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INTRODUCTION

Plus de 300. 10° porteurs chroniques de
VHB dans le monde

Hépatite chronique active avec risque de
complications a type de cirrhose et de CHC

* Importance du traitement




OBJECTIFS DU TRAITEMEN'

1- Obtention d’une suppression durable de la
replication virale

2- Ameélioration des lésions histologiques

3- Réduction du risque d’évolution vers la
cirrhose et le CHC




BIOLOGIE DE
L'INFECTION VIRALE B




..'IH” STRUCTURE DU
GENOME VIRAL
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- 4 genes chevauchants: B ;,Q %
S: protéines de surface g e

C: protéine C et AgHBe _m,,ﬁ_i%_ | |

X: proteine X
P: polymérase virale




LES ARN DU VHB
- 3types d’ARNmM

-~

- ARN de 3.5Kb
*ARNmM de AgHBe
* ARNm de capside

N

-ARN de 2.4 et 2.1Kb
* ARNm pre-S1, S2, S
* ARNm pre-S2, S

* ARNm Polymeérase * ARNmM S

* ARN pré-génomique
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- ARN de 0.7KDb

* ARNm HBX




CYCLE VIRAL
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Nouveaux hépatocytes

— enveloppement
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cce ADN polymérase Transcnptmn inverse
e DA ADN dependante
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Infections par VHB ; 100 000 I

! I

Hépatite asymptomatigue : 50 000 Hépatite symptomatique : 10 000
Reaction faible ou nulle de ['hote Reaction forte de Ihete
1L 11
Reaction adequate Reaction Reaction inadeguate Reaction adequate
Guérison inadéquate Hépatite fulminante - 100 Buérisan

il

Infection chronique : 10 000

J | it
Persistance d une reaction nulle Réaction inadequate de | hote :
de |'hdte : porteur sain 3000 hepatite chranique
Il
HC persistante : 4 000 HC active : 3 000
17 1
Cirrhose = Carcinome

hepatocellulaire : £50



PERSISTANCE DE
L'INFECTION CHRONIQUE

FACTEURS VIROLOGIQUES

Production virale importante

Erreurs de lecture de la transcriptase
Inverse

Presence d’ADN super-enroulé




..Im” PERSISTANCE DE
L’INFECTION CHRONIQUE

FACTEURS IMMUNOPATHOLOGIQUES

Faible expression du systeme HLA classe |
Défaut de production d’interféron alpha
Elimination partielle des hépatocytes infectés




THERAPEUTIQUES

.I||”H| MOLECULES
UTILISEES




II”“” MOLECULES THERAPEUTIQUES

DISPONIBLES
| IMMUNOMODULATEURS | | ANTIVIRAUX
- IFNa - Lamivudine,Adefovir
- IFNpeg - Entecavir, Telbivudine
- autres cytokines - Tenofovir, Emtricitabine
- vaccinotherapie - Clevudine,Valtorcitabine

- Elvucitabine, Pradefovir




IFN Lamivudine Adefovir PeglFN Entécavir Ténofovir

(1992) (1998) dipivoxil (2005) Telbivudine Clévudine
(2002) (2006) Emtricitabine

Pradéfovir

meésylate




“M|fl| MOLECULES ACTUELLEMENT
DISPONIBLES

MOLECULES NOM COMMERCIAL

INTERFERON alpha 2a et alpha 2b ROFERON®

PEG-INTERFERON alpha 2a PEGASYS®
LAMIVUDINE ZEFFIX®
ADEFOVIR HEPSERA®
ENTECAVIR BARACLUDE®
TELBUVIDINE SEBIVO®

TENOFOVIR VIREAD®
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I””‘ INTERFERON
ET

PEG-INTERFERON




1
II”H INTERFERON = Cytokine synthétisée en cours
d’'infection virale

Signal activateur = ARN bicatenaire

1 - 25 A synthétase
- protéine-kinase
inactivas




- Activité antiproliférative

1
II”H||| - Deux types d’activité biologique de lI'interféron
- Activité antivirale

ARN-m viraux = pucléctides
_ blocage de la traduction L

Arrét de la synthese protéique Fragmentation des ARNm



Yl INTERFERON ET
HEPATITE B CHRONIQUE

Modes d’action
Inhibition de la réplication virale

Activation des lymphocytes T cytotoxiques et de
cellules NK

Augmentation de I'expression de HLA | a la surface
des cellules infectées

@ Meilleure reconnaissance des hépatocytes
Infectés




..'IH” INTERFERON PEGYLE
(2005)

Interferon couplé au polyéthylene glycol (PEG)
Diminution de la clairance rénale de IFN

Concentration IFN plasmatigue stable et
prolongée

Injections espacees

Meilleure biodisponibilite
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NUCLEOS(T)IDIQUES




.mw ANALOGUES
NUCLEOS(T)IQUES

LAMIVUDINE ADEFOVIR ENTECAVIR

Analogue de Analogue deoxyAdénosine Analogue acyclique
la didéoxyCytidine monophosphonate de la Guanosine




“W| ANALOGUES
NUCLEOS(T)IQUES

Nécessite d'une triple ou double phosphorylation
pour devenir efficace

Circulation

Hl/VIH

/'

dadN-MP —— ddN-DF —— ddN-TF —— RIT /VHEB

-

cellulaire Kinases Polymerases cellulaires

[




Le cycle de réplication du VHB

Récepteur cellulaire

& -

NO

uveaux hépatocytes

\_ transcription

ADN polymérase TFElﬂS[I'IptI{]
ADN dependante
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IIH”” ANALOGUES NUCLEOS(T)IQUES

Mode d’action

PRPP
synthetase

PMEA-MP PMEA-DP
NH; NHo NH;

——- C —-

AMP kinase
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-|||\H| Mécanismes d’apparition des
résistances aux traitements

v . vy
Ny wy* »v< ’

Quasi-especes

ADN VHB

/S \/

Evolution de la charge virale




..lnw RESISTANCE
AUX ANTIVIRAUX

Suspicion si augmentation de la CV sous
traitement (> 1logQ)

« Résistance génotypigue
Apparition de mutations de résistance

« Résistance phénotypique
Augmentation des transaminases
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‘ || Reésistance a la lamivudine
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..lnw RESISTANCE A
Il LA LAMIVUDINE

2ans 3ans 4ans

Incidence des
Resistances (%)
AN
O




"'”H||| RESISTANCE A
L’ADEFOVIR

B Adéfovir B Lamivudine




il RESISTANCE A
’ENTECAVIR

Taux de resistance < 1% apres 4ans de
traitement primaire

Taux de resistance > 1%, 10, 27 et 39% apres
1, 2, 3 et 4ans si résistance a la lamivudine




.|||\H| MECANISME DE RESISTANCE
A LA LAMIVUDINE

1 183 349 692 845 a.a.
(rtl) (rt 344)
V173L i

LAMIVUDINE | | -
. L180OM  :: M204I/V:




] [ ]

= Protéine = POLYMERASE 2

- . CHE- : R H

i Terminale i “P°®" 3§ TRANSCRIPTASEINVERSE [ oo
{

183 349 (rt1) 692 (rt344) 845 a.a.

GVGLSPFLLA  YMDD

I(G) 1{F) A B C D E
S B T et |
Résistance lamivudine | rtL180M | | rtM204 L |
- rtVA73L | - VIS | | |
| o L |
I | | I
Resistance adefovir . rtA181V i | i | FEN236T |
| | | | | I
| I | |
Résistance entecavir* | rtT184 i ISEI]EGICi . rtM250 |
. SIAIILT | | | v
| | : | | I
Résistance telbivudine i rtL180M | | rtM2041 | i i
L T ! L .

*Les mutations rtL180M et rtiM204V doivent étre pré-existantes



'l . , . .,
|HH||| Profils de résistance croisee

aux antiviraux

Tableau 1 Données de résistances croisées, obtenues in vitro, pour les molécules antivirales disponibles en clini-
que.
Cross-resistance data, obtained in vitro, for clinically available antivirals.

Lamivudine Telbivudine Entécavir Adéfovir Ténofavir
Wild-type S S S S S
IMIU4I R R R S S
L180M + M204V R R | S S
‘mm TIV | S S R S|
N236T S S S R |
maa'r +VI73L + R R R S S
250V*
T184G + S2021/G * R R R S S

*sur un fond génetique de mutations a la position rtM204
R : résistant ; 5 : sensible ; | : baisse de susceptibilite
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l“”” DOSAGE DE L'ADN VIRAL

1[]].[:'
10°
108

10°

Copies/mL

104
103
102

10

Hybridation Moléculaire

Amplification Génomique

107 []
108 |1

1B

Digene II bDNA TMA HBV  Affigene PCR
Std 3.0 Cobas Temps reel
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PCR quantitative par la méthode TaqMan
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-||”H| Mise en évidence des mutants
de résistance aux antiviraux

Technique d’hybridation inverse (InnoLiPA)

Séguencage partiel dans le gene de la
polymeérase

Détection des mutations par Light Cycler

Autres technigues genotypiques
Spectrométrie de masse
Puces a ADN

Techniques phenotypiques




'IIIH” Technique d’hybridation -
INNOLIPA

Alkaline Phosphatase

Streplavidin

Biolin

Amplified target

~SSSATTTTT

MNitrocellulose strip




.|IHH||| Technique d’hybri
INNOLIPA

[=-1- | - H
ENIG. Camino
L
L3

Lompenseiory
mutaang

Lavmt et i
Adafoir reperonee

mLtatiens

Al ol R ey [}
--1:I;-" B gLk i Lamivadins
Harn registance

mutation

Adelovir risslelroeg
mutatns

.. B I B = N = B = BB B 0
Adefoviy
resistanoe
mutation

AERANRNEN FHRURNRY RRRURED

24 30 6 4

Treatment course {months)
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1¢¢ réaction PCR

G o : . e
1 I I amplification de ’ADN génomique
‘ . .EH!I |
Purification . | . 96-Well GeneAmp
et dosage PCR System 9700

zi'll‘ll: réaction PCR (Applied Biosystems)
incorporation des fluorochromes

<

+ e
Purification Fj

Electrophorése par capillaire

v

ARl PRISM®E 3700 DMNA .-".I'l::||} FET
{Applied Biosystems)

Recherche de

mutations par
sequencage i

Sun Enterprise 450
{Sun microsystems)

Logiciel unix Gapd
[Staden)




GeneOhbjects

Document 1~

TRAINING

Curve views for Genelibrarian Case

147
A0 310 A R T i
1T 1 TR 1_N "
—— © Qptions
|24 : Agsay Mame

T 6 G C GTGC C CC CG Coa GiaT

c CT AG GoAGT G
‘ "‘. U __ : E M\w La;:;n_a;ll] 199907121

G T G C G C C G G,

A0 AR 0o !

labusers139909151026 - Training HCVY Database

labuser1 199907121 =

c
== 428,5-82a

Eery: |Iabuser1 199907 12 1428,5-8a & labuser1199907 121428,5-8h

l_ Mame Score Similarity Indels Mismatch
0 1

@ Ja_MNZIL1_D1T7763. seq 7878
iI Ja_FUS2010WGI. seqg Fiiva 0
ll Ja_T1787_LES46T. seq 7778 u]

=]

Merge of Query Sequences

labuserll199987121425 5-8b Unknown dir 3° LE9SE11E 2 UNTR Unanalwzed Processed
labuserll199987121425 5-0a Unknown  dir & LE9SE11E 2 UNTR Unanalvzed Processed
SJa_MZL1_D17763 . seq

union of HCW_B'MC.gnl sequences

CErMBEO
T T T T 1}

AcGAGTGTCGTGLAGCCTCCAGGA—cCTCCCCTCCCGGGAGAG-CCATAGTGETC TEEGGAACC-GETGAGTACACCGGAATCGLTGEGGTCACCGEGTCETTTC-
ABGAGTGTCGTGLAGCCTCCAGGA—SCTCCCC TCCCGGEGAGAG-COATAGTGETL TELGGAACC-GETGAGTACACCGGAAT LG TGEGETGACCGEETCCTTTC-

WETGCAGECTCCAGG=—RCTCCCCTCCCGGGAGAG-CCATAGTGETC TELGGAACC—GGTGAGTACACCEGAATCGCTGGGGTGACCGGETCCTTTE-
ACGAGTGTCGTGCAGEC TCCAGGA#CCECCCC TCCCGEGAGAGHICATAGTGETL TGLGGAACCHGETGAGTACACCGGAATCGLTGEGETGACCGEETCCTTT
AYGAGTRTYGHRCAGCCTCCARGH### LYY COMYCCGECAGAGHRCATRGTRGTC TRLGSAACCHEEY GAGTHCACSSSAATHYREYRRRRHGACYGRGTCCTTTCH
1 3 B3 [ife]

—TTGGAG-CAATCCOCTCAATACCCAGALATTTOG-GCG TGO COCGOGAGET CACTAGCCGAGTAGTOTTGAGTCGOOALAGE 183

—TTGRAG-CAALCCOCTCAATACCCAGAAATTTEG-GCGTGCLCOCGOGAGATCACTAGCCRAGTAGTGTTGE 185

—TTGGAG-CAATCCOCTCAATACCCAGAAAT T TOGACCG TGl COCGrGAGHT CACTAGCCOAGTAGTOTTGAGTCGORALAGE 192

#TTGGAGHCAALCCGCTCAATACCCAGAAATT TBGEGCGTGELCCCGLGAGET CACT AGCCGAGTAGTGTTGEGTCGEGAAAGE 183

## TGORNEHWHMCCCRC TCWR TRYYHRREHY A T T TGG=RCRY GL L C OGO AGAY Y RCYRGCCKAGTRGYRTTGRG TR GCGAMMSES 176
115 145 175

CEMEO

CEMEO

apply Locked Bases Clear Locked Bases Show aAmino &cids | Wrap v]




180 =
~ 140 - W!
= | HBwosix
= 100 -
= ALT
&l
0 /
ﬂ LI 1 1
1
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Codom 130 LiF&
S
Codom B4 LR M M MA W W
ey M M M o———x ¥
Codom 209 Lipe ¥ ¥ ¥ W W
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= — —  — —
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Codon 180
L] - — =
K - —_— —
Codon 204 - - =

fodon 207 W &= — — — —

100 =

=

_Hﬂ =0
=

&0 E

2 &

0 =,

20 =)

Sequencage de produits de PCR

Peut détecter toute nouvelle mutation

L TOCMTGE &GCOT

T & T AT GG AT

LIPA

Trés sensible {mutants minoritaires
et charge virale faible)



-||”H| PCR en Temps réeel
Methode Light Cycler

hy ™ 2y
.

SONDE1 _—*  SONDE 2

marquée ala () ‘ marquée au

fluorescéine R eed B

Amorce ! ‘ ‘ LC Red 640
:;::.

MUTATION Ty
Amorce

Fig 6. Principe de détection de mutations & |'aide de sondes
marquées par PCR en temps réel.
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IIllH PERSPECTIVES
THERAPEUTIQUES




Ml NouVEAUX ANTIVIRAUX

Tenofovir

Clevudine (Ans de la thymidine)
Pradefovir (précurseur de 'ADF)

LB 80380 (ANA 380): Ans de la guanosine
Valtorcitabine

Ramafovir

Alamifovir

Amdoxovir




I iMMUNOTHERAPIE

Virus non cytolytique

Roéle de laréponse immunitaire specifique et
iInflammatoire non spécifique dans la lyse cellulaire

Infection chronique

Réponse cellulaire T faible, de spécificité restreinte et
difficilement détectable en périphérie

Présence de LT spécifiques au niveau du foie + fort infiltrat
lymphocytaire non spécifique

Production de cytokines (réponse Thl) nécessaires au
contrOle viral par les LT stimulés est faible ou absente




il IMMUNOTHERAPIE

Immunothérapie non spéecifique ou spécifiqgue par
lymphocytes T

Inhibition d’IL10
Administration de lymphocytes T activés

Augmentation de la réponse immune specifique en

greffant sur les lymphocytes T des recepteurs
recombinants




T
l“” VACCINOTHERAPIE

Vaccinothérapie
Vaccin proteique
Vaccin a ADN permettant une induction d’'une
reponse immune cellulaire et humorale

Vaccinothérapie associee a un traitement antiviral




..||\H| CONCLUSION

Importance du choix therapeutique
Risque de résistances aux antiviraux
Risque de résistances croisees
Recours aux techniques sensibles
Surveillance du traitement
Détection precoce des mutants de résistance

Importance de la recherche sur la thérapeutique
contre lI'infection par le VHB

Importance de la prévention
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