designated A tc H, are
identified, based on a divergence ling B% in
the entire genome or exceeding 4,1% in the 5 gene. These
genotypes influence the course of disease and the prognosis
of treatmant.

Development of rapid, simple and azcurate assays to detect
viral genotypes and identify common mutants is important
for epidemiological studies and may accelerate research on
the clinical significance of these variants.

We aim to assess the accuraey of an « in-house » 5
sequencing assay for determining HBV genotype from serum
and PBMCs samplas.

HBs Age
HEW DR A+ U 1L serum
— BT Sequencing
. Direct Sequencin
o BB seri Ciagen Blood 5 ragion - e i Analysis,
(7 +3 DNA nested PCR Tomobo iy ABI Prism 3100 Chromas,
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Mutations
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s = =
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(A t06)
anti-HBe dlone
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U 2610 PRMCs
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—
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RESULTS

HBY DNA detection :

* « In-house » assay (sen ty: 350cps/mL): HBV DNA was detected in all samples

* Trugene HBY assay (sensibility: 100cps/mL): HBVY DNA was detected in all samples
from HBsAg+ patients but was undetectable in PBMCs samples from anti-HBc alone
patients.

Genetypes {foble 1): « In-house » assay results were completely concordant with
those of Trugene assay. Full concordance was observed between genotypes from PBMCs
and coupled sera.
Mutations in the sverlapping 5 ragisn: No mutations were observed within the 5
region by direct sequencing neither using the Trugene assay.

anti-HBe
alone

TU: TU2 TU= TU+ TUs TWe TU7 TeTs o1z U

Towggne oo EE £ EBE BB BEE AA BB E = - s
agsay

HBzAg +

CONCLUSTON

Nested PCR amplification and direct sequencing of a 440 bp
region of the 5 gene appears to be as sensitive and reliable
for determining HBY genotypes as the Trugene HBY
genotyping assay.

Both methods can determine HBV genotypes as well from
sera as from PBMCs, encbling better characterisation of the
PBMCs strains.
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ANNEXE Il

Réaction de séquencage —ABI Prism 3100

Préparation du mélange de réaction

amorces (10 pmol/uL) 2,5uL

tampon de séquencage 5x 2,5uL

(10mM MgCl - 400mM Tris HCI - pH9)

mélange Big Dye 2,5puL

produit PCR purifié 2,5 uL

95a125uL

Amplification

96°C-10s

50°C-5s } 25 cycles

60°C - 4 min

4°C -0

Purification des produits de séquence

. précipitatin a I'éthanol en plaques de 96 puits

pour 1 puits
acétate de sodium 3M 1puL
EDTA 125 mM 1uL
éthanol glacial 50 uL

52 pL

Mélanger par retournement pendant 15 s et laiss&rigiter 'ADN pendant 15 min a
température ambiante.

Centrifuger pendant 30 min, a 3300 rpm, a 15°C.

Jeter le surnageant et centrifuger brievementdgua retournée pendant 1 min, & 1000 rpm.
Laver le culot avec 50 pL d’éthanol a 70%.

Centrifuger pendant 15 min, a 3300 rpm, a 15°C.

Jeter le surnageant et centrifuger brievementadgqu# retournée pendant 1 min, a 1000 rpm.
Laisser sécher le culot 5 min a température amdiant

Reprendre le culot avec 15 pL de formamide.

Incuber le mélange 3 min, a 95°C.

Placer immédiatement la plaque dans la glace, peradiamoins 3 min.



ANNEXE IV
Extraction phénol — chloroforme — alcool isoamyliqe

Lyse des protéines a la protéinase K

Ajouter aux cellules 2 volumes de tampon de lygsn(¥, NaCl 10mM, EDTA 10mM, SDS
0,5%, PH8) et 1/10 volume de protéinase K a 10 rag/m
Incuber 2 h & 56°C.

Extraction des protéines

Ajouter un volume de mélange phénol — chloroformaleool isoamylique (24 :24 :1) et
agiter par retournement doux pendant 5 a 10 min.

Centrifuger 10 min & 4000 rpm.

Recueillir la phase aqueuse (phase supérieurepsansber I'interface.

Répéter les extractions jusqu’a ce que l'interfeaié claire.

Pour éliminer les traces de phénol, ajouter un melude mélange chloroforme-alcool
isoamylique (24 :1) et agiter par retournement doemdant 5 a 10 min.

Centrifuger 10 min & 4000 rpm.

Recueillir la phase aqueuse (phase supérieure).

Précipitation de 'ADN a I'éthanol glacial

Ajouter 2 volumes d’éthanol glacial et 1 volume aftate de sodium 0,3M et agiter par
retournement.

Incuber 2 h &4 -80°C.

Centrifuger 30 min a 10000 rpm, a 4°C. Un culotidMdoit étre visible.

Pipeter le surnageant sans décoler le culot.

Rincer le culot avec 700 pL d’éthanol a 70 % glacia

Centrifuger 10 min & 10000 rpm, a 4°C.

Pipeter soigneusement le surnageant.

Laisser sécher le culot a température ambiantelpuismettre en suspension dans 50 a 100
puL de tampon TE (Tris-HCI 10mM, EDTA 1mM, PH8).





