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CHARLES
DARWIN

lllustration 1 : Premiére de couverture d’une réédition de I'ceuvre de Darwin sur la théorie

de I'évolution des especes (Darwin 1859).



INTRODUCTION

PARTIE 1 : du concept d’évolution au concept de résistance virale

La sélection naturelle, de Charles Darwin a Manfred Eigen

'y a un peu plus de 150 ans naissait le principe fondamental de la théorie de
I’évolution (Darwin 1859), qui allait bouleverser notre compréhension de la vie et poser les
fondements de la biologie moderne (illustration 1). Ce dogme scientifique, d’abord limité a
I’explication de la biologie du régne du vivant, est devenu trés tot philosophique car il
redéfinissait les régles qui régissent la vie sur Terre, domaine réservé jusqu’alors a la
religion. Il suscita des affrontements verbaux restés céleébres, comme le débat qui eut lieu a
Oxford en 1860 lors d'une réunion de I'Association britannique pour I'Avancement des
Sciences au cours de laquelle I'évéque d'Oxford, Samuel Wilberforce, s'en prit a Darwin a
travers Thomas Huxley en lui demandant s'il descendait du singe par son grand-pére ou par
sa grand-mére, ce a quoi Huxley rétorqua qu'il « préférerait descendre d'un singe plutét que
d'un homme instruit qui utilise sa culture et son éloquence au service du préjugé et du
mensonge ». A ce jour, peu de théories ont été l'objet d’autant de tentatives de
contradiction. La théorie de Darwin est pourtant toujours présente a I'ére de la génétique
moléculaire, de plus en plus d’arguments s’accumulant au fil des ans pour confirmer la
justesse de l'intuition initiale, et s’"étend méme a de plus vastes domaines, comme par

exemple I'adaptation des virus a leur environnement.

Charles Darwin, lors de ses études a Cambridge, a été un lecteur assidu et un adepte
des théories théologiques de William Paley, qui proposait dans sa « Théologie naturelle »

(Paley 1802) une explication du phénoméne d’adaptation des étres vivants a leur
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Certhidea olivacea
Probing bill, insect eater
Feeds in rees

Camarhynchus paliidus
Prabing hill. insect sater
Uses twig or cactus spine

1o probe insecis from cactus

Camarhynchus heliobates
Grasping bill, insect 2ater
Feeds in trees

Camarhynehus craasicostris
Crushing bill, cactus seed ealer

lllustration 2 : Exemple d’adaptation étudiée par Darwin lors de son voyage sur le Beagle. Ici,
les oiseaux de la méme espéece se sont adaptés en fonction des ressources disponibles dans

leur milieu environnemental (Starr and Taggart 2006).



environnement comme un dessein de Dieu : « Si vous trouvez une montre, vous ne doutez
pas qu'elle a été fabriquée par un horloger. De méme, si vous considérez un organisme un
peu complexe, avec |'évidente finalité de tous ses organes, comment ne pas conclure qu'il a
été produit par la volonté d'un Créateur? Car il serait simplement absurde de supposer que
I'eeil d'un mammiféere, par exemple, avec la précision de son optique et sa géométrie, aurait
pu se former par pur hasard » [traduction de (Jacob 1981)]. Cependant, les observations que
fit Darwin lors de son voyage sur le Beagle n’étaient pas compatibles avec cette doctrine,
elles tendaient méme plutdt a suggérer une autre explication, de laquelle la main de Dieu
était absente. Darwin commenca a se détourner de la thése créationniste et chercha a
expliquer le phénomeéne d’adaptation des étres vivants a leurs conditions d’existence ; ce
sera pour lui le mécanisme de la « sélection naturelle ». Pour Darwin, il n’y a donc pas de
puissance surnaturelle qui sélectionnerait les individus afin d’améliorer les especes; la
sélection doit étre le produit d’un ressort non intentionnel, d'un mécanisme non dirigé,
émanant d’'un ensemble de conditions spontanées et nécessaires, qui aboutissent
automatiquement a 'adaptation de I'étre vivant a son milieu (lllustration 2). Ses arguments
scientifiques s’inspirent notamment de la lecture de Thomas Robert Malthus, « Essai sur le
principe de population » (Malthus 1798), dans lequel est exposée l'idée selon laquelle la
croissance des populations est nécessairement limitée par la disponibilité des ressources
naturelles. Ainsi, en période de pénurie nait une lutte pour la survie entre les individus de la
méme espece et entre les especes qui se disputent les ressources rares; seuls alors
survivent et parviennent a se reproduire les étres les plus adaptés a ces circonstances. C’est
le philosophe Herbert Spencer, fervent défenseur de Darwin, dans son « Principles of
biology » (Spencer 1864) qui résumera le mieux le principe de I’évolution par sa phrase

« survival of the fittest » .






Le Darwinisme ne s’imposa pourtant pas immédiatement, notamment en France ou
sera soutenue pendant de longues années la thése du naturaliste francais Jean-Baptiste de
Lamarck, souvent présentée comme antinomique. Ce dernier, dans « Philosophie
géologique » (Lamarck 1830), ne remet cependant pas en cause le principe d’évolution mais
plutot le mécanisme de sélection. Il explique que si la tendance a la complexification avait
été seule a jouer, la progression de la composition des animaux e(t été réguliére ; or, le
degré de diversification biologique évolue au gré des circonstances rencontrées par |'étre
vivant ; ce sont donc les circonstances qui sont responsables de I'évolution des especes. Il
plaide ainsi pour une théorie héréditaire acquise. C’est le biologiste Auguste Weismann dans
« The Germ Plasm: A theory of heredity » (Weismann et al. 1893) qui apportera un premier
élément déterminant pour rompre avec le Lamarckisme, avec son expérience célébre dans
laquelle il a entrepris de couper la queue de souris sur de nombreuses générations pour
montrer qu’aucune adaptation n’était observée. Il y défend également la théorie du plasma
germinatif, selon laquelle les organismes pluricellulaires sont constitués de cellules
germinales, contenant l'information héréditaire, et de cellules somatiques, effectuant les
fonctions vitales. Les cellules germinales ne sont influencées ni par ce que le corps apprend,
ni par aucune capacité que celui-ci acquiert au long de sa vie, et ne peuvent donc pas
transmettre ces capacités a la génération suivante. Ces avancées sont a l'origine de la
redécouverte de I'ceuvre de Gregor Mendel : « Recherche sur des hybrides végétaux », qui
mettent en évidence le caractere héréditaire de la transmission des genes (Mendel 1865) et

signent I’entrée de la biologie dans I’ére de la génétique.

Le début du XXeme siécle fut d’abord marqué par la confrontation de deux théories,
le saltationnisme et le gradualisme. Pour les mutationnistes saltationnistes, les mutations

d’effet important sont le moteur de I'évolution, I'évolution d’'une génération a I'autre se
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faisant par sauts, et non graduellement. La sélection naturelle jouerait donc un role mineur
dans I'évolution et les espéces apparaitraient a la suite de macro-mutations. Thomas
Morgan, dans « Le mécanisme de ['hérédité mendélienne » (Morgan 1915), montra
cependant que les traits a hérédité mendélienne pouvaient parfaitement correspondre a de
trés petites variations (gradualisme). Autrement dit, la nature discrete de I'hérédité est
parfaitement compatible avec la nature continue de la variation et donc le darwinisme. La

synthése néo-darwinienne pouvait alors survenir.

Ronald Aylmer Fisher, plus connu aujourd’hui pour les tests statistiques qui portent
son nom, a été un des principaux artisans de cette synthése en formalisant
mathématiquement pour la premiere fois la théorie de I'évolution dans son théoreme
fondamental de la sélection naturelle publié dans « The genetical theory of natural
selection » (Fisher 1930). Il sera d’ailleurs un des auteurs du livre de Julian Huxley
« Evolution, the modern synthesis » (Huxley 1942) qui expose les principes de base de la

génétique des populations :

La base de la variation continue est discontinue. Le phénotype est en effet la
résultante de I'effet des genes, de celui du milieu, et de leur interaction.
Méme pour des caracteres a déterminisme génétique simple, I'effet du milieu
est tel que la variation phénotypique est continue. En outre, la plupart des
caracteres sont déterminés par plusieurs loci d’effet individuel faible, d’ou un
nombre de combinaisons potentiellement infini, ce qui, méme en I'absence
d’effet du milieu sur I'expression phénotypique, conduit a une variation

phénotypique de nature continue, gaussienne.



R D Many cells Few cells
Non virulent  extract of R of 5

from S {Non virulent) (Virulent)
(extract is
non virulent (5]
but living S @;D
is virulent)

Figure 1: Expérience réalisée par Avery pour démontrer le réle de I'ADN dans la
transmission de I'information héréditaire : par transformation bactérienne de bactéries non
virulentes avec de I’ADN de bactéries virulentes, il obtient des bactéries virulentes (Avery et

al. 1944),



La reproduction sexuée permet de faire apparaitre de nouveaux génotypes
sans qu’il soit nécessaire qu’une mutation se produise.

La sélection naturelle peut agir méme sur des petites variations a travers
I'augmentation de fréquences des alléles sélectionnés, qui se traduit par une
évolution continue.

Le hasard ne facilitant pas I'action de la sélection naturelle : une mutation
unique a peu de chances d’augmenter en fréquence, méme si elle est
avantageuse.

Les macro-mutations, sans doute plus rares que les micro-mutations,

contribuent peu a I’évolution, en particulier a la diversification.

Si les bases du concept de la sélection naturelle étaient établies, le support de
I'information génétique restait inconnu. L'existence de I’Acide désoxyribonucléique (ADN)
était connue depuis Friedrich Miescher en 1869 (Dahm 2008), mais c’est Oswald Avery dans
son article de 1944 qui, le premier, démontra le réle de I’ADN dans la transmission de
I'information héréditaire (Avery et al. 1944) (Figure 1). Peu de temps avant, Wendell
Meredith Stanley cristallisait pour la premiére fois le virus de la mosaique du tabac (Stanley
1935), permettant d’établir que les virus sont constitués en partie d’acide Ribonucléique
(ARN) ou d’ADN et ouvrant la voie a I'extension de la théorie de I’évolution au monde viral. Il
fallut attendre quelques années de plus et les travaux du biochimiste Manfred Eigen pour
gue les principes de la sélection naturelle, essentiellement pensés pour les étres vivants a
reproduction sexuée, soit étendus au monde des virus. C'est ainsi que le concept de « quasi-
espéce » apparut pour la premiere fois dans l'article « Self-organization of matter and the
evolution of biological macromolecules » (Eigen 1971), principe qui vaudra a son créateur le

Prix Nobel en 1967 et sera repris et développé avec Peter Schuster dans « The Hypercycle, a
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Intermediate viral Major viral population
populations detected detected by direct
by cloning and sequencing
sequencing

. oo . —
SR X Minor viral populations
detected by ultra-

sensitive techniques
such as NGS

Figure 2 : Organisation en quasi espéce des virus hautement variables. Chaque variant
possede un potentiel génétique différent associé a une capacité réplicative différente et une

distribution différente au sein de la quasi-espéece (Chevaliez et al. 2012).



principle of natural self-organization » (Eigen and Schuster 1979) pour prendre la forme

qu’on lui connait aujourd’hui.

Du concept de quasi-espéece au développement de la résistance

Eigen a décrit en 1971 les bases fondamentales, encore valides aujourd’hui,
permettant de comprendre les mécanismes d’émergence de variants résistants chez les virus
hautement variables comme le virus de I'immunodéficience humaine (VIH), le virus de
I’hépatite B (VHB) ou le virus de I’'hépatite C (VHC). Chez ces virus, I'absence de mécanismes
correctifs lors des cycles de réplication entraine a chaque cycle viral la synthese d’'un nombre
de mutations sans commune mesure avec le reste du régne du vivant : 1,4x10™* mutations
par nucléotide et par cycle pour le VIH, 1,15x10™ pour le VHB, 6,3x10™ pour le VHC (Ji and
Loeb 1992; Park et al. 2003; Cuevas et al. 2009), contre seulement 10 par cycle cellulaire
pour 'homme (Lynch 2010). Ainsi, ces virus ne sont pas caractérisés par une entité
génétique définie, mais au contraire par une multitude de sous-populations virales
apparentées et génétiquement proches qui forment collectivement I'entité. Les potentiels
génétiques différents des sous-populations virales composant la quasi-espéce s’expriment
par des capacités fonctionnelles différentes, aboutissant a des capacités réplicatives
différentes. Ainsi, dans un environnement réplicatif donné, une sous-population peut
posséder un potentiel génétique plus favorable, qui lui permet d’occuper une place plus
importante au sein de la quasi-espeéce ; elle sera donc la population majoritaire. D’autres
populations, moins adaptées, se partagent des parts de moins en moins importantes de la
niche écologique a mesure que leur potentiel réplicatif diminue dans leur environnement

réplicatif, donnant naissance a des sous-populations intermédiaires et minoritaires (Figure 2)
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(Chevaliez et al. 2012). Les sous-populations virales non capables de répliquer dans cet

environnement sont éliminées.

La reconnaissance de la distribution en quasi-espece des virus est la clé de la
compréhension de leur évolution dans un milieu environnemental donné (Pawlotsky 2005).
Ce phénomeéne, dynamique, s’inscrit dans I'espace-temps. Il s’agit d’'une adaptation
constante aux pressions sélectives exercées par le milieu extérieur, de telle sorte que la
guasi-espéce étudiée a un instant donné est le résultat des pressions exercées dans le passé
et de la lutte du virus pour sa survie sous ces pressions consécutives. Prédire I'évolution
dynamique d’'une quasi-espéce virale revient donc a « parier » sur le poids de chacune des
pressions exercées dans le présent. Modélisée mathématiquement, la quasi-espéce est donc
un « objet » en mouvement dans |'espace des possibilités génétiques du virus, que I'on peut
caractériser par sa position initiale et un « vecteur vitesse » qui lui permet de se diriger dans
une direction précise. L'étude de la position initiale se fait par des études statiques et
permet de caractériser I'influence du potentiel de départ de la quasi-espéce sur sa capacité a
se diriger. Au contraire, les études dynamiques permettent de définir le vecteur vitesse, qui
correspond a la somme des vecteurs représentant chacun une pression, caractérisés eux-
mémes par une vitesse et une direction propres (Rodriguez et al., 2012). Pour aller plus
avant dans la description de cet objet mobile, il convient de définir précisément le contexte
d’étude, car lintérét que l'on porte a la description précise du mouvement est
essentiellement lié a la destination que le virus est susceptible d’atteindre et que I'on veut a

tout prix éviter, en I‘'occurrence I'état de résistance.

12






La résistance : un concept multifactoriel complexe

Si I'on reprend la notion « d’objet mobile » utilisée précédemment pour décrire la quasi
espece virale, défini par des coordonnées de départ et un vecteur vitesse, il est possible de
déterminer la position de I'objet a un temps précis, comme par exemple l'issue d’un
traitement antiviral, mais ceci nécessite de connaitre parfaitement I'ensemble des

paramétres de I’équation.

L’espace-temps de la quasi espéce n’étant pas fini et n’ayant pas d’origine, la position de
départ ne pourra étre décrite qu’en terme de distance avec la position d’arrivée que I'on
souhaite étudier, c’est-a-dire la situation de résistance. Il est aisé d’imaginer que I'objectif de
résistance sera atteint d’autant plus rapidement que certains événements primaires sont
déja survenus, car le virus se trouvera a une distance originelle plus courte de la destination
finale. Ainsi, la présence de variants viraux majoritaires résistants a un traitement antiviral
(comme dans le cas de la transmission d’héte a hote de virus résistants) est rapidement
associée a I'observation d’une résistance clinique chez les patients infectés par le VIH traités
par trithérapie (Little et al. 2002). De la méme facon, la présence de variants minoritaires
chez des patients naifs séropositifs pour le VIH augmente le risque de survenue d’une
résistance a la trithérapie antivirale, et ce d’autant que leur prévalence dans la quasi espéce
est plus élevée (Johnson et al. 2008; Simen et al. 2009). Un virus plus proche de |'espace de
résistance trouvera donc plus fréquemment et plus rapidement la voie vers celui-ci. Le
concept peut tres vraisemblablement étre étendu au VHB et au VHC, dans la mesure ou les
conditions de réalisation de ces événements sont également réunies, bien que ce point reste

a démontrer pour ces virus.
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Production virale (virion/jour) 10'° 10% 10%%/13
Demi-vie d’un virion (h) 1 2-3 3-34
1,4.10" 6,3.10™ 1,15.10"

Taux de mutation/nucléotide/cycle
Nombre de changements nucléotidiques % de tous les mutants possibles créés par jour

1 100% 100% 100%
2 2% 100% 66%
3 <10° 0.0034% <10°

Tableau 1 : Caractéristiques de réplication des virus hautement variables VIH, VHC et VHB

d’aprés (Murray et al. 2006; Soriano et al. 2008; Rong et al. 2010)



Du point de vue de la dynamique virale, comme on I'a dit, I'évolution d’une quasi espece
virale vers I'état de résistance est en partie déterminée par un vecteur vitesse résultant de
I'addition des différentes pressions exercées. Cependant, il est important de noter qu’en
I'absence de toute pression, le virus posséde une capacité intrinséque d’évolution aléatoire
qui peut influencer le vecteur vitesse final. Cette propriété est liée a trois caractéristiques

virales importantes (Tableau 1):

la production quotidienne de virion
la demi-vie du virus dans I'organe de production et dans la circulation générale

le taux de mutations spontanées du génome viral

Pour le VHC, il a été montré que I'’ensemble des génomes possibles possédant une ou deux
mutations par rapport a la séquence consensus était produit chaque jour, contre seulement
2% des génomes doublement mutés possibles pour le VIH (Murray et al. 2006; Soriano et al.
2008; Rong et al. 2010). Il est aisé d’'imaginer que la rapidité avec laquelle la quasi espéce
virale tend naturellement vers I'état de résistance est influencée par le nombre de mutations
gue le virus est capable de produire par unité de temps. Néanmoins, les mutations acquises
qui font progresser le virus vers son objectif de résistance sont souvent accompagnées d’un
déficit de capacité réplicative par rapport au virus sauvage. Ainsi, la charge virale ou nombre
de virions produit chaque jour diminue, altérant de ce fait la vitesse de progression du virus
vers I'espace de résistance a mesure qu’il se rapproche de son objectif. Poussé a I'extréme,
ce processus pourrait prendre un temps infini, incompatible avec la survie du virus,
conduisant au « crash » viral et a la guérison du patient. Pour éviter cet écueil, la quasi
espéce virale progresse vers |'espace de résistance grace a la sélection d’'une combinaison de

mutations de résistance et de mutations qui améliorent la réplication des virus résistants
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(mutations dites de « fitness ») afin d’atteindre son objectif dans un délai compatible avec la
survie du virus. Il apparait ainsi que la charge virale et le temps nécessaire pour atteindre
I’état de résistance sont intrinsequement liés et que deux leviers sont possibles pour
infléchir la trajectoire du virus vers la résistance : la diminution de la rapidité d’évolution du

virus par la réduction de la charge virale et/ou I’éloignement de I'espace de résistance.

Les facteurs qui influencent la charge virale sont de deux ordres, les capacités intrinséques
de lutte contre le virus possédées par le patient et des facteurs extrinséques sur lesquels il
est possible d’intervenir. Les premiéres sont liées essentiellement au fond génétique du
patient. En effet, si tous les étres humains sont dotés des mémes outils de défense
antivirale, tous ne sont pas capables de les mettre en ceuvre avec la méme efficacité
(Pawlotsky 2009). Il a par exemple été montré que des polymorphismes situés a proximité
du géne de I'lL28B (ou interféron lambda 3) étaient associés a un taux de guérison
spontanée significativement plus élevé chez les patients en phase aiglie d’infection par le
VHC (Thomas et al. 2009) et a un plus fort taux de guérison sous traitement par interféron
pégylé chez les patients ayant une infection chronique. D’autres exemples existent dans le
domaine du VIH, comme les patients HLA B57 dits « contréleurs » qui sont capables de
maintenir un taux de réplication virale trés bas en I'absence de traitement antiviral (Kosmrlj
et al. 2010) ou les patients présentant un effet de barriére a I'entrée virale retardant ou
empéchant la progression de I'infection car dépourvus du corécepteur lymphocytaire CCR5
(Goh et al. 1999). Le métabolisme peut également jouer un réle important sur I'émergence
de la résistance. En effet, dans le contexte de la thérapeutique antivirale, il conditionne la
biodisponibilité des médicaments. Selon que le médicament doit étre métabolisé pour étre
actif et/ou étre éliminé, il est possible d’observer un défaut d’activité antivirale ou une

toxicité qui pourra avoir des répercussions en termes d’observance.
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Standard-Interferon Pegylated Interferon

lllustration 3 : La pégylation de la molécule d’interféron alpha permet sa protection contre

les processus protéolytiques et augmente sa biodisponibilité.



Si I'on considere les aspects interventionnels, la thérapeutique antivirale tient évidemment
une place prépondérante et fera l'objet d'un chapitre spécifique. Pour tous les
médicaments, la puissance antivirale induit la diminution de la charge virale et influence
donc la vitesse de progression de la quasi espéce vers la résistance. Cependant, I'effet est
maximal si les conditions de traitement et la biodisponibilité du médicament sont optimales,
en particulier grace a une stricte observance du traitement. L'adhésion du patient est un
facteur fondamental de la réussite ou de I'échec du traitement. Par exemple, la fréquence
de la prise des médicaments antiviraux peut jouer un réle important. Si les efforts de
développement thérapeutique ont permis d’optimiser les thérapeutiques antivirales du VHB
et du VIH, avec souvent une seule prise de médicament par jour, il subsiste des difficultés
pour les thérapeutiques anti-VHC et les thérapeutiques anti-VIH de 2éme ligne. Par exemple,
les nouveaux médicaments inhibiteurs de protéase du VHC nécessitent trois prises par jour a
heure fixe associées a une prise d’aliments gras pour en augmenter la biodisponibilité. Les
contraintes organisationnelles sur le plan professionnel et privé peuvent donc
compromettre la poursuite des traitements antiviraux a long terme et favoriser la survenue
de la résistance par la moindre pression antivirale exercée. Des recherches visant a

I'amélioration de la biodisponibilité des médicaments sont poursuivies selon plusieurs axes:

« protection » du médicament par greffe de molécules diminuant son accessibilité
aux processus d’élimination, par exemple la pégylation de l'interféron qui permet
aujourd’hui une injection hebdomadaire et un taux sérique élevé stable alors que
I'interféron non pégylé devait étre administré trois fois par semaine, voire
guotidiennement (illustration 3).

inhibition directe des cytochromes responsable de la dégradation ; par exemple le

« boost » par le ritonavir utilisé dans le traitement par les inhibiteurs de protéase du

16



Speed :

/ * Viral load : Compliance, immunity,

/ metabolism, viral replication, DAAs power
* Mutation rate

Distance :
*  Genetic barrier of DAAs :
resistance mutations,
fitness mutations
Wt At space S Resistant it space

Figure 3 : Parameétres influencant la trajectoire du virus vers la résistance. (Rodriguez et al.,
2012). Le temps mis pour atteindre la résistance est proportionnel a la distance entre le virus
initial et I'état de résistance et inversement proportionnel a la vitesse, calculée a partir des
parametres de charge virale et des taux de mutation. La charge virale est elle-méme fonction
de nombreux parametres comme la compliance du patient au traitement, I'efficacité du
systeme immunitaire, la capacité de réplication du virus et la puissance antivirale du

médicament utilisé.



VIH ou du VHC pour augmenter la biodisponibilité des inhibiteurs de protéase de I'un

et I'autre virus (Zeldin and Petruschke 2004; Gane et al. 2011).

La seconde possibilité d’action pour éviter la résistance est d’éloigner la quasi espéece virale
de son objectif. Pour cela, il est possible de choisir des thérapeutiques qui obligent a un
nombre d’événements « mutation » plus important, c’est-a-dire des médicaments ou des
associations thérapeutiques dotés d’une barriere génétique a la résistance élevée. Cet
aspect est souvent développé pour les nouvelles générations de traitement aprés qu’un chef
de file ait démontré son efficacité. C'est le cas par exemple de la lamivudine dans le
traitement du VHB ou de la zidovudine dans le traitement du VIH, molécules a faible
barriere génétique, qui ne sont plus utilisées aujourd’hui au profit de médicaments

possédant une barriere génétique beaucoup plus élevée.

En résumé, la quasi-espéce virale est un objet mobile dans l'univers des possibilités

génétiques et le temps nécessaire pour atteindre la résistance est (Figure 3) :

proportionnel a la distance qui le sépare de cet objectif, autrement dit dépendant de
la barriére génétique (qui tient compte des mutations de résistance nécessaires pour
conférer la résistance a une classe ou une combinaison données), ou plus
généralement de la barriére a la résistance (qui tient compte des mutations de
résistance mais aussi de la capacité réplicative des variants viraux résistants).

inversement proportionnel a la vitesse de sélection des mutations, qui dépend de la
charge virale, elle-méme dépendante de la compliance, de I’environnement
immunitaire, de la réplication virale, de la puissance antivirale du ou des

meédicaments et du taux de mutation du virus
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Figure 4 : Cibles antivirales connues dans le cycle cellulaire du VIH. En vert et jaune sont

indiquées les cibles thérapeutiques pour lesquelles des médicaments existent sur le marché

en rouge les cibles pour lesquelles des médicaments sont en développement (Flexner 2007)



PARTIE 2 : Thérapeutique antivirale et résistance, aujourd’hui et demain

Thérapeutique et résistance

Les antiviraux jouent un réle primordial dans la lutte contre I’émergence de la résistance en
intervenant a 2 niveaux. Le premier niveau est lié a leur puissance antivirale, qui conditionne
la rapidité et I'amplitude avec laquelle la charge virale sera réduite. Le deuxieme niveau
consiste a éloigner I'espace de résistance en augmentant la barriére du traitement. Cela a
été souvent réalisé en modifiant la structure du médicament et en associant des
médicaments entre eux afin de créer des combinaisons dont la barriere a la résistance est
élevée. La course a la découverte de nouvelles classes thérapeutiques a abouti au
développement de nombreuses familles de médicaments pour le VHC, le VHB et le VIH
(Sarrazin et al. 2012). Dans ce chapitre, nous décrirons les cibles thérapeutiques principales
et les mécanismes de résistance associés, en préambule a la description des aspects

pratiques de la prise en charge clinique de la résistance (partie 4) (Pawlotsky 2012).

Le traitement du VIH

Le cycle viral du VIH (Figure 4) (Flexner 2007) débute par l'entrée du virus dans le
lymphocyte T CD4+. Cette étape, qui constitue une cible thérapeutique importante,
nécessite la fixation de la protéine d’enveloppe virale gp120 au récepteur CD4 et aux co-
récepteurs CCR5 ou CXCR4 du lymphocyte. Cette fixation entraine I'ouverture de la gp120 et
le déploiement de la protéine gp41. Cette derniére possede 3 domaines importants : HR1,
HR2 et le peptide de fusion (PF). Lorsque la gp41l se déploie, le peptide de fusion vient
s’'intercaler dans la membrane cellulaire, puis un repliement de la protéine résultant du

rapprochement des domaines HR1 et HR2 permet le rapprochement des membranes
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cellulaires et virales et, finalement, la fusion des membranes. Cette étape du cycle viral est la

cible de deux médicaments ayant recu une autorisation de mise sur le marché :

le maraviroc, inhibiteur du CCR5 (Dorr et al. 2005)
I’enfuvirtide, analogue du domaine HR2 de la gp41 empéchant le repliement

de la gp41 et la fusion des membranes (Lalezari et al. 2003)

Des inhibiteurs de CXCR4 sont en cours de développement mais semblent associés a une

toxicité importante (Choi et al. 2012).

Le cycle viral se poursuit par une phase cytoplasmique au cours de laquelle surviennent la
décapsidation et la transcription inverse du virus. C'est cette étape de transcription inverse,
assurée par la transcriptase inverse, qui a été la cible des premiers médicaments anti-VIH et
reste une cible thérapeutique trés importante. La transcriptase inverse posséde deux

activités enzymatiques distinctes, dépendantes I'une de I'autre :

I'activité de transcription inverse, cible de deux classes médicamenteuses sur
le marché: les inhibiteurs nucléosidigues ou nucléotidiques de |Ia
transcriptase (INTI) et les inhibiteurs non-nucléosidiques de la Tl (INNTI)

I’activité RNase H, qui dégrade la partie ARN de I’hétéroduplex ADN/ARN a
mesure que celui-ci est synthétisé. Cette activité est I'objet d’intenses
recherches d’inhibiteurs qui n’ont pour le moment pas abouti en raison d’une
toxicité excessive liée a sa proximité de structure avec les RNase H humaines

(Tramontano and Di Santo 2010).

L’ADN synthétisé est ensuite transporté vers le noyau puis intégré a ’ADN chromosomique
cellulaire grace a une intégrase ; les inhibiteurs d’intégrase constituent une nouvelle classe

thérapeutique prometteuse (Pommier et al. 2005). L’ADN intégré est ensuite transcrit en
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Figure 5 (a gauche) : Cibles antivirales connues sur le cycle cellulaire du VHC. Les

médicaments antiviraux ciblant ’h6te ne sont pas représentés (De Clercq 2007).

Figure 6 (a droite): La thérapie par interféron alpha permet de stimuler 'activité des ISGs

(interferon-stimulated genes), permettant la synthése de protéines a activité antivirale non

spécifigue comme la PKR ou la 2’5’0OAS (Katze et al. 2002).



ARNs qui sont en partie traduits en protéines structurales et non structurales. Parmi ces
dernieres, les protéines a activité nucléaire Tat, Nef et Rev qui, respectivement, augmentent
la quantité d’ADN viral transcrit, maintiennent un niveau d’activation élevée de la cellule et
protégent I’ADN viral du splicing, font I'objet de développements thérapeutiques (Davidson
et al. 2009; Wick et al. 2009; Vercruysse et al. 2010). La protéine Vif, qui inhibe la protéine
APOBEC3G qui protege le génome viral d’'une hypermutation délétere pour le virus, fait
également 'objet de recherche d’inhibiteurs (Nathans et al. 2008). Les nouveaux génomes
synthétisés, sont ensuite encapsidés et enveloppés avant d’étre largués dans le milieu
extracellulaire. Finalement, les virions subissent une phase de maturation des protéines de
capside assurée par une protéase virale, qui est également la cible de nombreux inhibiteurs

utilisés en thérapeutique, appelés inhibiteurs de protéase.

Le traitement du VHC

Le traitement du VHC est en partie fondé sur des approches antivirales directes (DAAs) par
ciblage de protéines virales impliquées dans le cycle viral (Figure 5). Le cycle viral du VHC (De
Clercq 2007) débute par I'entrée du virus dans I'hépatocyte. Cette étape met en jeu de
nombreuses protéines réceptrices, plus particulierement les récepteurs scavenger receptor-
B1, CD81, occludine ou claudine-1. Elle fait I'objet de recherches actives de médicaments
inhibiteurs. Cependant, la méconnaissance de la fonction exacte des molécules impliquées
dans le complexe récepteur est un frein important au développement de médicaments non
toxiques (Lemon et al. 2010). Le cycle cellulaire du VHC est exclusivement cytoplasmique. Il
comprend une phase de réplication du génome et de synthése de I’ARN codant catalysée par

une ARN polymérase dépendante de I’ARN (protéine NS5B), qui est la cible de nombreux
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médicaments en développement (Soriano et al. 2011; Haudecoeur et al. 2012). La traduction
du cadre de lecture ouvert unique du VHC aboutit a la synthese d’une polyprotéine qui est
ensuite clivée par des protéases cellulaires et virales. La protéase virale NS3/4A, qui assure le
clivage en trans de I'ensemble des protéines situées en aval, est la cible de nombreux
médicaments en développement, dont deux sont récemment arrivés sur le marché
(Hofmann and Zeuzem 2011; Pawlotsky 2011; Sarrazin et al. 2012). Le cycle se poursuit par
I’encapsidation, le bourgeonnement de la particule virale dans la lumiére du réticulum
endoplasmique, la maturation des protéines virales dans I'appareil de Golgi et I'exocytose du

virus.

L'interféron alpha et la ribavirine restent cependant pour encore quelques années a la base
du traitement des hépatites virales C, seuls (génotypes non 1) ou associés a un inhibiteur de
protéase (patients infectés par un VHC de génotype 1) (Chevaliez and JM 2008). L’efficacité
de l'interféron alpha semble essentiellement liée a ses propriétés antivirales indirectes,
elles-mémes liées a I'activation de I'expression de protéines codées par les ISGs (interferon
stimulated genes), par exemple la protéine kinase R (PKR) ou la 2'-5'-oligoadénylate
synthétase (2’5’-OAS), qui ont essentiellement pour fonction de diminuer [Iactivité
traductrice de la cellule en ciblant les facteurs de traduction (Figure 6)(Katze et al. 2002). Le
mécanisme d’action de la ribavirine sur le VHC reste encore objet de débat. Son activité
antivirale directe est faible (Pawlotsky et al. 2004) et elle ne semble pas agir par le biais de
I'inhibition de I'enzyme cellulaire inosine monophosphate déshydrogénase (IMPDH). Un
effet d’accélération de la clairance immune ou la modulation des ISGs ont été évoqués et

pourraient expliquer la synergie observée avec l'interféron (Figure 7) (Lau et al. 2002).

A cOté des DAAs qui ciblent directement les fonctions virales, des inhibiteurs de cyclophyline

sont également en cours de développement dans le traitement de I’hépatite chronique C.
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Leur efficacité antivirale s’expligue notamment par le réle important de I'association de la
cyclophyline A au complexe de réplication, qui semble indispensable a sa réalisation (Kaul et

al. 2009; Liu et al. 2009; Coelmont et al. 2010; Gallay 2012)

Le traitement du VHB

Le traitement de I’hépatite chronique B est fondé sur l'interféron alpha ou sur des
inhibiteurs spécifiques de la transcriptase inverse du virus. Dans le cas du VHB, l'interféron
alpha agit a deux niveaux, en bloquant de facon non spécifique la production de virus et en
induisant les réponses immunes qui controlent I'infection (Ghany and Liang 2007). Le cycle
du VHB (Figure 8) commence par une phase d’entrée qui utilise des récepteurs non identifiés
a ce jour. Le virus est ensuite internalisé, décapsidé et le génome est transporté jusqu’au
noyau sous forme d’ADN partiellement double brin. Une phase de réparation de I’ADN
conduit a la formation d’'un ADN entierement double-brin et a son compactage en ADNccc
(covalently closed circular DNA) ou ADN super-enroulé. L’ADNccc est utilisé par la cellule
comme un mini-chromosome (Bock et al. 2001), la transcription du génome viral aboutissant
a la synthése d’un ARN pré-génomique et de plusieurs ARN messagers codant les protéines
virales, notamment les protéines de capside et 'ADN polymérase virale. Ces derniéres qui
s’assemblent avec un génome viral pour former une pré-particule virale non enveloppée.
L'assemblage peut-étre la cible du phenopropenamide et des heteroaryldihydropyrimidines
(HAPs), qui ont fait la preuve d’une activité antivirale in vitro modeste (King et al. 1998;
Weber et al. 2002). La polymérase virale assure, au sein de la particule provirale: (i) la
synthése d’un hétéroduplex ADN/ARN grace a son activité transcriptase inverse; (ii) la

dégradation du brin d’ARN grace a son activit¢ RNase H; (iii) la synthése du brin
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Figure 9 : Superposition des structures transcriptase inverse (RT), connecteurs (C) et RNAse
H (RH) du VIH, obtenues par cristallographie (Tuske et al. 2004), et du VHB, obtenues par
homologie (Hayer et al. 2012), modélisées en présence de tenofovir (inhibiteur
nucléotidique de la transcriptase inverse du VHB et du VIH). Le pouce et le connecteur sont

plus courts pour la protéine du VHB mais les deux structures sont trés proches.



complémentaire d’ADN grace a son activité ADN polymérase. Ces étapes aboutissent a la
forme particulaire mature du virion qui contient un ADN viral partiellement double-brin. Les
deux activités enzymatiques de I'ADN polymérase virale peuvent étre la cible de
médicaments : les inhibiteurs nucléos(t)idiques de la transcriptase inverse sont la classe
thérapeutique la plus utilisée aujourd’hui; I'activité RNase H est une cible thérapeutique
possible qui fait 'objet de recherches (Hayer et al. 2012). Les étapes finales d’assemblage
peuvent étre ciblées, par exemple par des inhibiteurs de glycosylation des protéines de
surface virale, mais ces approches restent a ce jour au stade d’études in vitro (Block et al.
1998). Le virus est finalement exporté a I'extérieur de la cellule via le reticulum

endoplasmique.
Résistance aux traitements antiviraux
Inhibiteurs de polymérase virale (nucléos(t)idiques et non nucléosidiques)

Les polymérases du VIH, du VHB, et du VHC sont des cibles thérapeutiques idéales dans la
mesure ol elles sont essentielles a la réplication et présentent des motifs protéiques
spécifiques de chaque virus, permettant le développement d’inhibiteurs tres spécifiques et a
priori non toxiques pour les polymérases cellulaires. Ces molécules peuvent étre classées en
deux groupes en fonction de leurs cibles. Le premier groupe cible les ADN polymérases du
VHB et du VIH, principalement leur activité enzymatique ADN polymérase dépendante de

I’ARN ou transcriptase ; le 2°me groupe cible ’'ARN polymérase dépendante de I’ARN du VHC.

Malgré les différences importantes entre le VIH et le VHB, la parenté de fonction et de
séqguence entre les deux polymérases virales permet de superposer leurs structures (Figure
9) (Hayer et al. 2012) et d’identifier des homologies de position amino acidiques. Plusieurs

inhibiteurs nucléos(t)idiques utilisés en pratique clinique sont efficace a la fois contre la
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transcriptase inverse du VIH et celle du VHB (Bartholomeusz et al. 2004; Tuske et al. 2004).
En revanche, I’ARN polymérase ARN-dépendante du VHC est une enzyme dont la structure
et la fonction sont tres différentes de celles des polymérases du VHB et du VIH, et aucune
efficacité croisée n’est possible entre les inhibiteurs nucléos(t)idiques du VIH et du VHB et

ceux du VHC.

L ‘effet des inhibiteurs nucléos(t)idiques est de bloquer la synthese de nouveaux génomes
par incorporation de didéoxynucléotides triphosphates dans la chaine virale en cours de
polymérisation (Figure 10) (Clavel and Hance 2004). Cette activité terminatrice de chaine
peut étre évitée par deux principaux mécanismes de résistance, identifiés initialement pour

le VIH :

un défaut d’incorporation de I'inhibiteur dans la chaine en cours de polymérisation,

une excision de la molécule incorporée liée a l'incorporation d’ATP au niveau d’un
site protéique adjacent suivie de I'attaque de la liaison phospho-diester établie entre
la chaine d’ADN en cours de polymérisation et le métabolite actif du médicament

(Boyer et al. 2001).

Plusieurs générations d’inhibiteurs nucléos(t)idiques du VIH et du VHB se sont succédées,
avec une amélioration progressive de leur puissance antivirale et de leur barriere génétique
a la résistance (Figure 11A et B). Cependant, les analogues de nucléos(t)ides restent
globalement des médicaments a faible barriére contre la résistance dans le traitement des
infections par le VIH, si bien que leur utilisation n’est pas recommandée sans association a
une autre classe médicamenteuse au minimum (Tuske et al. 2004). La situation est
différente avec le VHB pour lequel la derniere génération de molécules (entecavir et

tenofovir) permet de maintenir une suppression de la charge virale a long terme en
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Figure 11 : A : comparaison des potentiels inhibiteurs instantanés des principales molécules
utilisées dans le traitement du VIH (Jilek et al. 2012). B: Comparaison des potentiels
antiviraux des molécules utilisées contre le VHB en fonction de leur barriere génétique a la
résistance (Locarnini 2006). C: Incidence cumulative de la résistance aux traitements de
I’"hépatite chronique B chez les patients naifs de traitement sur 5 ans (EASL 2009, Zhu et al.

2011).



monothérapie, avec un risque minime de survenue de résistance, sur un délai de 5 ans et

plus (Figure 11 C) (EASL 2009; Zhu et al. 2011).

Les analogues nucléos(t)idiques utilisés dans le traitement de I’hépatite chronique C ont, in
vitro comme in vivo, une barriére a la résistance élevée. La raison est que les mutations de
résistance sélectionnées par ces traitements entrainent une faible perte de la puissance
antivirale du médicament, associée a une importante perte de fitness (McCown et al. 2008;
Pawlotsky et al. 2012). Ces résultats doivent étre confirmés par des études cliniques a
grande échelle. Les inhibiteurs nucléos(t)idiques représentent cependant une classe

thérapeutique prometteuse dans la lutte contre I'infection par le VHC.

Des inhibiteurs non nucléosidiques des polymérases virales sont disponibles, uniquement
pour le traitement des infections par le VIH et le VHC. Leur mécanisme d’action, du méme
type pour les deux virus, consiste a inhiber I'action enzymatique de la polymérase en la
blogquant dans une conformation inactive, grace a leur fixation a un site allostérique de
surface de I'enzyme (Esnouf et al. 1995; Dorr et al. 2005; Haudecoeur et al. 2012). Les
inhibiteurs non nucléosidiques de la transcriptase inverse du VIH ont un potentiel inhibiteur
instantané parmi les plus élevés (Figure 11A), qui reste cependant associé a une barriere
génétique faible. En effet, la présence d’une seule mutation de résistance est suffisante pour
entrainer une diminution d’efficacité significative des premiéres générations d’inhibiteurs,
deux mutations pour les derniéres générations de traitement comme |’etravirine (Das et al.
2004; Chen et al. 2008). Dans une stratégie de trithérapie anti-VIH de premiere ligne, le
choix se porte surtout aujourd’hui sur I'utilisation d’un inhibiteur non nucléosidique ou d’un
inhibiteur de protéase en association a 2 analogues de nucléos(t)ides. L'intérét des
inhibiteurs non nucléosidiques réside surtout dans leur faible toxicité, a l'inverse des

inhibiteurs de protéase qui présentent une barriere génétique plus élevée mais une toxicité
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plus importante pouvant altérer I'observance et, finalement, favoriser la résistance. Dans le
cas des inhibiteurs non nucléosidiques de I’ARN polymérase du VHC, les molécules en cours
de développement ont un profil du méme type que celles utilisées dans le traitement du
VIH, avec une barriere a la résistance faible (Le Pogam et al. 2006). Les premiéeres

générations de molécules souffrent cependant d’un spectre génotypique étroit.

Inhibiteurs de protéase (IPs)

La protéine NS3 du VHC posséde un domaine serine protéase, qui forme un hétérodimere
avec la protéine NS4A, et un domaine hélicase. La protéase NS3-4A assure quatre clivages
protéolytiques de la polyprotéine du VHC, produite par traduction du cadre de lecture
ouvert unique du virus (Lin 2006). La protéase du VIH est quant a elle classée parmi les
protéases homodimériques aspartiques, dont le role consiste a permettre la maturation de
la particule virale par clivage de la protéine p55 en pl17, p24, p9 et p7 (Henderson et al.
1992). Les inhibiteurs de protéase dirigés contre ces deux virus appartiennent a des classes

thérapeutiques tres différentes, avec des mécanismes d’action trés différents.

Dans le cas du VIH, la puissance antivirale des inhibiteurs de protéase est la plus élevée,
surtout si elle est boostée par I'adjonction de ritonavir, un inhibiteur du cytochrome P450
(CYP450) dont I'activité antivirale est modeste (Figure 11A). Les inhibiteurs de protéase du
VIH bénéficient également d’une barriere génétique trés élevée et sont a ce jour les
médicaments de référence dans la prévention de la résistance (Tuske et al. 2004). lls
possedent toutefois un inconvénient majeur lié a leur toxicité élevée, qu’il convient de
prévenir par un suivi fréquent et éventuellement la mise en place de thérapeutiques

préventives. Les inhibiteurs de protéase de derniere génération, comme le
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Figure 13 : Représentation en 3D de la protéase NS3 du VHC avec les principales mutations
de résistance aux inhibiteurs de protéase connues. Ces mutations sont surlignées avec une
couleur allant du vert (faible) au rouge (fort) selon le degré d’altération d’efficacité du
traitement antiviral. Elles sont également représentées sur une échelle chiffrée
correspondant a 'augmentation de la dose efficace a 50% par rapport a la souche sauvage

(WT) in vitro.



darunavir/ritonavir (DRV/r), bénéficient d’un fort potentiel antiviral avec une toxicité plus

limitée (Figure 12) (Ortiz et al. 2008; Fernandez-Montero et al. 2009).

Les inhibiteurs de protéase du VHC de premiére génération ont une faible barriere
génétique, avec seulement une mutation nécessaire a I'augmentation importante de la
concentration inhibitrice a 50% in vitro (Figure 13) (Sarrazin et al. 2007; Barbotte et al.
2010). Cette particularité se traduit cliniqguement par la sélection en seulement quelques
jours de variants viraux résistants qui deviennent majoritaires, en monothérapie (Chevaliez
et al. 2011) comme en trithérapie associant interféron alpha pégylé, ribavirine et inhibiteur
de protéase chez les patients mauvais répondeurs a l'interféron (McHutchison et al. 2010).
Le traitement de I'hépatite chronique C par les inhibiteurs de protéase nécessite donc un
suivi tres régulier afin d’évaluer la réponse au traitement et de prévenir |'échec
thérapeutique associé a la sélection de variants viraux résistants (EASL 2011; Pawlotsky
2011). Les effets secondaires sont également fréquents avec les inhibiteurs de protéase de

premiere génération du VHC.

Inhibiteurs de cyclophilines

Les inhibiteurs de cyclophiline (Cyp) sont une classe prometteuse de médicaments
antiviraux. Leur chef de file est I'alisporivir qui présente une activité antivirale modeste
contre le VIH (Ptak et al. 2008), plus importante contre le VHC (Paeshuyse et al. 2006). Une
activité anti-VHB a également été récemment rapportée, mais elle semble marginale (moins
de 1 log de décroissance) (McMillan et al. 1995; Chokshi et al. 2012). Dans le cas du VIH,
I'alisporivir inhibe I'interaction Cyp-A/capside ; cette effet est associé a une diminution de la
réplication du virus dont le mécanisme n’est pas entierement élucidé (Daelemans et al.

2010). Il a également été rapporté une diminution d’activité du facteur de restriction
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NS2/NS3 et folding de la protéine NS2, 2) formation du complexe de réplication,
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et al. 2009, Liu et al. 2009, Coelmont et al. 2010).



TRIM5a, qui nécessite une liaison a la Cyp-A pour exercer son activité (Hatziioannou et al.
2005). Dans le cas du VHC, 'action antivirale semble se faire a plusieurs niveaux (Figure 14)
(Gallay 2012). Un premier niveau d’inhibition pourrait survenir a I’étape de processing de la
polyprotéine du VHC, notamment au niveau des clivages NS5A/NS5B et NS2/NS3 et du
folding de la protéine NS2 (Kaul et al. 2009). Le mécanisme le plus important semble
cependant lié au r6le important de la cyclophiline dans la formation du complexe de
réplication (Liu et al. 2009) et dans la réplication elle-méme (Coelmont et al. 2010), ainsi que
dans I'assemblage et la libération des virions en lien avec le trafficking des gouttelettes
lipidiques (Kaul et al. 2009). Pour le VHC, des mutations de résistances ont été rapportées
essentiellement au niveau des protéines NS3, NS5A et NS5B, avec une prédominance de
I'effet des mutations portées par NS5A qui modifieraient les interactions avec la Cyp-A
(Puyang et al. 2010). Le niveau de résistance conféré est cependant faible et son réle dans
I’échec thérapeutique n’est pas démontré. Dans le cas du VIH, les mutations de résistance
sont sélectionnées essentiellement au niveau du domaine de fixation de la Cyp-A a la
capside virale et entrainent une résistance au mécanisme de défense TRIM5a (Chatter;ji et

al. 2005).

Autres DAAs

Les autres inhibiteurs directs utilisés ou en cours de développement sont spécifiques de
chaque virus et ne peuvent donc étre comparés. lls comprennent les inhibiteurs d’intégrase

du VIH, les inhibiteurs d’entrée virale du VIH et les inhibiteurs de NS5A du VHC.

L'intégrase du VIH a pour fonction d’intégrer le génome viral au sein du génome humain.
Pour exercer cette fonction, l'intégrase utilise trois domaines reliés entre eux par un

connecteur (Chen et al. 2008). Les études de docking ont montré que les principales
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Figure 16 : Représentation schématique de I’entrée virale du VIH dans le lymphocyte T CD4
positif (Vandekerckhove et al. 2009). La premiére étape de I'entrée consiste en la fixation du
récepteur viral gp120 sur le récepteur principal CD4. La deuxieme étape est la fixation du
virus au corécepteur CCR5 ou CXCR4 selon son tropisme, qui entraine |'ouverture de la
gp120 et le déploiement de la molécule gp41 au sein de la membrane plasmique cellulaire.
Enfin le repliement des domaines HR1 et HR2 de la gp4l permet le rapprochement des

membranes virales et cellulaire et leur fusion.



mutations de résistance aux inhibiteurs d’intégrase étaient toutes situées a proximité
immédiate de leur zone de fixation (Figure 15). Le mécanisme de résistance supposé est un
encombrement stérique défavorable a la fixation de I'inhibiteur dans la poche catalytique. La
barriere génétique et la toxicité des inhibiteurs d’intégrase sont comparables a celles des
analogues nucléos(t)idiques et font que ces deux classes médicamenteuses peuvent jouer un
réle voisin dans la stratégie thérapeutique. Les inhibiteurs d’intégrase sont cependant plus

chers.

Les inhibiteurs d’entrée du VIH comprennent deux classes médicamenteuses distinctes dont
les chefs de file sont : (i) le maraviroc, qui inhibe la fixation de la gp120 au corécepteur CCR5
(Figure 16)(Dorr et al. 2005; Vandekerckhove et al. 2009), et (ii) I'enfuvirtide, analogue du
domaine HR2 de la gp41 qui empéche le rapprochement des domaines HR1 et HR2 et par
conséquent la fusion entre les membranes cellulaires et virales (Figure 16)(Kiloy and Eron
2003). La résistance clinique au maraviroc peut-étre liée a un « glissement » du phénotype
R5 vers le phénotype X4. Il s’agit dans ce cas de la sélection de souches X4 pré-existantes
associée a une décroissance relative de la prévalence des souches R5 (Westby et al. 2007).
Un mécanisme de résistance par sélection de mutants de souches R5 a également été
observé. Ces mutants conservent un tropisme R5 et leur capacité de se fixer au récepteur
CCR5 malgré la présence de lI'inhibiteur (Westby et al. 2007). Les mécanismes de résistance a
I’enfuvirtide sont liés a la sélection de mutations dans les domaine HR1 et HR2 de la gp120
(Greenberg and Cammack 2004). Les mutations HR1 causeraient un défaut de fixation de la
molécule, au prix d’'un défaut d’attachement de la chaine HR2 et donc d’une perte
importante de fitness (Rimsky et al. 1998). Les mutations pourraient également modifier la
cinétique d’entrée virale, en diminuant de facon importante le temps d’exposition de la gp41

a I'enfuvirtide (Reeves et al. 2005).
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Des inhibiteurs de la protéine NS5A du VHC sont en cours de développement pré-clinique et
clinique (Gao et al. 2010). Le daclatasvir est le chef de file de cette classe, actuellement en
Phase Ill. Un essai de phase Il a été réalisé ou le daclatasvir était associé a I'inhibiteur de
protéase asunaprevir (BMS-650032), avec ou sans interféron alpha et ribavirine, chez des
patients répondeurs nuls a un premier traitement par interféron et ribavirine (Lok et al.
2010). Dans cette étude, des échappements ont été rapportés chez les patients recevant les
deux DAAs en bithérapie. lls étaient liés a une résistance aux deux molécules, associée a la
sélection de mutations dans les régions NS5A et NS3 présentes sur le méme brin viral. In
vitro dans le systeme du réplicon, il a été montré que certaines mutations de la protéine
NS5A pouvaient affecter I'efficacité de l'inhibiteur. Le mécanisme de la résistance reste
inconnu, la fonction de cette protéine restant a ce jour peu clair. NS5A semble participer a la
cohésion du complexe de réplication et réguler la fonction de I’ARN polymérase virale ; elle
est également dotée d’une fonction transactivatrice en cours d’investigation dans notre

laboratoire (Polyak et al. 2001; Magbool MA et al. 2012).
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PARTIE 3 : Outils d’étude de la résistance : de la charge virale a ’'lUDPS

Les outils d’étude de la résistance

La résistance virologique se traduit par I'augmentation de la charge virale de 1 log au-dessus
du nadir chez un patient sous traitement ayant initialement répondu par une décroissance
significative de celle-ci. Naturellement, c’est donc la charge virale qui représente I'outil de
référence du dépistage de la résistance. Une remontée de la charge virale sous traitement
indique que le virus a atteint un niveau de résistance et acquis un fitness élevés, a tel point
que le processus a atteint un point de non-retour avec la thérapeutique utilisée. Cependant,
aucune information d’ordre mécanistique, pronostique ou utile a I'adaptation du traitement
n’est fournie par cette approche. Des outils capables d’anticiper I'’émergence de la résistance
clinique le plus tot possible au cours du traitement sont donc nécessaires. Ces outils doivent
étre tres sensibles, fournir une information clinique utile donc étre tres spécifiques, et
permettre l'adaptation rapide du traitement pour éviter son échec (Lok et al. 2007;

Pawlotsky et al. 2008; Kwong et al. 2011). Trois types d’approches peuvent étre utilisés.

Tests biochimiques enzymatiques

lls permettent de quantifier le degré de résistance conféré par une ou plusieurs mutations
d’une protéine virale a un de ses inhibiteurs spécifiques en dehors du contexte de réplication
du virus. lls supposent que la cible antivirale soit connue et que la protéine puisse étre
synthétisée en quantité importante, sans et avec la mutation suspectée. Ces méthodes ont
I’avantage de pouvoir étre automatisées. Elles représentent donc un test de choix dans le

contexte du screening de nouvelles drogues antivirales. Leur faiblesse réside dans leur
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Figure 17 : Schéma du fonctionnement du test Phenosense® (Petropoulos et al. 2000). A. Le
test débute par le clonage du segment génique viral d’intérét (PR : protéase, RT:
transcriptase inverse, IN : intégrase) a partir de la souche de VIH infectant le patient sur un
fond génétique VIH intégrant le géne luciférase a la place du gene d’enveloppe. B. Une
premiere transfection cellulaire est ensuite réalisée avec un vecteur MLV contenant le géne
d’enveloppe du VIH. Les cellules contenant les 2 vecteurs produiront un virus infectieux par
transcomplémentation. Ces particules virales sont ensuite utilisées pour infecter des cellules
cultivées en présence d’un inhibiteur (PRI : protease inhibitor, RTI : reverse transcriptase
inhibitor). Les cellules infectées produisent une quantité de luciférase qui dépend de la
sensibilité du virus au médicament. Une mesure de luciférase permet de définir la sensibilité

du virus par rapport a une référence.



relevance clinique parfois faible, du fait de I'isolement du processus de résistance de tout

contexte cellulaire.

Tests phénotypiques cellulaires

Ces tests permettent d’établir avec certitude, dans un contexte réplicatif cellulaire, la
diminution de sensibilité d’une souche virale a une drogue antivirale par rapport a une
souche de référence. La limite principale de cette approche est la nécessité de disposer d’'un
modele cellulaire réplicatif du virus étudié. En pratique, cette condition n’est satisfaite que
pour le VIH sans modification du fond génétique de la souche testée. Malgré cela, les tests
VIH commerciaux actuels utilisent un fond viral génétiquement modifié afin de faciliter la
guantification, standardisé pour permettre les comparaisons. A l'inverse, les souches virales
de VHB ou de VHC obtenues directement a partir de préléevements de patients ne sont pas
suffisamment réplicatives pour étre utilisées dans un test phénotypique. Les tests
phénotypiques du VIH, du VHB ou du VHC ont donc tous nécessité I'utilisation d’artifices
géniques pour pouvoir étre réalisés de maniére performante et standardisée, au prix d’un
éloignement avec la réplication naturelle du virus prélevé chez le patient. Cette limite doit
étre prise en considération lors de l'interprétation des résultats et nécessite souvent de

renouveler les expériences sur différents modéles.

Tests phénotypiques du VIH

Actuellement, deux tests commerciaux (Phenosens® et Antivirogram®) sont utilisés pour la
réalisation de tests phénotypiques de la résistance aux antiviraux de premiere ligne du VIH.
lIs sont fondés sur une stratégie de clonage des génes de la protéase, de la transcriptase

inverse, de l'intégrase et de la région 3’ de gag de la souche étudiée dans une souche de
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Figure 18 : Schéma du fonctionnement du test Phenosense® Entry (Coakley et al. 2005). Le
test débute par le clonage des génes d’enveloppe gpl120 et gp4l et se poursuit par un
clonage dans un vecteur luciférase puis une transfection sur cellules HEK afin de produire
des virions dont le tropisme est en relation avec celui observé chez le patient. Les virions
sont ensuite introduits dans le surnageant de culture de cellules CCR5 ou CXCR4 afin de
vérifier leur capacité d’infection. La quantité de luciférase produite dans les différents types
cellulaires permet de déterminer le tropisme R5, X4 ou R5X4 des souches virales isolées du

patient.



référence fournie dans les kits (Figure 17) (Petropoulos et al. 2000). |l existe également des
tests évaluant le génotropisme CCR5 ou CXCR4 du VIH qui peuvent étre utilisés avant la mise
en place d’un traitement par maraviroc. Le principe est identique, fondé sur le clonage de la
gp120 et de la gp41 dans un vecteur VIH luciferase puis la transfection de cellules HEK293
qui produisent des virions dont le tropisme est identique a celui observé chez le patient. Ces
virus sont ensuite utilisés pour infecter des cellules R5 ou X4. Les cellules R5 et/ou X4
expriment la luciférase, dont I'activité peut étre mesurée, en fonction du tropisme R5, X4 ou

mixte de la souche du patient (Figure 18) (Coakley et al. 2005).

Tests phénotypiques du VHC

Le VHC ne se réplique pas naturellement en culture cellulaire. Il a fallu adapter des isolats
cliniques pour les rendre utilisables dans le cadre de tests phénotypiques, fondés sur
I"utilisation de réplicons subgénomiques ou génomiques (pour revue : (Blight and Norgard
2006)). A ce jour, des réplicons sont disponibles pour 4 des 6 génotypes (Figure 19). Les
premieres générations de réplicons ont été adaptées a partir de souches virales de génotype
1b, les souches conl (Lohmann et al. 1999) et N (Guo et al. 2001), qui incluaient des génes
de sélection tels que le géne de résistance a la néomycine ou a I'hygromycine afin de
permettre leur stabilisation dans la lignée cellulaire d’hépatocarcinome humain Huh7. Ces
souches subgénomiques, bicistroniques et stables ont ensuite été améliorées pour faciliter
leur étude a l'aide de genes rapporteurs tels que la GFP (Moradpour et al. 2004), la
luciférase (Krieger et al. 2001) ou les phosphatases alcalines (Yi et al. 2002), ou pour étudier
le virus doté de ses protéines structurales dans des réplicons génomiques (lkeda et al. 2002).
Les réplicons de génotype 1a ont été plus difficiles a développer. lls dérivent de la souche
H77, infectieuse chez le chimpanzé (Kolykhalov et al. 1997), qui a d{ subir de nombreuses

mutations adaptatives (Gu et al. 2003; Yi and Lemon 2004). Une innovation majeure est
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Figure 19 : Schéma des principales constructions de réplicons du VHC utilisées (adapté de
Brass et al. 2006). Les réplicons peuvent étre utilisés sous forme stable dans des cellules
adaptées, ou sous forme transitoire ; des réplicons de génotypes 1, 2, 3 et 4 sont aujourd’hui

disponibles et les rapporteurs peuvent étre de différents types, notamment la luciférase ou

la GFP.
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intervenue avec le développement du réplicon de génotype 2a, nommé JFH-1 (Kato et al.
2003). Cette souche, obtenue a partir d’un isolat clinique de patient ayant présenté une
hépatite fulminante, est le seul exemple de VHC capable d’exécuter un cycle cellulaire
complet générateur de particules virales infectieuses en culture cellulaire. Cette souche a
été adaptée pour constituer une chimere avec les genes structuraux d’une autre souche de
génotype 2a, la souche J6. La souche chimérique J6-JFH-1 a I'avantage d’étre hautement
réplicative et constitue la souche de génotype 2a la plus utilisée en laboratoire pour les tests
phénotypiques (Lindenbach et al. 2005). Des réplicons de génotypes 3a et 4a ont été
récemment développés. Cependant, il est aujourd’hui impossible de tester des souches
complétes provenant de patients infectés dans les systémes réplicons. L’approche consiste a
introduire des portions de génome a tester sous forme de cassette ou a travailler par

mutagéneése dirigée pour tester |'effet d’'une mutation ponctuelle.

Tests phénotypiques du VHB

Comme le VHC, le VHB doit s’adapter pour atteindre un niveau réplicatif suffisant pour étre
utilisé dans un test phénotypique. Deux types d’approches ont été testées avec succes,
fondées sur I'utilisation ou non d’un vecteur (Figure 20) (Durantel et al. 2005). L'approche
sans vecteur consiste a réaliser une amplification du génome complet du VHB avec des
amorces contenant des enzymes de restriction qui permettent, a posteriori, une
circularisation simulant un génome viral (Gunther et al. 1995). Apres transfection, la
transformation de I'amplicon circulaire en cccDNA permet la production virale en cellules
Huh7. Cependant, cette production étant faible et I'amplification par PCR du génome
complet étant difficile a mettre en ceuvre, ce sont les approches fondées sur la vectorisation
qui se sont imposées (Durantel et al. 2004). Les approches vectorielles permettent

notamment d’introduire un promoteur fort tel que le CMV/chicken B-actin en amont du
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Figure 20 : Schéma des principales constructions de réplicons du VHB utilisées (Durantel et
al. 2005). Les réplicons se classent en 2 groupes, les systémes non vectorisés (a droite) et les
systemes vectorisés (a gauche). Parmi les systémes vectorisés, il existe différents fonds
génétiques de 1.1, 1.3 ou 2.0 génomes, éventuellement sous la dépendance de promoteurs
forts. Les systémes les plus réplicatifs, qui sont les plus utilisés, sont notés Type Il sur le

schéma.



génome viral afin d’accroitre considérablement la production d’ARN. Cependant, les
constructions de ce type se comportent comme si elles étaient linéaires ; or, 'ARN pré-
génomique, qui sert de matrice a la synthése de nouveaux génomes, a une longueur de 1,1
génome. Il est donc nécessaire d’introduire au minimum 1,1 génome dans les constructions
vectorisées. Des systémes a 1,1 (Durantel et al. 2004), 1,3 (Delaney and Isom 1998) ou 2,0
génomes ont été testés avec succes. Ces approches restent cependant difficiles a mettre en
ceuvre au quotidien pour tester des souches virales issues d’isolats cliniques, notamment en
raison de la faible capacité réplicative de nombreuses souches de patients dans ce systéme
et de la difficulté a mettre en ceuvre une PCR du génome complet. L’utilisation de systemes
réplicatifs a partir de souches éprouvées modifiées par mutagénese dirigée permettant
d’introduire les mutations d’intérét est une approche possible et fonctionnelle (Angus et al.

2003).

Tests génotypiques

Les tests phénotypiques sont importants pour caractériser |'effet d’'une mutation dans un
systeme global ou semi-global de réplication. Cependant, les mécanismes de la résistance ne
peuvent étre expliqués, car ces tests ne permettent pas de déterminer les causes de
I’échappement du virus au traitement. Les tests génotypiques, rapides et moins codteux,
permettent de préciser la nature et la position génomique des mutations sélectionnées au
cours des échappements thérapeutiques et de caractériser les dynamiques des populations
virales au cours du temps. Ces techniques seront abordées en 2 parties : (i) les techniques

conventionnelles, telles que le séquencage Sanger, les techniques d’hybridation inverse de
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Figure 21 : Principe du séquencage capillaire : la PCR de séquencage permet, aprées fixation

de I'amorce (primer), une élongation a l'aide de bases marquées « terminateurs de chaine ».
Leur incorporation aléatoire génére des fragments d’ADN marqués de tailles différentes.
Aprés migration dans un capillaire, les fragments sont séparés en fonction de leur taille puis
détectés par l'intermédiaire du fluorochrome excité par un laser. Le signal recueilli est

analysé et traduit en électrophorégramme, permettant d’accéder a la séquence.



type LIPA et le clonage-séquencage (CS); (ii) les techniques de séquencage a haut-débit,

largement utilisées dans les travaux présentés dans cette Thése.

Techniques de génotypage conventionnelles

La méthode la plus ancienne, de loin la plus utilisée, est la méthode de Sanger, qui permet la
réalisation de séquencages directs ou « population sequencing » (PS). La méthode de Sanger
a été décrite pour la premiere fois en 1977 (Sanger et al. 1977) et améliorée par
I'introduction de [|’électrophorése capillaire, qui a permis d’accroitre rendement et
sensibilité, et de la fluorescence qui a permis de s’affranchir de la radioactivité (Prober et al.
1987; Smith 1991). Le séquencage direct se déroule comme une PCR, avec des cycles répétés
de trois étapes : dénaturation, hybridation des amorces de séquencage et élongation. Au
cours de I'étape d’élongation (Figure 21), la polymérase introduit de facon aléatoire des
déoxynucléotides (dNTP) ou des didéoxynucléotides (ddNTP) marqués par un fluorochrome
différent. Ces derniers, dits terminateurs de chaine, arrétent la synthése lorsqu’ils sont
incorporés. A la fin du processus, le mélange réactionnel contient un mélange de produits
d’amplification de différentes longueurs qui se terminent par un ddNTP fluorescent, dont la
couleur correspond a l'une des bases A, T, C ou G. Les produits d’amplification sont migrés
dans un capillaire afin de les séparer en fonction de leur taille, puis détectés a I'aide d’un
détecteur de fluorescence aprés excitation par un laser. La couleur, I'intensité et le temps
d’apparition du pic de fluorescence émis par chagque amplicon migré conduit a la création
d’un éléctrophorégramme qui permet de déterminer la composition en bases du génome
étudié. Lorsque plusieurs variétés de génomes coexistent dans le mélange réactionnel,
comme c’est le cas pour les virus hautement variables, la séquence obtenue par séquencage
direct correspond a la moyenne des fluorescences détectées a chaque position, c’est-a-dire a

la séquence consensus. On peut parfois noter la présence de doubles pics quand les
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Figure 22 : Schéma du principe de la technique INNO-LiPA. Le géne étudié est amplifié par
PCR a l'aide d’amorces biotinylées, puis les amplicons sont hybridés a une bandelette de
nitrocellulose sur laguelle des amorces complémentaires de la séquence recherchée ont été
fixées (a gauche). Une révélation sous forme de bande colorée est ensuite réalisée par
utilisation d’une phosphatase alcaline streptavidinée se fixant sur la biotine du produit

d’hybridation (a droite).



populations virales majoritaires sont présentes en proportions équivalentes. Il est donc
possible d’identifier la présence de plusieurs populations virales, mais pas possible d’en
déterminer les séquences car l'information sur le lien entre les bases est perdue. La
sensibilité de la technique ne permet pas de détecter la présence de variants dont la
fréquence est inférieure a 15 a 20%, car leur signal se confond avec le bruit de fond de la

technique.

Une technique fondée sur I'hybridation inverse, appelée INNO-LiPA (pour Line Probe Assay),
a été décrite pour la premiere fois en 1993 (Stuyver et al. 1993). Son principe consiste a
réaliser une amplification par PCR du gene étudié, puis une hybridation du produit de PCR a
des amorces complémentaires spécifiques du génotype recherché fixées au préalable sur
une bandelette de nitrocellulose (Figure 22) (Wang et al. 2008). L’utilisation d’amorces de
PCR biotinylées permet la révélation de I'hybridation avec une phosphatase alcaline
streptavidinée. Cette technique performante, simple a mettre en ceuvre, ne permet
cependant pas de détecter des mutations différentes de celles qui sont connues et insérées
dans les amorces d’hybridation fixées aux bandelettes du test. Par ailleurs, s’il est possible
de déterminer la présence d’un variant rare, il reste impossible de le quantifier puisque la

technique est uniquement qualitative.

Le clonage-séquencage (CS) a longtemps été considéré comme la technique de référence,
car il permet d’obtenir a la fois une bonne sensibilité, la quantification des populations
virales et d’établir le lien entre les mutations. En pratique, la méthode consiste a réaliser une
séparation physique des variants viraux par clonage (Figure 23), suivie d’'un séquencage des
clones par la méthode de Sanger. La sensibilité de cette méthode dépend du nombre de
clones séquencés ; par exemple le séquencage de trente clones permet de détecter 95% des

variants qui représentent au moins 10% de la quasi espece (Keele et al. 2008). On peut donc
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Figure 23 : Schéma du principe de clonage-séquencage (CS). D’abord, le gene étudié est
amplifié par PCR, puis chaque amplicon est introduit de fagon clonale dans un vecteur
d’amplification. Apres transformation bactérienne, les bactéries sont cultivées de maniére a
ce que chaque colonie contienne un seul clone d’amplicon. Les colonies sont ensuite lysées,
le plasmide extrait puis séquencé indépendamment pour chaque colonie. Le nombre de

colonies choisi dépend de la sensibilité requise pour I'expérimentation.

A. Library preparation

Polymerase
CGGAGGCCAAGTTCCA ¥

‘ S
=d &

Human genome

Figure 24 : Le séquencage de nouvelle génération (next-generation sequencing, NGS) fait
appel a 3 étapes: A) la préparation des librairies, B) la capture clonale de I’ADN, C) le

séquencage (Metzker 2010 ; Chevaliez et al. 2012).



adapter le protocole a la sensibilité requise, en multipliant le nombre de clones étudiés pour
I'améliorer. En pratique, cette technique est tres consommatrice de temps et il est rare que

des études ayant généré plus d’une trentaine de clones par échantillon soient réalisées.

Techniques de séquencage a haut-débit

Les techniques de séquencage a haut-débit, appelées également « next-generation
sequencing » (NGS), ont été développées pour augmenter de facon trés importante la
guantité de séquences clonales obtenues en une seule expérimentation. Le processus se
déroule en trois étapes, quelle que soit la technique employée (Figure 24) (Metzker 2010;
Chevaliez et al. 2012). La premiere étape consiste a préparer des librairies d’ADN afin de
formater I’ADN sous une forme lisible par les séquenceurs ; la deuxieme étape consiste a
séparer de maniére clonale chaque fragment d’ADN puis a l'enrichir (sauf dans la
technologie PacBio RS); la troisieme étape est celle du séquencage proprement dit, qui
utilise des techniques de polymérisation ou de ligation et une détection du signal fondée sur
la détection de pyrophosphate (pyroséquencage), d’ion H+ (conductimétrie) ou de
fluorescence. Le signal est ensuite converti en séquences qui doivent étre analysées par des

logiciels spécifiques afin d’étre transformées en données biologiquement interprétables.

Les systéemes de séquencage a haut débit sont de deux types: (i) les systtmes a haute
capacité, qui comprennent le Genome Analyzer et les séquenceurs HiSeq (lllumina Inc., San
Diego, Californie) et les séquenceurs de série 5500 utilisant la technologie SOLID (Applied
Biosystems, Carlsbad, California); (ii) les systemes générant de longues séquences, qui
comprennent le Genome Sequencer (GS) FLX ou Junior (454 Life Sciences, Roche Diagnostics
Corp., Branford, Connecticut), le systeme lon Torrent (Applied Biosystems, Carlsbad,

Californie) et le systeme PacBio RS (Pacific Biosciences, Menlo Park, Californie).
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Figure 25 : Processus de séquencage par la technologie Illumina. Aprés fragmentation et
marquage de I’ADN d’intérét (figure 1), celui-ci est fixé sur la « flow cell » (figure 2) puis
amplifié en clusters clonaux (figures 3 a 6). Le séquencage est ensuite réalisé par synthése du
brin complémentaire a I'aide de dNTPs fluorescents (figures 7 a 11) qui permet |'obtention

d’un signal convertible en séquence (figure 12) (Source lllumina, Bennett 2004).



Les séquenceurs a tres haut débit utilisent essentiellement deux technologies concurrentes :
[llumina et SOLID. La technologie lllumina est fondée sur la fragmentation de ’ADN d’intérét
puis son marquage par des amorces particulieres (Figure 25). Des sondes complémentaires
des amorces, fixées sur une « flow cell », sont ensuite utilisées pour fixer de maniere clonale
les fragments d’ADN devant étre séquencés. Ensuite, une « bridge PCR» permet
I"amplification locale qui génere des clusters d’ADN clonaux fixés sur la cellule. Les amplicons
sont alors séquencés a l'aide d’une polymérase qui ajoute des dNTPs fluorescents, lus a
chaque cycle (Bennett 2004). La technologie SOLID est fondée sur une approche de PCR en
émulsion qui permet I'enrichissement clonal de I’ADN préalablement fixé sur des billes (cf
technologie Roche, Figure 26, proche). Les billes sont ensuite transférées sur une « flow
chip » afin de réaliser le séquencage clonal par synthése du brin complémentaire par ligature
d’amorces fluorescentes (Pandey et al. 2008). Ces deux technologies permettent de générer
des millions de séquences courtes (Tableau 2), facilement utilisables pour le reséquencage
(séquence de référence disponible), comme par exemple celui du génome humain dans le
cadre de projets de type GWAS (genome-wide association) ou RNA-Seq. Dans ce cadre, 100 a
150 pb sont suffisantes pour identifier un géne ou un ARNm connu. Ces technologies sont
également bien adaptées a la détection de mutations de résistance aux traitements
antiviraux, ce d’autant que la profondeur obtenue (nombre de séquence couvrant la portion
de génome étudié) est souvent trés élevée, assurant ainsi une trés bonne sensibilité.
Cependant, les courtes séquences ne permettent pas de faire le lien entre des mutations
éloignées de plus de 100 a 150pb et ne permettent donc pas toujours de répondre aux

guestions cliniques liées a la résistance.

Le second groupe de méthodes est doté d’un débit plus faible, mais peut générer des

séquences de beaucoup plus grande taille. La technologie en téte sur ce segment est celle

39



Number of Number of

Technology ingl d leotid
Sequencing device (template preparation/ SNEIC redus(] nuceotaes

Maximum

& § sequence Accuracy
NGS chemistry) p&r ]-r:{:'; pi:;rbl;n length* (bp)

5500 _ High throughput 800 g 75
emPCR/ligation 99.6-99.8%
Applied Biosystems 5500x| High throughput 1600 15 75
lon Torrent (ChiP 316) CERCE real titne Long reads 6.2 51 >400 99.97%"
sequencing
MiSeq High throughput 3.4 >1 150
Genome Analyzer lIx Solidiaptuelieversibie High throughput 320 o5 150
terminator ol
HiSeq 1000 High throughput 1500 300 100
HiSeq 2000 High throughput 3000 600 100
454 Life GS Junior Long reads 0.1 0.035 400 99%"
Sciences/Roche emPCR/pyrosequencing .
Dia GS FLX+ Long reads al 0.7 1000 97.4-99.9%
fac Single molecule/real-
Biosciences/Gen- PacBio RS g : Long reads 0.035 0.045 1200 99,99%"
Probs time sequencing

Tableau 2 : Résumé des caractéristiques des différents séquenceurs commercialisés en 2012.

Les chiffres indiqués™ ont été fournies par les fabricants (Chevaliez et al. 2012).



développée par Roche sur les séquenceurs GS. Les étapes nécessaires a I'obtention des
séquences sont: 1) la préparation de la librairie par fragmentation ou, plus souvent, par
amplification de la cible a séquencer, 2) la fixation clonale de 'amplicon marqué sur une bille
qui sert de support pour la PCR en émulsion, 3) la PCR en émulsion qui consiste a enrichir de
facon clonale la cible ADN a séquencer a l'intérieur de chaque gouttelette de I'’émulsion, 4)
le transfert des billes contenant I’ADN enrichi sur la « picotiter plate » (PTP) qui contient
jusqu’a un million de puits (chaque puits ne pouvant contenir qu’une seule bille et donc un
seul variant d’ADN), 5) la réaction de pyroséquencage (Figure 26) (Mardis 2008). Cette
réaction débute par I"élongation du brin complémentaire en cours de séquengage par un
nouveau nucléotide, qui largue en parallele un pyrophosphate (PPi). Ce dernier permet la
synthése d’ATP en présence d’APS (adenosine 5’ phosphosulfate) et d’ATP sulfurylase,
induisant la génération de lumiére en présence de luciferine et de luciferase (Ahmadian et
al. 2000; Margulies et al. 2005). A la fin de I'année 2012, la technologie lon Torrent (Applied
Biosystems, Carlsbad, Californie) devrait étre disponible. Techniqguement, cette méthode est
proche de la technologie Roche. Elle s’en différencie essentiellement par le support de type
puce, qui rend I’évolution de la technique plus simple, et par la méthode de détection
fondée sur la génération d’un proton a chaque ajout de base lors de la synthése du brin
complémentaire (Rothberg et al. 2011). Il s’agit d’'une technologie séduisante, car la
détection des variations du pH est moins colteuse que les techniques décrites
précédemment. La technique Pacbio RS est fondée sur des principes tres différents. Apres
préparation de la librairie sans phase de pré-amplification, 'ADN est transféré sur un
systeme optique appelé « zero-mode waveguide » (ZMV), qui a la particularité d’amplifier
fortement les signaux de fluorescence émis. Ce systéme est constitué d’un puits contenant

des milliers de polymérases ne pouvant accueillir chacune qu’une seule molécule d’ADN. La
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Figure 26 : Processus de séquencgage par la technique 454/Roche. Une librairie est d’abord
constituée par fragmentation ou par PCR. Les fragments sont ensuite clonés et les cibles
devant étre séquencées sont enrichies par PCR a émulsion a I'aide de billes. Les billes sont
transférées sur la PTP (picotiter plate) afin de permettre la réaction de pyroséquencage.
Cette réaction se déroule en 3 étapes: 1) ajout d’un nouveau nucléotide au brin
complémentaire du brin a séquencer et relargage d’un pyrophosphate (PPi), 2) synthese
d’ATP a partir du PPi en présence d’APS (adenosine 5’ phosphosulfate) et de sulfurylase, 3)

génération de lumiére en présence d’ATP et de luciférase (Mardis 2008).



réaction de séquencage est fondée sur la fluorescence, dont le signal est fortement amplifié
par la ZMV, ce qui permet de travailler sur une seule molécule d’ADN par puits, donc sur une
quantité de matériel génétique tres faible (Eid et al. 2009). Cette méthode a la particularité
de générer des séquences longues, un atout pour le séquengage de novo et en virologie du
fait de la possibilité d’établir des liens entre les différentes mutations présentes sur les

mémes brins génomiques.

Toutes les méthodes de séquencgage a haut débit sont susceptibles de générer des erreurs
lors du séquencage. Les évaluations du Genome Analyzer, du 5500 et du GS FLX ont montré
une précision de 96.7% a 100%, c’est-a-dire voisine de celle des méthodes classiques de
séquencage (Tableau 2) (Harismendy et al. 2009). Cependant, une plus grande transparence
des fournisseurs, une meilleure standardisation des études de performance et des études
indépendantes sont aujourd’hui indispensables. Si I'on considére par exemple la qualité
brute des séquences, évaluée a I'aide du score de PHRED qui répertorie le risque d’attribuer
par erreur une base a une position donnée (Figure 27) (Ewing and Green 1998; Ewing et al.
1998; Richterich 1998), le plus grande production de séquences ininterprétables, appelées
« junk data », est observée avec le system SOLID (Shen et al. 2008; Harismendy et al. 2009;
Walter et al. 2009; Suzuki et al. 2011). Eliminer les données ininterprétables est facile, mais
la technologie SOLID induit un surco(t liée a la production de nombreuses données
inutilisables, sans altération majeure de la qualité des données finales. Si I'on considére les
taux de faux positifs et de faux négatifs, c’est la technologie Illumina qui pose le plus de
problémes, par rapport aux technologies GS FLX et SOLiD. Des algorithmes correctifs, fondés
sur des calculs de probabilité d’erreurs, peuvent corriger ces défauts et font converger les
trois technologies vers des performances similaires si la profondeur d’analyse est suffisante

(Harismendy et al. 2009; Suzuki et al. 2011).
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Figure 27 : Méthode de calcul du score de PHRED et exemples de correspondance entre le

score de PHRED et la probabilité d’erreur sur une base (Ewing and Green 1998; Ewing et al.

1998).



Si l'on considere certains types de données, comme par exemple le séquencage
d’organismes trés riche en GC ou en AT, il a été montré que les performances étaient
sensiblement moins bonnes avec les technologies Illumina et SOLID (Dohm et al. 2008) ;
alors que dans le cas de génomes possédant un fort taux de mutation de type
insertion/délétion (« indel »), le systéme GS-FLX a montré une meilleure performance que
ses concurrents (Harismendy et al. 2009; Hoppman-Chaney et al. 2010). Au contraire, cette
méthode se révele moins performante lorsque la séquence contient des homopolymeéres
(Dohm et al. 2008; Gilles et al. 2011). Au total, les études tendent a montrer qu’il n’existe
pas de technique idéale, dépourvue de défauts, mais plutot des solutions adaptées a chaque

type de projet, le choix de I'une ou de I'autre devant étre mirement réfléchi.

Analyse des données

Les outils disponibles pour I'analyse de données de séquencage direct sont adaptés a la
pratique courante de non-informaticiens. Plusieurs étapes d’analyse sont nécessaires pour
lesquelles de nombreux logiciels ont été développés, comme Chromas pour le basecalling et
la correction de séquences, (McCarthy 1996), ClustalX pour I'alignement (Chenna et al. 2003)
ou pour la phylogénie (Page 1996). Ces logiciels ont été créés pour une utilisation manuelle
et I'analyse de quelques dizaines de séquences au maximum. Dans le cas du séquencage a
haut débit, des millions de séquences sont générées, obligeant a une analyse des données la

plus automatisée possible.

Le processus d’analyse de données de séquencage a haut débit se déroule en trois étapes. La
premiere étape, dite de « basecalling », ne sera pas abordée ici car elle est gérée par des
logiciels internes aux séquenceurs et peut étre considérée comme fiable avec les

technologies actuellement commercialisées. Cette étape consiste a convertir les signaux
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détectés (pH, fluorescence, luminescence, etc) en séquences. Les données brutes obtenues a
I'issue de cette premiere phase sont constituées de séquences au format FASTA, associées a
des scores de qualité au format PHRED. Ce score, fourni pour chaque base séquencée, est la
clé qui permet I'automatisation du processus d’analyse des données (Altshuler et al. 2000).
La deuxieme étape consiste a convertir automatiquement les données brutes en données
analysables annotées, c’est-a-dire débarrassées des « junk data » et alignées. Cette étape
inclut plusieurs processus, dont I’élimination des séquences ou portions de séquences dont
le score de PHRED est inférieur a 20 (risque d’erreur de 1%), I’élimination des séquences
trop courtes, et I'alignement. Cette derniére opération est critique, car les algorithmes
d’alignement et les paramétres permettant sa mise en ceuvre sont nombreux et elle est
consommatrice d’'une énorme puissance de calcul. Des progrés importants ont été réalisés
afin d’optimiser le temps de calcul. Cependant, les parameétres de réglage varient selon les
algorithmes d’alignement, d’une étude a l'autre (fréquence des indels, richesse en AT ou
CG...), ou d’une technologie a I'autre (prise en charge des problémes d’homopolymeéres par
exemple) et sont donc difficile a standardiser, si bien que les résultats peuvent varier en
fonction du logiciel utilisé. Il est cependant possible, pour une application donnée, par
exemple I’étude de virus hautement variables, et pour une technologie donnée, de créer des
algorithmes spécifiques utilisant des paramétres préétablis. De nombreuses équipes ont mis
au point des processus spécialement dédiés a la gestion des séquences virales (Wang et al.
2007; Tsibris et al. 2009; Archer et al. 2010; Poon et al. 2010; Gianella et al. 2011; Rodriguez
et al. 2011). Une fois les données « nettoyées » des junk data et alignées, le processus est
complété par une nouvelle phase de gestion des erreurs. Il est en effet possible d’observer la
présence d’erreurs aléatoires, associées a un bon score de qualité PHRED. Deux types

d’approches existent aujourd’hui pour la correction de ces erreurs : (i) un calcul statistique
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qui compare la fréquence observée a celle obtenue selon I'hypothése d’une présence
aléatoire fondée sur la loi binomiale puis détermine si la différence est significative ou non
(Macalalad et al. 2012; Rodriguez et al. 2012), (ii) I'exploration de I’environnement
génétique de la base fondé sur I’"hypothese selon laquelle une vraie mutation proviendra
plus vraisemblablement de variants apparentés (notion d’haplotype), contrairement a une
erreur qui survient de fagon aléatoire sur n‘importe quel fond génétique (Zagordi et al. 2010;
Zagordi et al. 2010). La troisieme étape consiste a rendre ces millions de données de
séquences interprétables d’un point de vue biologique. Cette nécessité implique d’adapter le
logiciel a la question scientifique posée. Il peut donc exister autant de logiciels que de
projets. Pour le domaine qui concerne cette Theése, on peut citer les logiciels
d’interprétation des mutations de résistance comme geno2pheno (Beerenwinkel et al. 2003;
Altmann et al. 2009; Seclen et al. 2011; Nozza et al. 2012; Santoro et al. 2012; Thielen and
Lengauer 2012) et PyroPack® que nous avons développé (Chevaliez et al. 2011; Rodriguez et

al. 2011; Rodriguez et al. 2012).
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PARTIE 4 : Prise en charge clinique de la résistance

Prise en charge initiale et prévention du risque

Pré-existence des variants viraux résistants

Comme il a été décrit précédemment, la distance devant étre parcourue pour atteindre
I’état de résistance peut-étre raccourcie lorsque des variants viraux résistants sont présents
avant la mise en place de la thérapeutique antivirale. Les variants présents en proportion
majoritaire ou intermédiaire sont le plus souvent transmis par un patient source traité en
échec thérapeutique. Les variants peuvent également étre présents a I'état minoritaire, dans

le cadre de la génération spontanée de mutations sur le génome viral.

La résistance aux traitements de premiére génération du VHB, tels que la lamivudine ou
I’adefovir, est un événement fréquent. En revanche, la résistance est exceptionnelle avec
I’entecavir lorsqu’il est administré en premiére intention et n’a pas été rapportée avec le
tenofovir. Dans ce contexte, méme si I'impact des mutations de résistance a la lamivudine
ou a I'adefovir sur les nouvelles générations d’antiviraux ne semble pas négligeable en terme
de retard a la négativation de la charge virale par exemple, I'absence de connaissance
précise de la prévalence des variants viraux résistants aux premiéres générations de
traitement chez les patients naifs, conjuguée au choix limité d’alternatives thérapeutiques,
rend l'intérét d’'un dépistage systématique hasardeux. En conséquence, il n’est pas
recommandé pour le moment de rechercher la présence de variants viraux résistants chez

un nouveau patient avant la mise en place d’un traitement anti-VHB (EASL 2009).
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Les patients infectés par le VHC bénéficient de I'autorisation de mise sur le marché
d’inhibiteurs de protéase depuis un peu plus d’'un an (AMM 19/09/2011 pour le telaprevir et
18/07/2011 pour le boceprevir, en combinaison a l'interféron alpha pégylé et a la ribavirine
pour les malades infectés par un VHC de génotype 1, source ANSM). La prévalence des
mutations de résistance transmises chez les patients naifs de traitement ne constitue pas
pour le moment une préoccupation de premier plan. La grande majorité, si ce n’est tous les
malades, abritent naturellement des variants viraux potentiellement résistants aux
inhibiteurs de protéase sans avoir jamais été exposés a ces molécules. L'impact de ces
mutations n’est pas aujourd’hui démontré, I'échec thérapeutique étant essentiellement lié a
une mauvaise réponse a l'action antivirale de linterféron dans le cas des triples
combinaisons, si bien qu’il n’est pas recommandé d’en établir le diagnostic avant la mise en

place d’un traitement incluant un inhibiteur de protéase (EASL 2011).

Dans le cas des patients séropositif pour le VIH, I'épidémiologie est bien connue et la
proportion de patients infectés par une souche résistante aux antirétroviraux détectable par
séquencage direct est comprise entre 10 et 20% dans les pays occidentaux (Wensing et al.
2005; Shet et al. 2006). La présence de ces populations virales a pour effet de retarder la
négativation de la charge virale et de multiplier par cing le risque d’échec virologique (Yerly
et al. 1999; Grant et al. 2002; Little et al. 2002; Kuritzkes et al. 2008). Par conséquent, les
recommandations de pratique clinique soulignent toutes I'importance de tester la résistance
chez tous les patients nouvellement pris en charge (Hirsch et al. 2008; Paredes and Clotet

2010; Thompson et al. 2010).

L'implication des variants minoritaires (<1%) dans I’échec virologique est incertaine dans le
cas de l'infection par le VHC, lorsqu’un DAA est associé a I'interféron et a la ribavirine. Elle

joue un role déterminant dans la résistance du VHB et VIH aux traitements antiviraux ciblant
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Figure 28 : Risque d’échec virologique par trithérapie antivirale (A : INTI+INNTI, B : INTI+IP,
C : INTI+INNTI+IP) associé a la présence de variants résistants minoritaires avant le début du

traitement (Simen et al. 2009).



directement les fonctions virales. Dans le cas du VIH, il a été clairement montré que la
présence de variants viraux résistants était associée a un risque plus élevé d’échec
virologique (Figure 28) (Palmer et al. 2006; Svarovskaia et al. 2007; Johnson et al. 2008;
Simen et al. 2009). Ainsi, le risque d’échec virologique est multiplié par 2,7 chez les patients
traités par deux analogues nucléos(t)idiques et un inhibiteur non nucléosidique chez qui des
mutations de résistance a ces molécules sont détectables au début du traitement. Il a
également été montré que la présence de variants CXCR4 minoritaires a 2% était associée a
des échecs thérapeutiques plus fréquents sous maraviroc (Archer et al. 2010). Cependant, le
manqgue de consensus concernant les approches techniques, I'analyse des données et la
démarche a entreprendre en fonction des résultats ne permet pas actuellement de dégager
de stratégie univoque pour prévenir la résistance lorsque les variants sont présents a un

faible niveau.

Récemment, l'introduction d’une phase de «lead-in» précédant lintroduction de
I'inhibiteur spécifique a été proposée pour réduire I'incidence de la résistance au boceprevir
(inhibiteur de protéase du VHC). La lead-in consiste a débuter le traitement par interféron
pégylé et ribavirine d’abord, afin d’abaisser la charge virale a un niveau qui permet de
réduire le risque de sélection de variants résistants a l'inhibiteur, dans I’hypothese ou la
réplication des variants résistants pré-existants serait contrélée (Susser et al. 2009; Bacon et
al. 2011; Poordad et al. 2011). Cette approche ne s’est finalement pas révélée efficace pour
réduire le risque d’échec thérapeutique associé a I'émergence de la résistance (Fried et al.
2011). Elle permet tout au plus de prédire la réponse au traitement, qui dépend de
I’efficacité antivirale de la combinaison interféron-ribavirine, et d’éventuellement décider de

ne pas introduire I'inhibiteur de protéase si la réponse a l'interféron est nulle.
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Figure 29 : Algorithme décisionnel permettant de prévenir la sélection de variants viraux
résistants aux inhibiteurs de protéase du VHC dans un contexte d’échec thérapeutique chez
les patients infectés par un VHC de génotype 1 ou 4 (A), ou 2 ou 3 (B), traités par trithérapie

associant un inhibiteur de protéase, I'interféron alpha pégylé et la ribavirine (EASL 2011).



Dynamique des variants viraux résistants au cours du traitement antiviral

L’étude de la résistance au cours du traitement peut permettre d’éviter I'’échec virologique
lié a celle-ci. Pour tous les virus, le dépistage repose sur la quantification de la charge virale a
une fréquence qui est établie par pathologie et par type de traitement. Par exemple, chez les
patients infectés par le VHC traités par un inhibiteur de protéase en combinaison a
I'interféron alpha pégylé et a la ribavirine, les controles de charge virale doivent étre
effectués avant le traitement, et aux semaines 4, 12 et 24 du traitement par l'inhibiteur. Si la
présence de I’ARN viral est établie aprés la mise en place du traitement par inhibiteur de
protéase, la poursuite du traitement doit étre discutée selon un algorithme consensuel
(Figure 29), afin d’éviter la sélection de variants résistants, conséquence de I'échec
thérapeutique. En effet, la présence de tels variants en proportions importantes pourrait
entamer les chances de guérison lors de futurs traitements fondés sur des médicaments
appartenant a la méme classe thérapeutique (Figure 29) (EASL 2011). Chez les patients
séropositifs pour le VIH traités par trithérapie, les mesures de charge virale sont effectuées
tous les quatre a six mois si le taux de CD4 est >500/mm?, tous les trois mois dans les autres
cas et ce, quel que soit le traitement antiviral instauré (Hirsch et al. 2008; Thompson et al.
2010). Chez les patients infectés par le VHB, la charge virale doit étre mesurée toutes les

douze semaines (EASL 2009).

Lorsque la charge virale augmente de plus de 1 log au-dessus de son nadir sous traitement,
le rebond virologique doit étre exploré et documenté. Pour cela, il convient de s’assurer que
le patient respecte la prescription, de vérifier les éventuelles interactions médicamenteuses
et I'influence sur la compliance des effets indésirables. Dans le cas du VIH, un dosage de la
concentration plasmatique des antiviraux est nécessaire avant d’attribuer I'échec du

traitement a la résistance. Par conséquent, le dosage plasmatique des médicaments et
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I'analyse génotypique de la résistance font partie des recommandations de pratique clinique
en cas de remontée de la charge virale observée sous traitement (Yeni 2010). Dans le cas du
VHC, I'arrét du traitement est recommandé en cas d’échec thérapeutique pour éviter effets
secondaires et co(ts inutiles (régle de futilité). Dans le cas du VHB, I'échec thérapeutique
associé a la résistance aux analogues nucléos(t)idiques doit conduire a I'ajout d’un deuxieme
antiviral sans résistance croisée avec le premier, sans nécessité de documenter les causes
pharmacologiques ou génotypique de I’échec. Pour le VHB comme pour le VHC, aucune
modification de la prise en charge thérapeutique ne dépend des résultats de I'analyse
génotypique de la résistance. Cependant, ces examens sont réalisés a des fins de recherche
dans les études cliniques thérapeutiques ou de cohorte incluant des malades infectés par le
VHB ou le VHC. Les tests génotypiques de résistance, en général fondés sur le séquencage
direct, permettent d’établir une cartographie des mutations de résistance qui est comparée
a des abaques (Annexe 1A pour le VHC, Annexe 1B pour le VHB, Annexe 1C pour le VIH)
(Mohanty et al. 2006; Paredes and Clotet 2010; Zeuzem and Foster 2012) ou directement
interprétée a l'aide d’algorithmes en ligne tel que celui de [I'ANRS

(http://www.hivfrenchresistance.org/), celui de I"'université de Stanford

(http://hivdb.stanford.edu/) ou geno2pheno pour le VIH, ou les banques de séquences du

VHB et du VHC (http://hcv.bioinf.mpi-inf.mpg.de/index.php; http://hbv.bioinf.mpi-

inf.mpg.de/). Les résultats sont ensuite transmis au clinicien, en général accompagnés de

recommandations pour le choix d’un nouveau traitement.
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OBIJECTIFS

Nous avons vu que la prévention de la résistance aux antiviraux pouvait reposer sur la
prédiction de son apparition a I'aide de différents marqueurs. L'identification de nouveaux
marqueurs et I'évaluation des marqueurs existants sont indispensables a la meilleure
définition des algorithmes prédictifs et a leur implémentation dans le processus décisionnel
en pratique clinique. Dans ce contexte, il est particulierement important de parfaitement
connaitre le contexte épidémiologique des marqueurs étudiés afin d’évaluer précisément

I'intérét d’un dépistage ou d’un suivi systématiques.

Les objectifs de ce travail ont été :

1/ De développer de nouveaux outils informatiques d’analyse de la variabilité génétique
virale statique et dynamique, fondés sur le séquencage a haut débit de nouvelle génération
(pyroséquencage ultra-profond) ;

2/ D’utiliser les approches classiques et ces outils pour caractériser la variabilité génétique
du VHB, du VHC et du VIH et comprendre l'influence de celle-ci sur les caractéristiques
cliniques et la résistance aux antiviraux dans différentes circonstances cliniques ;

3/ D’utiliser ces nouveaux outils pour analyser la dynamique temporelle des populations
virales sensibles et résistantes au cours des traitements antiviraux ;

4/ D'utiliser les données récoltées pour améliorer la prise en charge thérapeutique avec les
molécules existantes (par exemple les inhibiteurs d’entrée du VIH) ou développer de
nouvelles approches thérapeutiques (par exemple par la découverte d’inhibiteurs de la

RNAse H du VHB).
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Les résultats présentés ici s’appuient sur 6 études, dont 'analyse a atteint des niveaux
différents d’achévement (4 articles originaux sont présentés, la rédaction des deux articles
correspondant aux derniéres études n’ayant pas débuté). Quatre études sont consacrées au
VHB. L'étude HBV Pol a porté sur des malades infectés par le VHB traités par adefovir et
ayant présenté un échec a ce traitement lié au développement d’une résistance virale ;
I’étude HBV InVS a inclus un grand nombre de patients infectés par le VHB vus pour la
premiere fois dans les centres de référence francais au cours de la période 2008-2011;
I’étude HBV RNAse H a porté sur un groupe homogene de patients grecs infectés par un VHB
de génotype D; enfin, I'étude HBV PreC a porté sur des enfants antigene HBe-positifs
infectés par le VHB traités par adefovir. L’étude HCV Prove2 a porté sur les malades de
I’"hopital Henri Mondor inclus dans I'étude de Phase || PROVE2 ayant testé I'efficacité et la
tolérance de la triple combinaison d’interféron alpha pégylé, de ribavirine et de telaprevir
chez des sujets naifs de tout traitement infectés par un VHC de génotype 1. L'étude HIV
génotropisme a porté sur des malades infectés par le VIH en échec de leur trithérapie et

traités par le maraviroc.
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Histopathologie

. . Ag HBe/ . Durée de
Patient Sexe/ Origine — y15de de transmission (score d'Ishak) aar  Chargevirale  gyivi/nb
Age ethnique Ac Anti-HBe de base d’échantillons
grade stade
a b ¢ d e (Ul/mL) (mois/nb)
A H/46  caucasien Soin dentaire 4 0 3 2 2 -/+ 170 57,351,946 56/19
B H/59  caucasien Inconnu 2 0 1 2 3 -/+ 166 6,123,596 46/24
C F/51 caucasien Inconnu 4 0 4 2 4 -/+ 52 41,531,750 48/15
T . -
D H/55  caucasien ransmission mere 4 0 4 3 5 /4 239 3,604,304 24/18
enfant
T . -
E H/43  caucasien ransmission mere 2 0 2 2 3 _J+ 43 1,337,363 46/16
enfant
F F/56 caucasien Transfusion sanguine 3 0 3 3 3 -/+ 88 1,692,250 57/17
G H/26  caucasien Inconnu 4 0 2 4 6 -/+ 99 283,804 50/19

Tableau 3 : Caractéristiques du groupe de patients étudiés dans |’étude HBV POL



PATIENTS

Etude HBV POL

L’étude a porté sur un groupe de 7 patients (2 femmes et 5 hommes) d’origine caucasienne,
agés de 26 a 59 ans au début de I'étude. Les 7 patients étaient séronégatifs pour le VHC, le
virus de I'hépatite delta et le VIH. Tous étaient infectés par un VHB mutant precore (Ag HBe
négatif) et atteints d’hépatite chronique, traités par adefovir en monothérapie et avaient
présenté un échec thérapeutique lié au développement d’une résistance génotypique a ce
médicament. La charge virale avant traitement était comprise entre 5,5 et 7,8 log Ul/mL. La
sévérité des lésions hépatiques a été caractérisée par le score d’lshak (Tableau 3). Les
patients, naifs de tous traitements, ont recu de I'adefovir en monothérapie a la dose de
10mg/j. Les patients A, B, E et G ont également été traités par lamivudine associée a
I’adefovir aprés I'échec du traitement par I'adefovir seul. Des échantillons de sérum ont été
prélevés régulierement avant et au cours du traitement pour I'analyse des quasi-espéces

virales. La durée de suivi était de 24 a 57 mois selon les patients.

Le dosage de l'alanine amino-transférase (ALAT) a été réalisé avant et au cours du
traitement par adefovir a I'aide de réactifs et de I'analyseur Roche Modular Chemistry
Analyser (Roche, Bale, Suisse). Les charges virales ont été mesurées avant et pendant le
traitement par les techniques de PCR Cobas Amplicor® HBV Monitor test ou PCR Cobas
TagMan 48 HBV test® (Roche, Bale, Suisse), avec des limites inférieures de détection

respectives de 36 Ul/mL et 17 Ul/mL. Tous les résultats ont été exprimés en Ul/mL.
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AgHBe-négatif [n(%)] 550(88,0%)

ADN du VHB (Logio UI/mL) (moyenne+DS) 3,6621,42

ADN du VHB 23,30 Log:o Ul/mL [n(%)] 226 (36,2%)

ADN du VHB <3,30 Log:o Ul/mL [n(%)] 399 (63,8%)

ADN VHB indétectable (<1,20 Logio) [n(%)] 105 (16,8%)

Titre de I'’AgHBs (Logio Ul/mL) (moyennexDS) 3,38+0,78
GénotypeduVHB[nG]
Déterminé 459 (73,4%)
Non amplifié 166 (26,6%)

0,5%
0,2% \/ ;

B Génotype A
B Genotype B

Génotype C
B Génotype D
B Génotype E
B Génotype F
B Génotype G

Tableau 4 : Caractéristiques des patients de la cohorte HBV InVS



Etude HBV InVS

Les patients de cette étude étaient issus de la surveillance systématique des patients atteints
d’hépatite chronique B nouvellement pris en charge au sein des Poles de Référence et des
Réseaux Hépatites francais. Au cours de la période 2008-2011, 2845 patients (59%
d’hommes, d’age moyen 36,0 ans, dont 19% nés dans un pays de faible endémicité et 81%
dans un pays de forte ou moyenne endémicité) ont été inclus dans I’enquéte de surveillance.
Le volet virologique, réalisé par le Centre National de Référence des Hépatites Virales B, C et
Delta, a porté sur 625 patients dont les prélevements ont été collectés par les différents
laboratoires de virologie participant a cet observatoire. Les caractéristiques virologiques des
patients sont présentées dans le Tableau 4. La grande majorité d’entre eux (88,0%) étaient
infectés par un virus mutant de la région pré-C/C (AgHBe-négatif). Environ 64% des patients
avaient un ADN du VHB inférieur a 3,3 Log Ul/mL (<2000 Ul/mL). Les génotypes D (32,7%), E
(27,4%) et A (25,5%) étaient les plus fréquents. Le titre de I’AgHBs, mesuré par une méthode
de chimioluminescence automatisée (Architect, Abbott), était en moyenne de 3,4+0,8 Log

Ul/mL. Les titres d’AgHBs étaient comparables quel que soit le génotype viral.

Etude HBV RNase H

579 patients infectés par un VHB de génotype D, naifs de tout traitement et exempts de
coinfection par le VHC ou le VIH, avec une hépatite chronique B Ag HBe négative, ont été
recrutés dans cette étude épidémiologique menée dans le Nord de la Grece. Cette cohorte
comportait 374 hommes (64,4%) et 206 femmes (35,6%) ayant pour moyenne d’age 52+13
ans. La sévérité de leur maladie hépatique a été évaluée a I'aide du score Metavir, obtenu a

partir de biopsies d’'un échantillon représentatif de 147 patients: FO-F1 : 32,6%, F2-F3 :
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2-6 Years- 7-11 Years- 12-17 Years~ Total
ADV (n= PLB (n= ADV (n= PLB(n= ADV (n= PLE (n= ADV (n= PLE (n=
Baseline Characteristics 23) 12) 36) 19) 56) 27) 115) 58)
Sex (n, %)
Female 14 (61) 2 (67) 13 (36) 4 (21) 14 (25) 7 (26) 41 (36) 19 (33)
Male 9(38) 4(33) 23 (B4) 15(79) 42 (75) 20(74) 74 (64) 39 (67)
Age (years)
Mean (3D} 41(1.5) 4.6(1.2) 9.5(1.5) 98(1.1) 145017y 141(15) 108043 107(39)
Median 4.0 5.0 10.0 10.0 14.0 14.0 11.0 11.0
Race (n, %)
Whitet 6 (26) 3(25) 23 (64) 17 (90) 41(73) 21(78) 70(61) 41 (71)
Asian 8(35) 6 (50) 8(22) 1(5) 13(23) 5(19) 29 (25) 12 (21)
Black 7 (30) 1(8) 3(8) 1(5) 1(2) 1(4) 11 (10) 3(5)
American Indian or Alaska 0 0 0 0 1(2) 0 1(=1) 0
Mative
Othert 2(9) 2(17) 2 (B) 0 0 0 4 (4) 2(3)
Ethnicity (n, %)
Hispanic/Latino 0 0 0 0 1(2) 0 1(=1) ]
BMI z-score
Mean (3D} -0.6 (0.34) BDE? -0.4(0.67) -0.3(0.82) 03(1.00) 02(1.21) 00(095  00(1.10)
Prior CHB treatment (n, %) oo
Yes 2(9) 2(17) 24 (67) 13(68) 38 (68) 18 (67) 64 (56) 33(57)
Mo 21(91) 10(83) 12 (33) 6(32) 18 (32) 9(33) 51 (44) 251(43)
HBV DMA (log 1o copies/mL)
Mean (SD) 923 9.01 28.63 352 2.60 363 8.74(0894) 367
(0.589) (1.245) (0.735) (0.653) (1.024) (1.114) (1.0186)
Median 917 9.13 872 361 2.85 369 384 878
Min, max 8.27, 5.44, 6.72, 722, 940 520,99 5.40, 5.20,10.30 5.40,
10.30 10.25 1017 10.26 10.26
HBV Genotype (n, %)
A 5(22) 11(8) 17 (47) 13(68) 29 (52) 18 (67) 51 (44) 32 (55)
B 4 (17) 3(25) 3(8) 1(5) 6 (11} 1(4) 13(11) 5(9)
C 1(4) 1(8) 4 (11} 0 5(9) 3y 10 (9) 4 (7)
D 11 (48) 5(42) 9 (25) 4(21) 15 (27) 5(19) 35 (30) 14 (24)
E 2(9) 11(8) 1(3) 11(5) 0 0 303) 2(3)
F ] 0 1(3) 0 1 (2%) 0 2(2) 0
Mot done 0 1(8) 103) 0 0 0 1(=1) 10(2)
ALT (LIL)
Mean (SD) 90 (54.4) 105(64.8) 105(609) 81(253) 123(995) 109(594) 111(81.6) 99 (52.8)
Median 72 29 a4 78 94 99 84 85
Min, max 33 227 49, 265 23,2449 43,130 24, 448 31,250 23,448 31, 265
ALT as multiple of ULM
Mean (SD) 2E(160) 310191 280167y 214(07F7) 30(239) 27(144) 29(203) 26(140)
Median 21 26 23 20 23 23 23 22
Min, max 1.0 67 14,78 0.7 6.0 11,38 07,104 07 58 07,104 07 78
HBeAg T (n, %)
Megative ] 11(8) 0 0 2(4) 0 2(2) 1(2)
Positive 23 (100) 111(92) 36 (100) 19 (100) 54 (96) 27 (100) 113 (98) 57 (98)
Anti-HBe T (n, %)
Positive 0 1(8) 0 0 2(4) 0 2(2) 1(2)

Tableau 5 : Caractéristiques générales des patients de I’étude HBV PreC (Jonas et al. 2008).



42,2%, F4 : 25,2% pour la fibrose, A0-Al : 51%, A2-A3 : 49% pour 'activité. La charge virale a
été mesurée a I'aide du kit Versant HBV DNA 3.0 (Bayer Healthcare, Leverkusen, Allemagne)
selon les recommandations du fournisseur et était de 4.2+2.5 Log Ul/mL en moyenne. Parmi
les patients de cette cohorte, un échantillon représentatif de 80 individus a été sélectionné
de fagon aléatoire pour la détermination des caractéristiques génotypiques de la RNaseH.

Cet échantillon présentait des caractéristiques similaires a celles de la cohorte principale.

Etude HBV PreC

L’étude HBV PreC a porté sur des patients mineurs ayant une infection chronique par un VHB
Ag HBe positif inclus dans un essai clinique visant a étudier I'efficacité d’un traitement par
adefovir dans cette population (Jonas et al. 2008). Il s’agissait de 173 patients répartis en 3
groupes d’age : 2-6 ans, 7-11 ans et 12-17 ans (Tableau 5), majoritairement infectés par un
VHB de génotype A ou D et exempts de coinfection par le VHC ou le VIH. Les patients de
chaque classe d’age ont été randomisés en deux groupes, I'un recevant 'adefovir et I'autre
un placebo (2:1) pendant 48 semaines. A l'issue de 44 semaines de traitement, tous les
patients n"ayant pas seroconverti dans le systeme HBe se sont vus proposer la poursuite ou
la mise en route (sujets sous placebo) du traitement par adefovir. Au cours du traitement et
pendant le suivi (jusqu’a 180 semaines au total pour certains patients), la charge virale a été
quantifiée régulierement a I'aide du kit COBAS TagMan HBV (Roche, Bale, Suisse), I’Ag HBe
et les anticorps anti-HBe ont été recherchés respectivement par le kit ETI-EBK-PLUS EIA et
ETI-AB-EBK-PLUS EIA (DiaSorin, Saluggia, Italie), et 'Ag HBs et les Ac anti-HBs ont été
recherchés respectivement par les kits AxSYM HBsAg (V2) et AxSYM AUSAB (Abbott,

Chicago, USA). Un sous-groupe de 158 patients, représentatifs de la cohorte compléte, a été
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Table 1. Baseline Characteristics of the Study Patients, According to Treatment Group.™
Characteristic T12PR24 (N=81) TI12PRIZ (N=82) T12P12 [N=78) PR48 [N=82)
Years of age — median [range) 46 (19-85) 44 [22-65) 43 (20-64) 45 [1E—64)
BMI — median {range)t 24 (17-35) 23 (17-32) 24 [18-41) 24 {17-35)
Male sex— no. (%) 54 (57) 49 (50) 43 [55) 46 {36)
Race or ethnic group — no. {38)§
White 75 (93) 76 (33) 77 (89) 76 (93)
Black 1{1) 2 1(1) 2(3)
Asian 3 (4) ) o 4 (5)
Hispanic 1(1) 1{1) 0 ]
Other L1} L) o o
HCW RM& — log,, IL/ml 6.5+0.6 6.4+0.6 6.3+0.6 64406
HCV RMA =800,000 IU/ml — no. {%) 73 (30) 67 (82) B3 (81) 68 (83)
Fibrosis on previous liver biopsy — no. (3&)
Maore or minimal 15 (43) 30 37) 11 (40) 8 (34)
Portal 37 (46) 46 {56) 43 (55) 46 (56)
Bridging 3 (11) 6 (7) 3 (4) B{10)
Cirrhosisf — — 1 (1) —
ALT, IUml — median {range) 56 (18-277) 50 {15-259) 5% (18-303) 55 (20-315)
HCV genotype 1 subtype — no. (%)Y
la 31 (38) 37 [45) 40 (51) 35 (43)
1b 50 (52 45 {55 18 (43) 45 (55
Indeterminate ] 0 ] (T

# Plus—minus velues zre means +50. Patients were randomly assigned to receive one of four treatments invaolving vari-
ous combinations of telaprevir (1250 mg on day 1, then 730 mg every 8 hours), peginterferon aifa-Za (180 ug weekly),
and ribavirin {dose according to body weight). The T12PR24 group received telaprevir, peginterferon alfa-2a, and ribavi-
rin for 12 weeks, followed by peginterferon alfa-2a and ribavirin for 12 more weeks. The TL2PR12 group received tef-
aprevir, peginterferon alfa-2a, and ribavirin for 12 weeks. The T12P12 group received telaprevir and peginterferon alfa-
Za without ribavirin for 12 weeks. The PR4& (control) group received peginterferon alfa-Za and ribavirin for 48 weaks.
There were no significant differences between the control group and any of the three telaprevir-based groups. ALT de-
notes alanine aminotransferase, and HOW hepatitis C virus.

1 The body-mass index {BMI) is the weight in kifograms divided by the square of the height in meters.

§ Race or ethnic group was self-reported. Percentages do not total 100 because of rounding.

§ Patients with cirrhosis on previous biopsy were excluded from the study; however, one such patient was enrolled in er-
ror by a site investigator.

§ HCV genctype and subtype were determined through sequence analysis of the coding region of the nonstructural 3
protease, performed as part of resistance studies.

Tableau 6 : Caractéristiques générales des patients de I'étude HCV Prove2 (Hézode et al.

2009).



étudié sur une période couvrant jusqu’a trois années de traitement. Cette étude faisait suite
a des résultats préliminaires obtenus par Gilead chez 30 patients de mémes caractéristiques
suggérant que la prévalence des mutations PreC avant la mise en place du traitement était

prédictive du succes thérapeutique.

Etude HCV Prove2

L’étude HCV PROVE2 est un essai de Phase Il visant a évaluer I'efficacité et la tolérance d’un
traitement par telaprevir et interféron alpha pégylé avec ou sans ribavirine chez des patients
ayant une infection chronique par un VHC de génotype 1 (Tableau 6) (Hezode et al. 2009).
Dans cette étude, les patients ont été randomisés en quatre groupes de 78 a 82 individus,
d’age moyen de 45 ans, majoritairement masculins. La sévérité de leur pathologie hépatique
a été évaluée par biopsie hépatique et a révélé une maladie peu évoluée dans plus d’un tiers
des cas, avec une fibrose uniquement portale chez plus de la moitié d’entre eux. La charge
virale initiale, quantifiée par COBAS TagMan HCV assay, version 1.0 (Roche, Béle, Suisse) a
été établie a 6,4 log Ul/mL en moyenne. Les patients des 4 groupes ont regu : soit 12
semaines de trithérapie par ribavirine + interféron (PR) + telaprevir suivies de 12 semaines
de PR (T12PR24) ; soit 12 semaines de trithérapie (T12PR12) ; soit 12 semaines de telaprevir
et d’interféron sans ribavirine (T12P12) ; soit 48 semaines de traitement par interféron et
ribavirine (groupe controle : PR48). Les patients ont été suivis régulierement pendant le
traitement et jusqu’a 254 semaines aprés son arrét. Parmi les patients des 4 groupes, les 18
sujets inclus dans l'essai a I’hopital Henri Mondor ont été choisis pour réaliser I'étude
longitudinale : 6 appartenaient au groupe T12P12, 7 aux groupes T12PR12 et T12PR24 et 5

au groupe PR48.
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CharacteristicZ

Screening (n = 189) Baseline MVC (i = 112)

General
Male (%) 78.1
Median age, yr (IQR) 45.3 (41.8-50.7)
Median CD4 cell count/ul (IQR) 247 (110-396)
Median nadir CD4 cell count// pl (IQR) 75 (14-160)

Median plasma HIV-1 RNA log; g copies/ml (IQR) 4.2 (3.5-4.8)

Previous antiretroviral treatment

Median no. of NETIs (IQR) 6(5-7)
Median no. of NNETs (IQR) 1(1-2)
Median no. of PIs (IQR) 4(3-6)
Enfuvirtide (%) 45.0
Raltegravir (%) 209
* HIV-1subtypeB (%) 88.7
Trofile result (%)
. CCRsg 714
CXCR4 2.7
D/M 25.9
Coprescribed antiretroviral drugs (%)
Raltegravir Nab
Darunavir NA
Etravirine NA
Enfuvirtide NA
~ Median wGSS (IQR) NA

i
£

45.7 (42.1-51.2)
257 (123-394)
99 (27-177.

4.2 (3.4-4.9)

6(5-7)
1 (1-2)

4(3-6)
45-0
22.2

90.4

100

67.9
53.6
28.6
17.0

1({0.5-1)

. 3MVC, maraviroe; IQR, interquartile range; NRTIs, nuclecside RT inhibitors; NNRTIs, nonnucleoside RT inhibitors; PIs, protease

" inhibitors; D/M, dual/mixed; wGSS, weighed genotypic sensitivity score.

bN.‘—\, not applicable.

Tableau 7 : Caractéristiques générales des patients de I'étude HIV génotropisme (Recordon-

Pinson et al. 2010).



Etude HIV génotropisme

189 patients infectés par un VIH-1 traités par HAART ont été inclus dans cette étude visant a
évaluer les marqueurs de réponse au traitement par maraviroc (Recordon-Pinson et al.
2010). Les patients, majoritairement masculins, avaient une moyenne d’age de 45 ans, un
taux de CD4 médian de 247/uL et une charge virale médiane de 4.2 Log copies/mL. Les
données du test phénotypique de génotropisme Trofile (Monogram Biosciences, San
Francisco, USA) ont été recueillies et les patients présentant un tropisme CCR5 ont été
sélectionnés pour recevoir du maraviroc; 113 patients ont ainsi été traités par une
trithérapie optimisée, additionnée de maraviroc (Tableau 7). Des prélevements ont été
réalisés 1, 3 et 6 mois apres le début du traitement par maraviroc. A chacun de ces
prélevements, la charge virale a été mesurée a I'aide du kit Cobas TagMan (Roche, Bale,

Suisse) en log Ul/mL.
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POL1 (Sens) HBV/POLrt 186-206  5'-CCC TGC TCG TGT TAC AGG CGG-3’
POL2 (Antisens) HBV/POLrt 1196-1174  5'-GTT GCG TCA GCA AAC ACT TGG CA-3’
POL3 (Sens) HBV/POLrt 251-272  5-GAC TCG TGG TGG ACT TCT CTC A-3’
POL4 (Antisens) HBV/POLrt 1058-1033  5'-GGC ATT AAA GCA GGA TAA CCA CAT TG-3’
HBV5_XL_F HBV/POLrt 324-343  5-CCTCCAATCACTCACCAACC-3’
HBV5_XL_R HBV/POLrt 901-919  5'-GGAACTTTGCCACAGGATC-3'
HBV3_XL_F HBV/POLrt 901-919  5-GGAACTTTGCCACAGGATC-3'
HBV3_XL_R HBV/POLrt 324-343  5-CCTCCAATCACTCACCAACC-3’
RNaseH-F HBV/POLrh 1031-1058  5'-CACAATGTGGATATCCTGCCTTAATGC-3’
RNaseH-R HBV/POLrh 1702-1728  5'-CCTACTTCAAAGACTGTGTGTTTAAG-3’
3719 F HBV/POLrh 1134-1153  5'-CATGAACCTTTACCCCGTTG-3’
3719 R HBV/POLrh 1661-1680  5'-GACTCTTGGACTCCCAGCAA-3’
Outer Primer mix HBV/PreCore/Core Inconnues Amorces du kit InnoLipa PreC
HBV_PreC_F HBV/PreCore/Core  1704-1726  5-TACTTCAAAGACTGTGTGTTTAC-3’
HBV_PreC_R HBV/PreCore/Core 1924-1942  5’-ATTTGGAGCTACTGTGGAG-3’
3ES HCV/NS3 3317-3336  5-TGT GGG GAC ATC ATC TTG G- 3’
ZekriSE HCV/NS3 3364-3379  5.GCG TGC GAC ATC ATC- 3’
NS3SE HCV/NS3 32213244 5'_CA(CT) (AG) CG GGC CT(AG) CGA GAC CTT GC-3’
3EAS HCV/NS3 4039-4059  5.AGC GGT AAG AGC ACC AAG GT-3'
31S HCV/NS3 3364-3385  5.GAG ATA CTT TTG GGA CCG GCT-3’
ZekriSi HCV/NS3 3364-3383  5.GAG ATA CTG CTC GGG CCG G-3'
NS3Si HCV/NS3 3296-3316  5.TGG GGG GC (AG) GAT AC(CT) GCG GC- 3’
31AS HCV/NS3 3967-3988  5.GGA GAT GAG TTG TCT GTG AA-3’
HIV_V3-F-outer HIV/Env 6855-6879  5'-GAG CCA ATT CCC ATA CAT TAT TGT-3’
HIV_V3-R-outer HIV/Env 7786-7817  5'-TAA GTC TCT CAA GCG GTG GTA GCT GAA-3'
HIV_V3-F-inner HIV/Env 6877-6898  5'-TGT GCC CCA GCT GGT TTT GCG AT-3'
HIV_V3-F-inner HIV/Env 6877-6898  5'-GGA TCT GTC TCT GTC TCT CTC TCC A-3'
M13S (Sens) / / 5'-GTA AAA CGA CGG CCA GT-3’
M13R (Antisens) / / 5'-CAG GAA ACA GCT ATG AC-3'

Tableau 8 : Amorces utilisées pour les différentes approches de biologie moléculaire.



MATERIELS ET METHODES

Préparation des échantillons pour les techniques de biologie moléculaires d’étude des

variants viraux
Etude HBV POL et HBV InVS

L’ADN viral contenu dans 200uL de sérum a été extrait a I'aide du coffret QlAamp  DNA
blood kit™ (QIAGEN GmbH, Hilden, Allemagne) selon les instructions du fabricant, apres
élution dans 50 uL d’eau stérile. L'amplification par PCR (PCR1) du domaine A a E de la
région transcriptase inverse du gene P a été réalisée a 'aide des deux amorces POL1 et POL2
(Tableau 8). Quand la charge virale était inférieure a 1000 Ul/mL, elle a été suivie d’une
seconde PCR (PCR2) utilisant les amorces POL3 et POL4 (Pallier et al. 2009). La réaction de
PCR1 a été réalisée avec 5 pL d’ADN viral extrait et la PCR2 avec 2 pL d’amplicons de PCR1.
Le milieu réactionnel des deux PCR était composé de 10 pmol de chaque amorce, de tampon
Ampli Taq Gold 10X, 0,75 umol de MgCl,, 10 nmol de dNTP, 2,5 Ul d’Ampli Taq Gold (Applied
Biosystems, Carlsbad, Californie) et d’eau stérile gqsp 45 L. L'amplification s’est déroulée
dans un thermocycleur ABI 9700 (Applied Biosystems, Carlsbad, Californie) selon le
programme suivant : PCR1 : [10 min, 95°C; 40 cycles de : 30's, 94°C; 30 s, 48°C; 1 min, 72°C
; 10 min, 72°C], PCR2 : [10 min, 95°C; 35 cyclesde : 30's, 94°C; 30 s, 55°C; 1 min, 72°C; 10
min, 72°C]. Afin d’évaluer I'efficacité de I'amplification, un dixieme du produit de PCR
additionné de bleu de bromophénol a été analysé par migration électrophorétique en gel
d’agarose a 2% dans du tampon TBE 0.5X (Tris base 50 mM, acide borique 45 mM, EDTA 0.5
mM, pH 8.4) additionné de 1% de SybrSafe DNA gel Strain (Applied Biosystems, Carlsbad,

Californie). Les bandes obtenues ont été visualisées sous lumiéere UV. Les produits de PCR
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ont ensuite été purifiés a l'aide du kit Amicon-Ultra column (Milipore, Billerica,

Massachusetts).

Etude HBV RNaseH

L’ADN du VHB a été extrait a partir de 200 a 500 pL de sérum a 'aide du kit QlJAamp DNA
blood kit sur automate QiaCube (Qiagen GmbH, Hilden, Allemagne) selon les instructions du
fabricant. Un fragment de 697 pb couvrant la totalité de la RNase H de la polymérase du VHB
a été amplifié¢ a I'aide des amorces RNaseH-F et RNaseH-R (Tableau 8) et de la Taq
polymérase AmpliTaqGold (Life Technologies, Carlsbad, Californie) selon Iles
recommandations du fabricant, sur un thermocycleur ABI 9700 (Life Technologies, Carlsbad,
Californie) suivant le programme : [95°C, 10min ; 40 cycles de : 95°C, 30s ; 58°C, 30s ; 72°C,
40s ; 72°C, 7min]. Les amplicons ont ensuite été purifiés a I'aide du kit Amicon-Ultra column
(Milipore, Billerica, Massachusetts) et leur taille vérifiée par migration électrophorétique sur

gel d’agarose a 2% comme décrit précédemment.

Etude HBV PreC

L’ADN viral contenu dans 200uL de sérum a été extrait a I'aide du kit QlJAsymphony DSP
Virus/Pathogen Kit sur automate QIAsymphony (Qiagen, Hilden, Allemagne). L’amplification
par PCR du domaine PreC/C a été réalisée de maniére a pouvoir comparer les performances
des kits INNO-LiIPA HBV PreCore (Innogenetics, Gand, Belgique) et du séquencage de
nouvelle génération. La préparation des échantillons a été réalisée selon le protocole du kit.
Brievement, un mélange contenant le tampon Taq Stratagene 10x, les dNTP (25 mM), le
« Outer Primer Mix » et la Taq DNA Polymerase 5 Ul/ul (Stratagene, La Jolla, Californie) a été
utilisé pour réaliser une amplification par PCR de 20 ul d’échantillon extrait sur

thermocycleur ABI 9700 (Applied Biosystems, Carlsbad, Californie) selon le programme [4
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min, 94°C ; 40 cycles de : 30s, 94°C ; 30s, 50°C ; 30s, 72°C ; 10 min, 72°C]. Afin d’évaluer
I'efficacité de I'amplification, un dixieme du produit de PCR additionné de bleu de
bromophénol a été analysé par migration électrophorétique en gel d’agarose a 2% dans du
tampon TBE 0.5X (Tris base 50 mM, acide borique 45 mM, EDTA 0.5 mM, pH 8.4) additionné
de 1% de SybrSafe DNA gel Strain (Applied Biosystems, Carlsbad, Californie). Les bandes

obtenues ont été visualisées sous lumiere UV.
Etude HCV Prove2

200 pL de sérum de patient ont été extraits a I'aide du kit QJAamp Viral RNA sur I'automate
QlAcube (Qiagen, Hilden, Allemagne) selon les instructions du fournisseur et élués dans 60uL
d’eau. 15 L d’extrait ont ensuite été utilisés pour la RT-PCR one-step multiplexée a I'aide du
kit Qiagen OneSTep RT PCR (Qiagen, Hilden, Allemagen) selon les instructions du fournisseur
a I'aide des amorces sens NS3SE (10uM), ZekriSE (10uM) et 3ES (10uM), et antisens 3EAS
(10uM) (Tableau 8) sur thermocycleur ABI 9700 (Applied Biosystems, Carlsbad, Californie)
selon le programme : [60min, 50°C ; 15 min, 95°C; 40 cycles de : 30s, 94°C ; 30s, 55°C ; 1min,
72°C ; 10 min, 72°C]. Les produits d’amplification ont ensuite été purifiés a I'aide du kit
Amicon-Ultra column (Milipore, Billerica, Massachusetts). La vérification qualitative et
guantitative des produits d’amplification a été réalisée par PCR en temps réel avec 5 pL de
RT-PCR one-step dilués au 1/50°™¢, |e kit SYBR® Green PCR Master Mix (Applied Biosystems,
Carlsbad, Californie) et les amorces ZekriSi (10uM) et 3IAS (10uM) (Tableau 8) sur
thermocycleur ABI 7300 (Applied Biosystems, Carlsbad, Californie) selon le programme
d’amplification [2min, 50°C ; 10 min, 95°C ; 45 cycles de : 15s, 95°C ; 1min, 60°C] additionné
d’une étape de dissociation [95°C, 15s; 60°C, 15s; rampe de +0.5°C/s jusqu’a 95°C]. Les
échantillons présentant un mauvais profil de dissociation ou un signal d’amplification

inférieur a 25 cycles ont été écartés de I'étude.
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Figure 30 : Représentation schématique des étapes techniques de réalisation du

pyroséquencage a haut-débit sur le séquenceur GS FLX de Roche.



Etude HIV génotropisme

Les échantillons de cette étude ont été traités selon une méthode décrite précédemment
(Swenson et al. 2010; Swenson et al. 2011; Swenson et al. 2011). L’ARN du VIH a été extrait a
partir de 500 pL de plasma a I'aide du kit NucliSENS easyMAG (BioMérieux, Marcy-L’étoile,
France). Trois RT-PCR one-step ont été réalisées a partir de 4 uL d’extrait pour chaque
amplification a 'aide du kit Qiagen OneSTep RT PCR (Qiagen, Hilden, Allemagne) selon les
instructions du fournisseur a I'aide des amorces HIV_V3-F-outer et HIV_V3-F-inner (Tableau
8) selon le programme [30min, 52°C ; 2 min, 94°C ; 40 cycles de : 15s, 94°C ; 30s, 55°C; 90s,
68°C; 5min, 68°C]. L'amplification a été vérifiée par migration sur gel d’agarose selon le
protocole décrit précédemment. Puis les amplicons ont été purifiés sur colonne Amicon-

Ultra column (Milipore, Billerica, Massachusetts).

Pyroséquencage a haut débit (technologie 454)

Etude HBV POL

Les différentes étapes du pyroséquencage sont résumées Figure 30. 5 uL d’amplicon purifiés
ont été utilisés pour la réalisation de la seconde PCR a I'aide des amorces POL3 et POL 4
(Tableau 8), selon les conditions décrites ci-dessus. POL4 a été modifiée pour permettre
I'introduction des adaptateurs de fixation sur les billes utilisées pour le séquencage et des
tags permettant d’identifier chaque échantillon (MIDs: Multiplex ldentifiers). Ainsi, 8
amorces possédant 8 MIDs différents ont été utilisées pour identifier les échantillons. Une
purification post-PCR a été réalisée a I'aide du kit Nucleofast® 96 PCR plates (Clontech,
Moutain View, Californie) selon les instructions du fabricant. Les produits de PCR ont été

qguantifiés a I'aide du kit Quant-iT™ PicoGreen® dsDNA kit (Invitrogen, Carlsbad, Californie)
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sur le lecteur DTX 880 Multimode Detector (Beckman-Coulter, Brea, Californie) puis
normalisés a 1.10° copies/mL. Ensuite, la phase de PCR en émulsion, au cours de laquelle
chaque amplicon se fixe de maniere clonale a une bille, a été réalisée a I'aide du kit GS FLX
Titanium emPCR Kit (454 Life Sciences, Roche Diagnostics Corp.), suivie par une purification
et un enrichissement selon les instructions du fabricant. A la fin de ces étapes, les billes
fixant les amplicons clonaux ont été comptées et normalisées a I'aide du compteur Beckman
Coulter Z1 particle counter (Beckman Coulter, Brea, Californie) avant d’étre répartis en 16
lots de 8 échantillons possédant chacun un MID différent. Puis chaque lot a été déposé sur
une région de la lame de séquencage 16 régions GS FLX Titanium PicoTiterPlate (454 Life
Sciences, Roche Diagnostics Corp.). Le séquencage a ensuite été réalisé sur le séquenceur GS
FLX a l'aide du kit GS FLX Titanium Sequencing Kit (454 Life Sciences, Roche Diagnostics

Corp.).

Etude HBV InVS

L'étude HBV InVS a été réalisée de la méme maniere que I'étude HBV POL, mais le
séquencage a cette fois été réalisé en sens et antisens a I'aide des amorces de PCR 2:
HBV5_XL F, HBV5_XL R et HBV_3 XL, HBV3_XL R (Tableau 8). Les amorces HBV5_XL_F et
HBV3 XL R ont été modifiées pour recevoir les MIDs (16 différents). Apres PCR et
purification, la qualité des amplicons a été contr6lée a I'aide du profil obtenu par dépot sur
puce Agilent DNA1000 (Agilent, Santa Clara, Californie) puis, lorsque les profils étaient
corrects, une quantification a été réalisée comme précédemment décrit pour permettre la
normalisation a 10° copies/uL. La PCR en émulsion, la purification, I'enrichissement et le
comptage des billes ont été réalisés de la méme maniere que précédemment, a I'exception
de I'organisation des lots qui s’est faite en 8 lots de 16 échantillons possédant chacun un

identifiant différent. Les billes ont été transférées sur une lame de séquencage 8 régions GS
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FLX Titanium PicoTiterPlate (454 Life Sciences, Roche Diagnostics Corp.), puis le séquencage
a été réalisé sur séquenceur GS FLX+ a I'aide du kit GS FLX+ Titanium Sequencing Kit (454 Life

Sciences, Roche Diagnostics Corp.).

Etude HBV RNase H

Le protocole de pyroséquencage HBV RNase H a suivi grossierement celui de I'étude HBV
InVS avec une amplification secondaire a I'aide des amorces 3719 _F et 3719 _R, toutes deux
modifiées pour recevoir 'un des 40 MIDs utilisés dans ce projet. Ainsi, 4 lots de 40
échantillons ont été préparés selon le protocole décrit précédemment. Le séquencage a été
réalisé en sens et antisens sur une lame de séquencage 4 régions de type GS FLX Titanium
PicoTiterPlate (454 Life Sciences, Roche Diagnostics Corp.) sur séquenceur GS FLX a I'aide du

kit GS FLX Titanium Sequencing Kit (454 Life Sciences, Roche Diagnostics Corp.).

Etude HBV PreC

Le pyroséquencage a haut-débit du projet HBV PreC a été réalisé selon les méme modalités
qgue celui du projet HBV POL, avec les amorces HBV_PreC_F et HBV_PreC_R. Dans ce cas
particulier, c’est I'amorce HBV_PreC_F qui a recu les MIDs (25 différents). Le séquencage a
été réalisé en sens uniquement, par lots de 25 échantillons, chaque lot étant déposé sur une
région de Picotiter plate 8 régions. Deux lames ont été nécessaires pour couvrir le nombre

d’échantillons étudiés.

Etude HCV prove2

Le projet HCV Prove 2 a été réalisé exactement dans les mémes conditions techniques que le
projet HBV InVS, c’est-a-dire par séquencage double sens sur les kits et séquenceurs GS

FLX+. Les amorces utilisées pour le deuxieme round de PCR étaient celles utilisées pour la
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quantification en PCR temps réelle décrites dans la partie « préparation des échantillons »,
modifiées pour accueillir un MID (8 différents utilisés). Le séquencage a été réalisé sur 2
lames 4 régions, chaque région ayant recu un lot de 8 échantillons possédant chacun un MID

différent.

Etude HIV génotropisme

Dans cette étude, le second round de PCR a été réalisé a I'aide des amorces HIV_V3-F-inner
et HIV_V3-R-inner, modifiées chacune pour accueillir un des 12 MIDs utilisés pour ce projet.
Aprés purification a l'aide du kit Agencourt Ampure PCR Purification beads (Beckman-
Coulter, Brea, Californie), les amplicons ont été quantifiés par le kit Quant-iT Picogreen
dsDNA Assay Kit (Invitrogen) sur le lecteur DTX 880 Multimode Detector (Beckman-Coulter,
Brea, Californie), et normalisés a 2.10° copies/mL. Les amplicons ont ensuite été amplifiés de
facon clonale sur bille lors de I'étape de PCR en émulsion selon les mémes conditions que
celles décrites précédemment. Apres traitement, les échantillons répartis par lot de 12,
chacun possédant un MID différent, ont été transférés sur une lame de séquencage 4

régions.

Contréles

La procédure a été identique pour les projets concernant le VHB et le VHC. En pratique, deux
amplicons provenant d’un patient, I'un avant traitement et l'autre au moment de
I’échappement thérapeutique pour lequel la présence majoritaire d’'une mutation a été
décrite et pour lequel une amplification selon le protocole décrit dans la partie « Préparation
des échantillons pour les techniques de biologie moléculaires d’exploration des variants
viraux » a pu étre obtenue, ont été sélectionnés. Les produits de PCR correspondants ont été

purifiés sur colonne Amicon-Ultra column (Milipore, Billerica, Massachusetts) selon les
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Figure 31 : Représentation schématique des étapes techniques du clonage-séquencage : les
bactéries compétentes TOPO10 sont transformées avec le plasmide TOPO TA cloning ayant
intégré préalablement ’ADN d’intérét et possédant un gene de résistance a I'ampicilline (1).
Les bactéries sont ensuite incubées dans un milieu de culture liquide enrichi (2), puis
ensemencées sur des boites de Pétri agar/ampicilline (3). Les bactéries ayant intégré le
vecteur résistant a I'ampicilline forment des colonies (3), tandis que les autres sont

éliminées.



instructions du fabricant puis ligaturés dans un plasmide pCR®4-TOPO® (Life Technologies,
Carlsbad, Californie) selon le protocole recommandé. 50 uL de bactéries Escherichia coli
résistantes a I'ampicilline et compétentes one-shot® TOP 10® (Life Technologies, Carlsbad,
Californie) ont été transformées avec 3 pL d’ADN ligaturé par choc thermique (30 min, 0°C;
305, 42°C; 2min, 0°C) puis transférées a 37°C sous agitation pendant 1 heure dans 250 uL de
SOC (2% de tryptone, 0,5% d’extrait de levure, NaCl 10 mM, KCl 2,5 mM, MgCl, 10 mM,
MgSO; 10 mM, glucose 20 mM) (Figure 31). Les bactéries transformées ont été
ensemencées sur gélose coeur-cervelle (BD, Franklin Lakes, New Jersey) en présence de 100
ug/mL d’ampicilline et incubées a 37°C une nuit. Pour chaque prélévement, dix colonies ont
été repiquées et mises en culture dans 150 plL de bouillon cceur-cervelle en présence de 100
ug/mL d’ampicilline (BHI-Ampi) et incubées a 37°C 4 heures sous agitation, puis congelées a -
80°C dans du glycérol a 50% volume a volume. En parallele, une amplification par les
amorces M13R et M13F du kit pCR®4-TOPO® (Life Technologies, Carlsbad, Californie) a été
réalisée a partir de 6 pL de bouillon bactérien selon le programme d’amplification (5 min,
94°C ; 35 cycles de 30 s, 94°C ; 30 s, 55°C ; 2 min, 72°C ; 10 min, 72°C). Lefficacité
d’amplification a été vérifiée par migration électrophorétique des produits de PCR en gel
d’agarose a 2%. Les produits de PCR positifs ont été purifiés sur colonne d’affinité Wizard SV
96 Plasmid DNA Purification System (Promega) selon les instructions du fabricant, puis la
séquence nucléotidique a été déterminée par séquencage Sanger a I'aide des amorces M13R
et M13F et du kit BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing kit (Life Technologies, Carlsbad,
Californie) selon le programme suivant : 1 min, 96°C ; 25 cycles de: 10 s, 96°C; 5's, 55°C ; 2
min, 60°C, sur séquenceur capillaire ABI Prism 3100 (Life Technologies, Carlsbad, Californie).
Apreés correction des séquences (voir plus loin), un variant sauvage (wt) du VHB, un variant

sauvage du VHC, 2 variants de VHB résistants portant respectivement les mutations rtN236T
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et rtA181T, 2 variants de VHB précore preCA1762T et preCG1896A, et 2 variants du VHC
portant respectivement les mutations V36M et R155K du domaine NS3 conférant la
résistance aux inhibiteurs de protéase ont été sélectionnés. Les colonies congelées dans le
glycérol correspondant aux variants d’intérét ont été cultivées une nuit dans 200 mL de BHI-
ampi, puis le plasmide d’intérét a été extrait a I'aide du kit PureLink® HiPure Plasmid Filter
Maxiprep Kit (Life Technologies, Carlsbad, Californie). Les plasmides ont ensuite été dosés
par spectrophotométrie a 260 et 280 nm pour vérifier la qualité de la préparation (rapport
260/280nm >1,8), afin de calculer le nombre de copies d’ADN et de normaliser tous les
plasmides & 10'° copies/mL. Les solutions méres ont été a nouveau dosées avec le kit Quant-
iT Picogreen dsDNA Assay Kit (Life Technologies, Carlsbad, Californie) sur le
spectrophotomeétre Mithrax LB 940 (Berthold, Bad Wilbad, Germany) selon les instructions
du fabricant. Des solutions standards filles établies a 5.10° copies/mL, 10° copies/mL et 10°

copies/mL ont été générées en triplicat pour chaque variant. Ces solutions ont ensuite été

traitées de la méme maniéere que les échantillons de patients a tester.

Autres techniques de biologie moléculaire

Etude HBV POL

Chaque échantillon prélevé a été étudié en paralléle du pyroséquencage a haut débit par
clonage-séquencage. Le clonage-séquencage a été réalisé selon un protocole identique a
celui décrit pour la réalisation des controles, a I’exception du nombre de clones réalisés qui a

été fixé a 40 par point étudié.
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Figure 32 : Représentation schématique du processus technique et analytique du

pyroséquencage a haut-débit utilisant le package de logiciels PyroPack®.



Etude HBV PreC

Chaque échantillon de I'’étude HBV PreC a été étudié en paralléle par la technique INNO-LiPA
HBV PreCore (Innogenetics, Gent, Belgique) selon les préconisations du fournisseur. En
pratique, aprés amplification du domaine pré-C, les bandelettes preCore ont été hybridées,
lavées puis colorées a I'aide de I'automate Auto-LiPA 48 (Innogenetics, Gent, Belgique). Les
bandelettes ont ensuite été lues a I'ceil et les résultats (+ ou -) pour chague mutation testée

ont été reportés dans un fichier Excel (Microsoft, Redmond, WA).

Analyses des données

Séquencage Sanger

L’analyse des séquences a été réalisée a I'aide du logiciel SeqScape v2.5 (Life Technologies,
Carlsbad, Californie) qui permet de corriger les séquences nucléotidiques et de les traduire
en acides aminés. Elles ont ensuite été alignées a I'aide du logiciel ClustalX v1.83 (Chenna et
al. 2003), puis des arbres phylogéniques ont été construits a I'aide de TreeView v1.6.6 (Page
1996). La séquence et le pourcentage de présence de chaque variant ont été déterminés et

répertoriés a I'aide du logiciel GeneDoc v2.6.003 (Nicholas 1997).

Séquencage a haut-débit

Les données obtenues par séquencage a haut-débit ont été analysées au moyen de 5
logiciels (Figure 32) inclus dans le package PyroPack®, créé au laboratoire, qui constitue la
premiere partie des résultats de ce mémoire (voir ci-dessous). Dans le cas du génotropisme
du VIH, les résultats ont été comparés a ceux générés par un autre logiciel nommé
geno2pheno[454] (Max-Planck-Institut, Saarbriicken, Allemagne) (Swenson et al. 2010;
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Thielen and Lengauer 2012), suivant les recommandations allemandes et utilisant un taux de

faux positifs fixé a 2,5%.

Analyses statistiques

R est un langage informatique spécialement dédié a I'analyse statistique des données.
L'ensemble des tests statistiques simples (Test de Mann-Whitney, test de Student) ont été
réalisés a l'aide du package de base fourni par RGui(64-bit) v2.14.1
(R_Development_Core_Team 2008). Un package additionnel, pROC v1.5 (Robin et al. 2011),
qui permet de tracer les courbes de ROC (Receiver Operating Characteristic), d’établir I'aire
sous courbe (AUROC) et de réaliser des comparaisons d’aires sous courbe a 0,5 (seuil de
prédictivité) a l'aide de tests statistiques (bootstrap methods) (Venkatraman ES 1996;
Venkatraman 2000; Bandos et al. 2005) a été utilisé pour analyser les données des études
HBV PreC et HIV génotropisme. Enfin, pour certaines études, le Q de Yule, qui mesure
I'intensité de liaison entre deux variables (Bakeman and Gottman 1989) a été calculé

manuellement. L'interprétation des résultats a été réalisée de la maniére suivante :

Liaison nulle : 0<Q < 0,09
Liaison faible : 0,10 < Q< 0,29
Liaison modérée : 0,30 < Q< 0,49
Liaison forte : 0,49 < Q< 0,69

Liaison tres forte : 0,70< Q< 1
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RESULTATS

Création du package PyroPack® pour I’analyse des données de pyroséquengage a haut

débit (ARTICLES 2 ET 5)

Les données obtenues par séquencage a haut-débit ont été analysées au moyen de 5
logiciels (Figure 31), codés en ActivePerlx64 v5.14.2.1402 (ActiveState, Vancouver, Canada)
pour Windows 7 Professionel 64 bits (Microsoft, Redmond, Washington) sur un PC Z800
64bits (Hewlett Packard, Palo Alto, Californie) a double processeur hexacore Intel Xeon
E5630 cadencés a 2.53GHz et associés a 24Go de Ram. Les logiciels sont inclus dans un
package nommé PyroPack®, créé dans le laboratoire dans le contexte de cette These, et dont
les brevets ont été déposés a I’APP (agence de protection des programmes) sous les IDDN

(Inter Deposit Digital Number) suivants (Annexe 2):

PyroClass® : IDDN.FR.001.360005.001.5.P.2010.000.31230
PyroMute® : IDDN.FR.001.120008.001.5.C.2010.000.31230
PyroDyn® : IDDN.FR.001.370024.000.5.P.2010.000.31230
PyroLink® : IDDN.FR.001.180032.000.5.P.2011.000.31230

PyroTrop® : IDDN.FR.001.180031.000.5.P.2011.000.31230

Pyroclass® permet le démultiplexage des séquences générées. En effet, les données sont
générées sous la forme de paquets de séquences correspondant chacun a une région de la
lame de séquencage, chaque région contenant un lot d’échantillons. A l'intérieur de ce lot,
chaque échantillon possede un identifiant différent (MID) qui correspond a une séquence de
8 bases inséré au début de chaque séquence. Pyroclass® prend en entrée le fichier de

séquence, le fichier qualité correspondant et un fichier indiquant pour chaque échantillon Ia
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séquence identité (fichier identité). Il lit ensuite les 8 premiéres bases de chaque séquence
afin de relier la séquence a son identité. Le logiciel est congu de maniére a tolérer une erreur
dans l'identité (une mutation) ; au-dela, la séquence est jugée difficilement identifiable et
est définitivement écartée du processus d’analyse. A I'issue de I'attribution d’identité, le MID
est excisé de la séquence ainsi que les données qualités correspondantes, puis la séquence
et les données de qualité sont écrites dans un nouveau fichier échantillon. A l'issue du
processus, il existe autant de fichiers échantillons que de MID et chacun contient
uniguement la séquence virale correspondante. En parallele, il est possible de préciser la
séquence des amorces sens et antisens dans le fichier identité. Dans ce cas, le logiciel
procede a une reverse complémentation des séquences 3’5’ et des données de qualité, de

maniére a ce que le fichier final contienne uniqguement des séquences positionnées en sens.

PyroMute® est un logiciel qualité qui prend en entrée les données formatées par PyroClass®
et élimine les séquences, portions de séquences ou mutations pouvant étre considérées
comme des erreurs de séquencage. Afin d’effectuer ce tri, différents filtres ont été
programmés. Le premier filtre retire, comme dans le contexte du séquencage Sanger, les
séquences ou portions de séquences dont la qualité est faible, c’est a dire celles possédant a
la fois un score de qualité de PHRED inférieur a 20 et un score d’environnement de la base
inférieur a 20 (Altshuler et al. 2000). Les séquences trop courtes (moins de 50 pb) sont
également définitivement éliminées. Les séquences sont ensuite alignées a I'aide de 3
processus successifs. Le premier applique l'algorithme de Smith-Waterman (Smith and
Waterman 1981) auquel des modifications mathématiques ont été apportées pour
améliorer la rapidité de résolution des matrices d’alignement; un second algorithme,
spécialement dédié a I'exploration du positionnement des insertions/délétions, prend le

relais pour corriger les défauts d’alignement des indels ; enfin, un algorithme de détection
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des homopolymeéres permet leur correction afin de pallier les erreurs fréguemment
introduites a ce niveau par le séquenceur GS-FLX (Gilles et al. 2011). Le deuxiéme filtre de
correction d’erreur est ensuite mis en ceuvre. Les approches antérieures de correction
d’erreurs étaient essentiellement fondées sur le calcul de probabilité d’évenements rares,
appliquant la loi binomiale (Macalalad et al. 2012). Cette loi suppose que les n évenements
(lecture d’une base) sont réalisés dans des conditions identiques, impliquant que n’importe
quel événement rare (par exemple une mutation) peut étre analysé de la méme maniere. Il
est évident que ces conditions ne sont pas remplies dans le cas du séquencage a haut débit.
En effet, il est possible d’observer des variations de qualité importantes (score de PHRED) au
niveau de chaque base de chaque séquence obtenue par ces méthodes, de telle sorte
gu’une mutation rare détectée avec une trés mauvaise qualité doit étre plus facilement
considérée comme une erreur qu’une mutation rare de trés bonne qualité. Nous avons donc
intégré au schéma de Bernouilli la possibilité de traiter la notion de qualité de I'information
en utilisant le score qualité de PHRED fourni pour chaque base. Ainsi, pour chaque position i,
il est possible de calculer, en fonction de la profondeur Pi (nombre de séquence en i) et de la
qualité globale de l'information Qi, un score ti correspondant au seuil de significativité
permettant de différencier une erreur d’'une mutation au risque alpha. Chaque mutation de
chaque position est alors testée de maniere itérative contre le score ti. Le risque alpha de
premiere espece est fixé a 5% pour un test, corrigé par la correction de Bonferroni en
fonction du nombre de tests devant étre réalisés pour maitriser ce risque. A I'issue du test,
un tableau regroupant les mutations significativement différentes d’'une erreur aléatoire est
créé afin de permettre les calculs de pourcentage de présence de chacune d’entre elle. Les
données de pourcentage de présence et les alignements sont stockés en format texte en

nucléotides et en acides aminés. Enfin, un rapport indiquant le taux de rejet de chaque filtre
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ainsi que des données « métriques » de séquences (qualité globale, longueur moyenne,
nombre de séquences, Q30) est fourni afin de permettre le contréle du bon fonctionnement

du processus et la qualité globale des données de I’échantillon.

PyroDyn® utilise les données corrigées de PyroMute® générées a partir de plusieurs
échantillons prélevés a différentes étapes du traitement chez un méme patient. Il établit
pour chaque mutation détectée dans au moins un échantillon testé un tableau de
pourcentage de présence a chaque temps d’étude. A partir de ce tableau, les calculs suivants
sont réalisés : (i) régression non-linéaire de la série sur un modele exponentiel et binomial ;
(ii) calcul des coefficients de corrélation correspondants. Le modele exponentiel correspond
aux mutations en cours d’expansion ou de déclin, tandis que le modéle binomial correspond
a des mutations qui ont eu une expansion suivie d’un déclin. En paralléle, un calcul de
régression linéaire est établi a partir de tous les points situés entre le pourcentage le plus
élevé et le pourcentage le plus bas. Les pentes obtenues se répartissent de maniére
gaussienne et permettent de calculer une moyenne, une variance et un seuil de
significativité au-dela duquel la pente est considérée comme significativement supérieure a
la moyenne. Ce calcul est fondé sur I'hypothése que la majeure partie des mutations
observées sont liés a des polymorphismes dont I'avantage sélectif est transitoire et donc non
maintenu par la sélection naturelle. Finalement, ne sont retenues que les mutations
associées a un coefficient de corrélation en modele binomial ou exponentiel supérieur a 0,8
et les mutations qui présentent un taux de croissance global significativement supérieur a la
moyenne. PyroDyn® analyse ainsi automatiquement I'ensemble des mutations et géneére,
pour chaque série de données, un tableau Excel (Microsoft, Redmond, Washington) associé
a un graphique en céne 3D montrant exclusivement les mutations ayant subi une croissance

ou une décroissance exponentielles, donc potentiellement liées a la résistance.
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Pour chaque mutation retenue comme ayant subi des changements exponentiels par
PyroDyn®, 'ensemble des combinaisons de liens possibles (linkage) est vérifié par PyroLink®
de la maniére suivante : a partir des données corrigées de PyroMute®, un inventaire des
ségquences couvrant I’'ensemble des mutations étudiées pour le linkage est établi. Si cet
inventaire répertorie au minimum 100 séquences, il a été établi un ratio entre les séquences
possédant le lien étudié et celles ne le possédant pas. Ainsi, le pourcentage de présence de
chaque famille de variants potentiellement résistants est déterminé. Le pourcentage de
présence des variants sauvages (ensemble des variants ne possédant aucune mutation
d’intérét) est également calculé. L'ensemble est a nouveau stocké dans un fichier Excel
répertoriant tous les résultats et un graphique en cone 3D est automatiqguement créé dans
une feuille de calcul séparée. Cette étape permet la description des dynamiques de
populations virales complexes, portant une ou plusieurs substitutions, par rapport a la

population wt. C’'est cette description qui est la plus relevante sur le plan clinique.

Pyrotrop® est un logiciel dérivé de PyroMute® dont la fonction est de fournir, en plus du
pourcentage de mutations, les proportions respectives de variants CXCR4 et CCR5. Pour cela,
a I'ensemble des fonctionnalités de PyroMute® a été ajouté un module de calcul du
génotropisme selon les regles 11/25-charge (De Jong et al. 1992; de Jong et al. 1992;
Fouchier et al. 1992; Fouchier et al. 1995; Resch et al. 2001; Delobel et al. 2007). Les
résultats sont stockés dans le rapport d’analyse des séquences identique a celui décrit

précédemment pour PyroMute®.

Etude HBV POL (ARTICLES 1 ET 2)

Profils cinétiques de charge virale
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Figure 33 : Représentation des différents profils cinétiques de la charge virale du VHB dans le

ADN VHB

TEMPS

contexte de la résistance a I'adefovir. En rouge est présenté le profil classique, caractérisé
par une réponse virologique suivi d’un échappement; en vert le profil suboptimal,
caractérisé par une réponse suboptimale suivie d’une lente réascension de la charge virale ;
en bleu le troisieme profil, caractérisé par une réponse sans échappement virologique

malgré la sélection de variants viraux résistants.



L'analyse des profils cinétiques de charge virale de I'ensemble des patients de |'étude de
Phase Il ayant subi un échec thérapeutique associé au développement d’une résistance a
I'adefovir (dont étaient issus les patients de I'étude HBV POL) a permis de mettre en

évidence trois profils d’échec thérapeutique.

Le profil « classique » était caractérisé par une réponse virologique initiale a I'adefovir,
définie par une diminution de 4 Log ou plus de la charge virale aprés 6 mois de traitement
environ (Figure 33). Une phase de plateau plus ou moins longue a ensuite été observée avec
une charge virale stable qui s’est maintenue a un faible niveau. Cette phase était suivie
d’une remontée brutale de la charge virale, associée a la sélection des variants résistants. Le
rebond virologique était caractérisé par une augmentation de plus de 1 Log de la charge
virale au-dessus du nadir atteint sous traitement. L’échappement virologique était
habituellement suivi d’un rebond biochimique. Ce profil a été décrit chez les patients traités

par la lamivudine développant une résistance a ce médicament (Pallier et al. 2006).

Le profil «suboptimal » était défini par une réponse virologique initiale modérée a
I’adefovir, caractérisée par une diminution de la charge virale d’environ 2 a 3 Log apres
environ 6 mois de traitement (Figure 33). Une lente réascension de la charge virale jusqu’a
son niveau de base avant traitement a ensuite été observée. Les mutants viraux résistants
sont apparus en séquencage direct apres quelques mois de traitement, mais il était difficile
d’affirmer que leur émergence était la cause plutét que la conséquence de I'échappement

virologique.

Le profil « échappement sans rebond » était caractérisé par une bonne réponse virologique

a l'adefovir, suivie d’une phase de plateau. Dans ce cas, la sélection de variants viraux
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portant des mutations de résistance a |'adefovir n’était pas suivie d’un rebond virologique

(Figure 33).

Cinétiques virales sous adefovir chez les patients de I’étude HBV Pol (ARTICLE 1)

Les patients A, B, et C présentaient un profil de réponse classique, selon la classification
présentée ci-dessus. Les patients A et B ont été traités par adefovir seul, puis par une
combinaison d’adefovir et de lamivudine. Le patient C a recu I'adefovir seul pendant 46
mois. L'administration d’adefovir a entrainé une décroissance importante de la charge virale,
de 4,6 Log Ul/mL en 12 mois pour le patient A, 2,4 Log Ul/mL en 4 mois pour le patient B et
5,1 Log Ul/mL en 8 mois pour le patient C (Figure 34). Un rebond virologique a été observé
respectivement aux mois 28, 31 et 37 pour les patients A, B et C. La charge virale est ensuite
revenue a son niveau de base en quelques mois. L’échappement virologique a été suivi d’un
rebond biochimique (élévation des ALAT) lorsque la charge virale a atteint son niveau
d’avant traitement dans les trois cas. Chez les trois patients, la population sauvage sensible a
été progressivement remplacée par une population virale résistante, qui est devenue
majoritaire au moment de |'’échappement virologique en séquencage direct. L'ajout de
lamivudine a permis de restaurer une réponse virologique partielle chez le patient A, avec
une diminution de 2 Log de la charge virale, et une réponse importante chez le patient B,
avec une chute de la charge virale d’environ 6 Log. Cependant, en dépit de la réponse
virologique sous lamivudine chez ces deux patients, les variants viraux résistants a I'adefovir

sont restés majoritaires sous la combinaison d’adefovir et de lamivudine.

Les patients D et E ont présenté un profil suboptimal de réponse au traitement. Le patient D

(Figure 34) a été traité 25 mois par I'adefovir. Aprés une réponse virologique suboptimale
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(décroissance de 2,5 Log Ul/mL en 4 mois), la charge virale est remontée progressivement.
Le rebond biochimique est survenu lorsque cette derniére a atteint son niveau initial. Le
patient E (Figure 34) a été traité en monothérapie par adefovir 20 mois puis, aprés un arrét
de 2 mois, le traitement a été repris tout d’abord avec I'adefovir seul pendant 20 mois, puis
avec une combinaison d’adefovir et de lamivudine. Une réponse suboptimale (-1,9 Log
Ul/mL en 10 mois) a été observée lors de la premiére séquence de traitement. Apres la
fenétre thérapeutique, une nouvelle réponse suboptimale (-2,4 log Ul/mL en 2 mois) a été
suivie d’un retour progressif de la charge virale a son niveau de base. Chez les deux patients,
les populations virales sauvages, sensibles a I'adefovir, ont été progressivement remplacées
par des populations virales résistantes en séquencage direct. Chez le patient D, les
populations résistantes sont devenues majoritaires au moment de |"échappement

biochimique.

Le patient F a présenté un profil d’échappement sans rebond. Il a été traité 57 mois par
adefovir et, aprés une réponse virologique initiale importante (-4,3 Log Ul/mL en 7 mois), n’a
pas présenté de rebond virologique malgré I'émergence de populations virales résistantes
(Figure 34). La population sauvage sensible a été progressivement remplacée par les

populations résistantes qui sont devenues majoritaires apres 42 mois de traitement.

Finalement, le patient G n’a pas pu étre classé. Il a d’abord été traité par adefovir seul, puis a
observé une fenétre thérapeutique de 2 mois avant de reprendre un traitement par adefovir
puis par une combinaison d’adefovir et de lamivudine (Figure 34). Une réponse suboptimale
(-1,6 Log Ul/mL en 9 mois) a été observée lors de la premiére séquence de traitement. Apres
la fenétre thérapeutique, une nouvelle réponse suboptimale (-2 Log Ul/mL en 2 mois) a été
suivie d’'une phase en plateau qui a précédé le rebond virologique. L’ajout de lamivudine a

permis la restauration de la réponse virologique. Dans ce cas, la population sauvage a été
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Figure 35 : Dynamiques des populations virales de VHB au cours du traitement par adefovir
chez les patients A a G de I'étude HBV Pol. La charge virale (fond gris), le traitement recu (1er
plan) et les proportions respectives des différents variants sensibles (en blanc) et résistants

(vert: rtA181V/T, jaune: rtN236T, rouge: rtN236T+rtA181V/T) sont indiqués, en

pourcentage de la quasi espece virale. Abréviations: LAM, lamivudine; M, mois.



remplacée par les populations résistantes lors de la premiére séquence de traitement, sans
échappement virologique et avec une réponse suboptimale a I'adefovir; un rebond
virologique est survenu lors de la deuxieme séquence de traitement a la suite d’'une réponse
suboptimale. Comme chez les autres patients, la population sauvage a été remplacée par
des populations résistantes qui sont devenues majoritaires sous traitement par adefovir et le

sont restées lorsque la lamivudine a été ajoutée.

Etude de la dynamique des variants sauvages et résistants des patients de I’'étude HBV Pol

par clonage-séquencage (ARTICLE 1)

3843 séquences de la transcriptase inverse du VHB ont été générées et analysées afin de
caractériser les quasi-espéces virales avant et pendant le traitement par adefovir. A chaque
date de prélévement, les populations virales ont été quantifiées et exprimées en
pourcentage de la population totale. Les résultats ne montraient pas de sélection d’autres
mutations que celles déja décrites dans la littérature (rtA181V/T, rtN236T et/ou

rtA181V/T+rtN236T).

Les populations virales résistantes du patient A sont devenues majoritaires au moment du
rebond virologique (Figure 35). Malgré |'apparition simultanée des trois populations
résistantes, une seule a rapidement pris le dessus sur toutes les autres; il s’agissait du
variant rtA181V. Celui-ci est resté majoritaire tout au long du traitement par adefovir seul ou

associé a la lamivudine.

Chez le patient B, I'’échappement virologique est survenu au mois 25 de traitement. Il était
également associé a la sélection de variants viraux résistants (Figure 35). La disparition

progressive du virus sauvage a été contemporaine de |'apparition simultanée des trois
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populations virales résistantes en proportions équivalentes. Lors de la poursuite du
traitement, c’est le mutant rtN236T qui est devenu majoritaire aux dépens des autres
populations virales résistantes (rtA181V/T ou rtN236T+rtA181V/T) et sauvages. Le variant
rtN236T sélectionné est resté majoritaire aprés I'ajout de lamivudine, malgré une bonne

réponse virologique a ce nouveau traitement.

Un rebond virologique a été observé au mois 35 chez le patient C (Figure 35). Comme chez le
patient B, I'analyse des quasi-especes virales par clonage-séquencgage a montré |'apparition
simultanée des trois populations virales résistantes au moment du rebond virologique. Chez
ce patient, c’est la population rtA181V/T+rtN236T qui a été sélectionnée et a remplacé la
population virale sauvage sensible. Chez les patients A, B, et C, aucune mutation de
résistance autre que celles correspondant aux mutations rtA181V/T ou rtN236T n’a été

décelée dans le cadre de lecture de I’Ag HB:s.

Chez le patient D, I'analyse des quasi-especes a mis en évidence trois vagues successives de
sélection de variants viraux résistants, associées a la disparition progressive de la population
virale sauvage (Figure 35). La premiére vague concernait le variant rtA181V/T, la seconde le
variant rtN236T, la troisieme le double mutant. C'est ce dernier qui est devenu majoritaire

au stade le plus tardif du suivi.

Chez le patient E, c’est la population rtA181V/T qui est devenue majoritaire lorsque la
charge virale a atteint son niveau initial (Figure 35). Le mutant sélectionné est resté
majoritaire aprés l'ajout de lamivudine. Aucune mutation de résistance autre que celles
correspondant aux mutations rtA181V/T ou rtN236T n’a été décelée dans le cadre de lecture

de I’Ag HBs.
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L’analyse des quasi-espéces virales du patient F a montré la sélection d’un variant rtN236T
associée a la disparition progressive du variant sauvage (Figure 35). Contrairement au
variant rtN236T du patient B, celui du patient F est devenu majoritaire sans entrainer de
rebond virologique. Aucune mutation de résistance autre que celles correspondant aux

mutations rtA181V/T ou rtN236T n’a été décelée dans le cadre de lecture de I’Ag HBs.

Lors de la premiere séquence de traitement du patient G, le mutant rtN236T a
progressivement remplacé le virus sensible, sans entrainer de rebond virologique (Figure
35). La fenétre thérapeutique ayant permis un retour du virus sauvage, le virus résistant
rtN236T a de nouveau remplacé ce dernier lors de la réintroduction de I'adefovir, en
entrainant cette fois un échappement virologique. Malgré une bonne réponse virologique
lors de I'introduction de la lamivudine en combinaison a I'adefovir, le virus sauvage est resté
détectable sous forme minoritaire. Aucune mutation de résistance autre que celles
correspondant aux mutations rtA181V/T ou rtN236T n’a été décelée dans le cadre de lecture

de I’Ag HBs.

Etude de la dynamique des variants sauvages et résistants des patients de I’'étude HBV Pol

par pyroséquencgage a haut débit (ARTICLE 2)

L'analyse des contrbles de pyroséquencage a montré que I'erreur maximum générée pour
cette étude était globalement de 0,120+£0,005%. Cependant, ce taux d’erreur variait selon la
position considérée. Seules les substitutions dont la fréquence était supérieure au taux
maximum additionné de 2 déviations standards par position ont été considérées dans
I'analyse. Les taux d’erreurs étaient reproductibles a toutes les concentrations testées,

couvrant des charges virales comprises entre 5.10° et 10® copies/mL.
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Patient 1

Patient 2

Patient 3

Patient 4

Patient 5

Patient 6*

Patient 7

seuil de
détection de
la

substitution’
*The number of sequences obtained with the baseline sample was too small in this patient to yield reliable results.

ADN du VHB
(Log UI/mL)

6,6
7,8
6,8
5.5
7,6
6,2

6,1

rtvVi73L

<seuil
<seuil
<seuil
<seuil
<seuil
ND

<seuil

0,05%

rtL180M

<seuil
<seuil
<seuil
<seuil
<seuil
ND

<seuil

0,03%

rtA181V/T

0,47%
0,18%
0,22%
<seuil
0,33%

ND
0,33%

0,08%

rtT184S/A/1/L

<seuil
<seuil
<seuil
0,17%
<seuil

ND

<seuil

0,15%

rtR202G

<seuil
<seuil
<seuil
<seuil
<seuil

ND

<seuil

0,18%

rtM204V/1

0,31%
<seuil
0,32%
<seuil

<seuil

ND

<seuil

0,21%

The detection cutoff of each substitution was calculated as the mean maximal error rate for the given substitution plus two standard deviations

Tableau 9 : Prévalence au début du traitement des substitutions amino acidiques connues pour conférer la résistance du VHB a I'adefovir chez

les 7 patients de I'’étude HBV Pol, détectés par pyroséquencage et analyse par PyroCIass© et PyroMute©. ND : non déterminé.

rtN236T

0,25%
<seuil
<seuil
<seuil
<seuil

ND

<seuil

0,22%



Le pyroséquencage a haut débit a été utilisé sur 'ensemble des sérums prélevés avant
traitement et a différents temps sous thérapie antivirale. Au total, 119 échantillons
provenant des 7 patients ayant développé une résistance a I'adefovir en monothérapie ont
été étudiés (15 a 24 échantillons par patient). A partir de ces échantillons, 480 000
séquences (soit 111Mbp) ont été générées, soit 40101843 séquences par échantillon, d’'une
longueur moyenne de 382131 nt apres élimination des séquences impropres a I'analyse (soit

10,2% des séquences écartées par les filtres de PyroMute®).

B Préexistence des mutations de résistance avant le traitement :

Le tableau 9 montre la prévalence des substitutions amino- acidiques associées a la
résistance aux analogues nucléos(t)idiques détectées par pyroséquencage a haut débit chez
les 7 patients étudiés. Chez un patient, le nombre de séquences obtenues était trop faible
pour atteindre une sensibilité exploitable. Chez 5 des 6 patients restants, la mutation
rtA181V/T a été trouvée en faible proportion. L'un d’entre eux présentait également une
mutation rtN236T et 2 autres la mutation rtM204V/I en faible proportion. Aucune mutation
connue pour augmenter le fitness des mutations rtM204V/I en présence de lamivudine,
d’entecavir ou de telbivudine (rtV173L et rtL180M) n’a été trouvée a un taux supérieur au
seuil avant le traitement. Un patient présentait une substitution rtT184S/A/I/L, associée a la

résistance a I’entecavir lorsqu’elle est présente avec les mutations rtM204V/I et rt L18OM.

B Caractérisation moléculaire de I'échec thérapeutique sous adefovir chez le
patient 1 par pyroséquencage a haut débit fondée sur I'analyse des données

de séquence par PyroPack®

Le patient 1 a répondu de maniere suboptimale a I'adefovir et la charge virale du VHB a

augmenté graduellement, de son nadir a M6 jusqu’a la fin du suivi a M24 (Figure 1A a F-
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Article 2-Annexe 3). La Figure 1 de I'article 2 montre les dynamiques de la charge virale et
des substitutions amino-acidiques de la transcriptase inverse par rapport au variant sauvage
sous adefovir, obtenues par pyroséquencage a haut débit et grace a I'analyse des données
par PyroPack®. Les séquences ont été classées par PyroClass®, puis filtrées par PyroMute®.
Les dynamiques des variants viraux résistants a |'adefovir portant des mutations de
résistance connues (rt181V, rt181T et rtN236T) ont été établies (Figure 1A-Article 2-Annexe
3). En paralléle, les mémes données ont été analysées par PyroDyn®, qui caractérise les
dynamiques de croissance et/ou de décroissance exponentielle des populations virales, sans
a priori concernant les mutations recherchées (FigurelB-Article 2-Annexe 3). La liaison
(linkage) a été établie a partir des données de PyroDyn® a I'aide du logiciel PyrolLink® (Figure

1C et 1D-Article 2-Annexe 3).

L'analyse des données de pyroséquencage par PyroMute® a révélé la croissance des
substitutions amino-acidiques rtA181V, rtA181T et rtN236T a partir du 13°™ mois de
traitement, c’est-a-dire 5 mois avant le clonage-séquencage. L’analyse par PyroDyn® a
détecté la croissance exponentielle de ces mutations, confirmant la capacité du logiciel a
détecter les mutations de résistance connues. Cette analyse a apporté de nombreuses
informations additionnelles en montrant d’'une part la sélection d’autres substitutions
amino-acidiques en faible proportions, incluant les mutations rtY245H et rtD238N, d’autre
part une vague précoce de sélection de mutations inconnues, incluant les substitutions
rtN138K, rtR139K et rtR212T. Cet enrichissement est apparu quelques mois seulement apres
le début du traitement, de facon transitoire, et ces mutations ont disparu au moment ou les

mutations de résistances connues ont fait leur apparition.

L’analyse combinée des données de pyroséquencage par PyroDyn® et PyroLink® (Figure 1C

et 1D-Article 2-Annexe 3) a permis de caractériser la dynamique des populations virales,
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fournissant I'information clinique attendue. La Figure 1C de I'article 2 (Annexe 3) montre la
dynamique des variants viraux, la proportion de chaque variant au sein de la quasi-espéece
étant représentée a chaque instant, tandis que la Figure 1D de I'article 2 (Annexe 3) montre
la méme dynamique avec cette fois la quantité de chaque population virale exprimée en
valeur absolue, c’est-a-dire en Log Ul/mL. Cette derniere représentation est apparue la
mieux adaptée pour décrire la dynamique des variants viraux sous traitement par adefovir;
elle a été choisie pour décrire les dynamiques des populations virales des autres patients. La
représentation en valeur absolue de charge virale des variants résultant de I'analyse par

PyroDyn® et PyroLink® a apporté les informations suivantes chez le patient 1 :

immédiatement aprés l'initiation du traitement, une premiére vague de sélection est
survenue, en fait liée au maintien, en valeur absolue, de variants minoritaires
présents avant le début du traitement en paralléle a la décroissance des variants
sauvages, sensibles a I’adefovir.

immédiatement aprés que le nadir eut été atteint (M2), la quantité de virus sauvage
a commencé a augmenter de nouveau, tandis que les variants minoritaires
initialement sélectionnés diminuaient pour disparaitre.

la premiere vague de sélection de variants indubitablement résistants a I'adefovir a
été détectée a M17 et a atteint un pic a M21/22, lorsque le variant sauvage est
devenu indétectable. Cette vague était composée de variants portant des
substitutions amino-acidiques connues pour étre associées a la résistance a
I’adefovir, en particulier les mutations rtN236T (majoritaire) et rtA181T (minoritaire)
une seconde vague de sélection de variants viraux résistants est ensuite apparue. Ces
variants ont progressivement remplacé les variants de la premiére vague de

résistance, probablement grace a l'acquisition de mutations de fitness et/ou de
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Figure 36 : (Figure 1F de I'article 2) Dynamique des populations virales de VHB au cours du traitement par adefovir chez le patient 1 de I'étude
HBV Pol obtenu par analyse par Pyropack®. La charge virale (fond bleu), le traitement recu et les proportions respectives des différents variants

sensibles et résistants sont indiqués en valeur absolue. Les variants sont représentés a la fois avec leurs mutations dans I’Ag HBs et dans le

domaine transcriptase inverse de la polymérase.



résistance additionnelle. Les variants sélectionnés incluaient, par ordre de fréquence,

les substitutions rtN236T+rtA181T, rtY245H, rtN236T+rtY245H, et rtN236T+rtD238N.

En paralléle, 'analyse des changements dans le cadre de lecture de I’Ag HBs a été réalisée a
I'aide de PyroPack® (Figure 36 ou Figure 1E et 1F-Article 2-Annexe 3). La figure 1E de I'article
2 (Annexe 3), qui montre la dynamique des substitutions amino-acidiques sur I'Ag de
surface, a permis de mettre en évidence la croissance des substitutions associées aux
mutations de résistance dans le cadre de lecture chevauchant de la polymérase. D’autres
substitutions, sS143T et sSM197T, ont été sélectionnées au cours du traitement, bien qu’elles
soient silencieuses dans le cadre de lecture de la polymérase. La figure 36 (Figure 1F-Article
2-Annexe 3) montre les quantités, en valeur absolue, des différents variants aux différents
temps de suivi. Cette figure montre la liaison et la croissance simultanée des mutations
sS143T et rtA181T d’une part, sSM197T et rtN236T d’autre part. Ces mutations semblent
donc contribuer au gain de fitness de la seconde vague de variants résistants, avec une

prépondérance pour le variant sSM197T+rtN236T et le variant sS143T+rtA181T+rtN236T.

B Caractérisation moléculaire de I'échec thérapeutique sous adefovir chez les
patients 2 a 7 par pyroséquencage a haut débit fondée sur I'analyse des

données de séquence par PyroPack®

La comparaison des différentes approches analytiques chez les 6 patients restants a
confirmé la supériorité de la combinaison de PyroDyn® et PyroLink® pour I'analyse, suivie de
I’expression des résultats en valeur absolue de charge virale. Les résultats sont présentés sur
les figures 2A a 2F de l'article 2 (Annexe 3). Aucune représentation de I’Ag HBs n’est
présentée car, au contraire du patient 1, aucune substitution n’a été trouvée par PyroPack®

dans cette région.
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Chez le patient 2 (Figure 2A-Article 2-Annexe 3), les variants sauvages ont progressivement
diminué en proportion aprés la mise en place du traitement par adefovir, puis ont de
nouveau rempli 'espace de réplication pendant I'arrét du traitement d’une durée d’environ
un an. Lorsque I'adefovir a été réintroduit quelques semaines plus tard, les variants sauvages
ont a nouveau diminué en proportion, et se sont maintenus en plateau a environ 10* Ul/mL.
L’émergence de la résistance a été caractérisée par la sélection simultanée des mutations
rtN236T et rtA181V a au 27°™ mois. La compétition entre les variants a abouti 3 la
dominance du variant rtA181V, qui était associé au rebond virologique. La multiplication de
ce variant a ensuite été partiellement inhibé, mais est resté majoritaire, lorsque la

lamivudine a été ajoutée a I'adefovir.

Chez le patient 3 (Figure 2B- Article 2-Annexe 3), I'émergence de variants résistants a été
observée au 29°™ mois. Elle était caractérisée par I'apparition de variants simples ou de
doubles mutants aux positions rt181 et rt236. Chez ce patient, le variant rtN236T est devenu
majoritaire et était associé au rebond virologique. Lors de I'ajout de la lamivudine, les

variants viraux se sont comportés comme chez le patient 2, avec une inhibition partielle de

leur réplication, mais le maintien du variant en tant que population majoritaire.

Le patient 4 a présenté une réponse suboptimale a I’ADV. Son profil de résistance était plus
complexe (Figure 2C-Article 2-Annexe 3). Au cours d’'une phase de plateau d’environ 20
mois, caractérisée par de faibles fluctuations de la charge virale, le variant sauvage a été
progressivement remplacé par un mélange de variants portant une seule mutation (rtY124H
ou rtN236T), de doubles mutants (rtY124H+rtN236T) et de triples mutants
(rtY124H+rtN236T+rtN238T) répliquant a un faible niveau. Le variant sauvage est ensuite
redevenu majoritaire lors d’un arrét de traitement de 2 mois, puis la résistance s’est

développée a nouveau avec un rebond virologique typique associé a la sélection d’un variant
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Augmentation du

bvrosé
taux d’ADN du VHB Séquencage Clonage- Pyroséquencage + +\goseque:gggf
Patient >1 Log1o au-dessus direct* séquengage* PyroMute®T yrofuate )
) PyroDyn®©/PyroLink©t
du nadir

Patient 1 1y 18 6 0 16

. 30
Patient 2 27 27 15 27
Patient 3 sl 29 9 0 11
Patient 4 21 14 9 2 12
Patient 5 20 37 28 2 28

. 33
Patient 6 42 20 15 15
Patient 7 28 26 20 7 17

Mediane (IQR) 30/(24:32) 27 (22-33) 20 (9-23) 2 (1-11) 16 (13-22)

Tableau 10 : Date du diagnostic de la résistance du VHB a I'adefovir (en mois aprés le début du traitement) chez les 7 patients de I'étude HBV

Pol, en fonction de I'analyse réalisée. IQR: interquartile range.



simple rtN236T. La réplication de ce variant a ensuite été partiellement inhibée par la
lamivudine. Sous bithérapie, c’est le mélange de variants sélectionné lors de la premiere

phase de traitement qui a émergé et répliqué a un faible niveau.

Le patient 5 (Figure 2D-Article 2-Annexe 3) était caractérisé par un profil de résistance trés
simple, avec une réponse suboptimale au traitement par adefovir et un rebond virologique

au 37°™ mois lié a la sélection d’un double mutant (rtA181V+rtN236T).

Le patient 6 (Figure 2E-Article 2-Annexe 3) se distinguait du patient 5 par I'absence de
rebond virologique clairement identifiable, malgré la persistance d’une faible virémie et la

sélection d’un double mutant (rtN236T+rtN238E) comme population majoritaire.

Finalement, chez le patient 7 (Figure 2F-Article 2-Annexe 3), le rebond virologique était lié a
la sélection d’une population majoritaire portant la mutation rtA181V et d’'une population
double mutante rtA181V+rtF221Y. Les deux variants ont été partiellement inhibés lors de

I'ajout de lamivudine, mais sont restés majoritaires.

B Comparaison des techniques de diagnostic de la résistance a I'adefovir

Le tableau 10 montre, pour chaque patient traité par adefovir, la date du diagnostic de
résistance par les méthodes suivantes: (i) augmentation de 1 log au-dessus du nadir de la
charge virale du VHB (rebond virologique) ; (ii) détection d’'une mutation de résistance
connue par séquencage direct; (iii) détection d’une mutation de résistance connue par
pyroséguencage suivi de l'analyse des données par PyroMute®; (iv) détection de
I’émergence de mutations de résistance non connues a priori par pyroséquencage suivi
d’une analyse par PyroMute® et PyroDyn®/PyrolLink®. Chez la plupart des patients, le
pyroséguencage a haut-débit a détecté la présence de variants viraux résistants a |’adefovir

en trés faibles proportions dés le début du traitement. La combinaison du pyroséquencage
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et de l'analyse des données par PyroDyn®/PyroLink® a mis en évidence la présence de
variants viraux résistants au méme moment que le clonage-séquencage, c’est-a-dire
plusieurs mois avant le séquencgage Sanger et le rebond virologique de la charge virale. Ces

deux dernieres méthodes étaient les plus tardives a diagnostiquer la résistance.

Etude HBV InVS (ANALYSE PRELIMINAIRE-MANUSCRIT EN PREPARATION par Chevaliez S,

Rodriguez C, et coll.)

Cette étude vise a caractériser sur le plan virologique les malades infectés par le VHB, jamais
traités, vus pour la premiere fois dans un centre de référence francais dans le cadre de
I’étude de surveillance coordonnée par I'InVS, et a mesurer la prévalence des mutations
préexistantes conférant la résistance aux analogues de nucléosides et de nucléotides.
L’analyse préliminaire a porté sur un échantillon de 111 patients. Les 111 prélevements ont
permis la génération de 901 605 séquences, soit 8125+2812 séquences par échantillon.
Aprés rejet de 13% des séquences par PyroMute®, considérées comme de qualité
insuffisante, les séquences analysées avaient pour longueur moyenne 366176 pb et
présentaient une moyenne de qualité PHRED de 31£2,3 et un Q30 atteint par en moyenne
70t6% des séquences. L'analyse des séquences a porté sur les positions connues de
résistance aux différents traitements antiviraux du VHB (cf Annexe 1B), dont la présence n’a
été considérée que si leur proportion au sein de la quasi espéce virale était supérieure au
seuil de détection établi avec les controles. Les mémes contréles que dans I'étude HBV POL
ont été séquencés dans les 2 sens de lecture, ce qui a permis de fixer a 0,2% le seuil sur

I’ensemble de la portion génomique étudiée.
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Figure 37 : Distribution des variants du VHB résistants aux différents traitements antiviraux
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dirigés contre le VHB présents sous la forme de populations virales minoritaires détectables
en pyroséquencage. Ces résultats ont été obtenus a partir d’'un échantillon de 111 patients
de la cohorte HBV InVS. Le camembert de gauche montre la prévalence de patients
présentant des variants minoritaires en proportion supérieure a 0.2%. Le camembert en
haut a droite présente la proportion de ces patients possédant des mutations de fitness
secondaires en plus des variants résistants. Le camembert du bas a droite montre la
répartition des mutations de résistance par traitement dans la population de I’étude abritant

ces variants minoritaires (56% de la cohorte).



Au total, 56% des patients abritaient des variants viraux résistants en faible proportion et ce,
en I'absence de tout antécédent de traitement (Figure 37). Vingt-trois pour cent d’entre eux
abritaient également des variants présentant des mutations de fitness (mutations en
positions 184, 202 ou 250 associées a la résistance a I’entecavir), mais aucune d’entre elles
n’était associée a une mutation de résistance sur le méme brin d’ADN viral. Chez 9 patients
sur 111 (8%), les variants résistants représentaient plus de 5% de la quasi espéce virale ; 2
d’entre eux étaient porteurs de mutations de résistance a I'adefovir (A181T), 7 de mutations
de résistance a la lamivudine (6 M204V/l et 1 M204V/I+L180M). Enfin, parmi les patients
abritant des variants viraux résistants, 20% ne présentaient que des mutations de résistance
a la lamivudine, 35% que des mutations de résistance a I'adefovir, 18% des mutations de
résistance a la lamivudine et a I'adefovir, 23% des mutations de résistance a la lamivudine et

a I'entecavir et 4% des mutations de résistance aux 3 médicaments.

Les séquences des autres patients de I'étude sont en cours de génération. Un article
décrivant I'ensemble des parameétres virologiques et leurs relations ainsi que la prévalence
de la résistance primaire analysée par pyroséquencage a haut débit et PyroPack® est en

cours de rédaction.

Etude HBV RNase H (ARTICLE 3)

L'article 3, en cours de finalisation, combine les données (présentées ici) d’analyse de la
séquence de la RNAse H de 80 patients infectés par un VHB de génotype D, issus d’une étude
de cohorte grecque incluant des patients ayant une hépatite chronique B antigéne HBe
négative, et des études de modélisation de cette portion de la polymérase virale et de

mapping des mutations observées réalisées par I'équipe de Christophe Combet a I'Institut de
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Figure 38 : Cartographie de la variabilité génétique de la RNase H du VHB infectant les

patients de I'’étude HBV RNaseH. Cette carte génétique fait apparaitre des domaines de

variabilité et de non variabilité, laissant supposer des contraintes génétiques imposées par la

fonctionnalité de la structure.



Biologie et Chimie des Protéines de Lyon. L’ADN du VHB a été amplifié et séquencé avec une
profondeur suffisante chez 73 des 80 patients sélectionnés. Au total, 958 000 séquences ont
été générées, soit 12949 séquences par patient en moyenne (extrémes : 4350-14165). La
longueur moyenne des séquences étudiées était de 302 pb (221-369), avec un score de
qualité PHRED moyen de 31,0 (extrémes : 30,2 a 31,7). Le Q30 (séquences jugées de trés
bonne qualité) a été atteint par 63,8+2,6% des séquences. Aprées analyse par PyroPack® d’un
peu plus de 900 000 séquences, la variabilité de la RNase H des souches virales de chaque
patient a été étudiée par rapport a la séquence consensus de tous les patients. Celle-ci a été
générée en identifiant I'acide aminé le plus fréquent a chaque position a partir du lot
complet de données. Une carte génétique de la variabilité a ainsi pu étre établie pour

I'intégralité de la RNase H (Figure 38).

La carte génétique de la variabilité de la RNase H faisait apparaitre des domaines de
variabilité et de non variabilité, laissant supposer I'existence de contraintes génétiques
imposées par la fonctionnalité de la structure. Ces données ont été utilisées dans un premier
temps pour améliorer le positionnement des différents domaines et acides aminés
indispensables a I'activité catalytique de la RNase H par modélisation par homologie avec les
autres RNase H existantes, en particulier celles d’HIV-1 (PDB : 1T05) (Tuske et al. 2004),
d’Escherichia coli (PDB : 1RDB) (Katayanagi et al. 1993; Katayanagi et al. 1993) et d’Homo
sapiens (PDB: 2QKK) (Nowotny et al. 2007). Le positionnement des 4 acides aminés
catalytiques D-E-D-D des RNase H de type | n’a jamais pu étre affirmé avec certitude dans les
études précédentes (Chen et al. 1994; Chen and Marion 1996). La structure de la RNase H du
VHB, prédite par modélisation et présentée en superposition avec les structures de RNase H
du VIH, d’E. coli et d’H. sapiens, identifiait les acides aminés nécessaires a l'activité

catalytique aux positions 689, 718, 737, 817, avec cependant une incertitude entre les
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Figure 39 : Superposition des structures des RNase H du VHB (modéle par homologie, Hayer
et al. 2012), d’E.coli, d’H. sapiens et du VIH. Les résidus catalytiques D-E-D-D sont

positionnés sur la structure, ainsi qu’un domaine spécifique du VHB : le domaine putatif C en

hélice alpha.
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Figure 40 : Représentation 3D sous 4 angles de la variabilité de la structure de la RNase H du
VHB (rouge : fortement variable au vert : faiblement variable). Le domaine putatif C du VHB

est faiblement variable, a I'inverse du domaine de contact avec I’hétéroduplex ADN/ARN.



positions 807 et 817 pour le 4°™ acide aminé catalytique (Figure 39). Les données de
variabilité montraient des taux de conservation moyens des acides aminés D689 et E718 de
respectivement 99,9% et 96,2%. Le 3% site catalytique présentait une variabilité plus
importante, avec 12 patients portant une mutation D737A représentant 15 a 50% de la
quasi-espéece. 70 des 73 patients avaient un D en position 807, contre seulement 51 patients
en position 817, favorisant la position 807 pour le 4°™ acide aminé catalytique. Trois
patients sur 73 présentaient une mutation D807V. L'un d’entre eux présentait également
une mutation D817V, excluant la possibilité que cet acide aminé se substitue a la mutation
D807V pour maintenir une fonctionnalité de la RNase H. Plus largement, aucune substitution
par un acide aminé acide n’a été trouvée chez ce patient sur I'ensemble de la RNase H,

malgré une charge virale du méme ordre que celle observée dans le reste de la cohorte

(respectivement 3,5 Log Ul/mL et 4,26+1,83 Log Ul/mL).

Les données de variabilité naturelle ont été exploitées pour identifier les zones de variabilité
et de conservation structurales (Figure 40). Quatre domaines conservés ont été identifiés
aux positions 683-698, 713-730, 755-785, et 790-816, ainsi qu’un domaine hautement
variable a la position 731-754. Les RNase H de type 1 sont typiquement organisées en 4
domaines incluant les 4 acides aminés catalytiques et un domaine fonctionnel appelé
domaine de protrusion basique dont la fonction est d’attirer I’'hétéroduplex vers I'enzyme
(Cerritelli and Crouch 2009). Les 2 premiers domaines conservés aux positions 683-698 et
713-730 incluaient effectivement les 2 premiers acides aminés du site catalytique, tandis que
le dernier incluait le dernier acide aminé catalytique (si on le considére comme positionné en
807). Cependant, le 3°M acide aminé catalytique et la position 817 qui peut également
éme

correspondre au 4" acide aminé catalytique étaient situés au sein de domaines variables.

Le domaine de protrusion basique a été localisé sur la structure prédite par homologie sur le
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3°™® domaine conservé, selon une organisation typique de RNase H. Enfin le domaine
variable identifié a I'aide de la carte génétique correspondait au domaine de contact avec

I’'hétéroduplex ADN/ARN.

Un premier domaine d’intérét, le « domaine putatif C » ou domaine de protrusion basique,
avait la particularité structurale d’étre spécifique du VHB et peu variable. Cette spécificité
d’espece en fait une cible intéressante pour un usage thérapeutique, car des médicaments
dirigés contre ce domaine pourraient étre spécifiques, sans effet sur les autres RNAse H,
évitant une toxicité potentielle. La conservation de ce domaine pourrait également
permettre aux médicaments le ciblant d’atteindre une barriére génétique élevée. Le second
domaine d’intérét, le domaine de contact avec I’'hétéroduplex ADN/ARN, est trés variable et
ne représente donc pas une cible prometteuse du fait du risque élevé de sélection de

variants viraux résistants.

Etude HBV PreC (ANALYSE PRELIMINAIRE- 2 MANUSCRITS EN PREPARATION par Rodriguez

C, et coll.)

La région PreC/C du génome du VHB a été étudiée en pyroséquencage a haut débit dans 337
échantillons provenant de 157 patients pédiatriques avec une hépatite chronique B Ag HBe-
positive inclus dans un essai thérapeutique évaluant I'efficacité de I’adefovir contre placebo.
Au total, 1 280 000 séquences ont été générées, soit en moyenne 3774+781 séquences par
échantillon, de longueur moyenne 213+22pb, avec un score de qualité PHRED moyen de
33,6+3,5, et un Q30 (séquences jugées de tres bonne qualité) atteint pour 73,8+7,1% d’entre
elles. Apres analyse par PyroPack® d’un peu plus d’1 050 000 séquences (17,7% d’échec), la

relation entre la présence de mutations du domaine PreC/C au début du traitement par
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Figure 41 : Concordance entre la méthode INNO-LIPA et le pyroséquencage (UDPS) pour
I'identification des mutations de la région PreC/C, utilisant des seuils de positivité de 1%, 5%
ou 10% pour le pyroséquengage. La concordance partielle (rouge) indique le pourcentage
d’échantillons (N=240) pour lesquels une partie des mutations trouvées ne I'ont été qu’avec
le pyroséquencage, tandis que les discordants correspondent a ceux pour lesquels une partie

des mutations n’a été trouvée qu’en INNO-LIPA.

Patient LIk UDPS10% ' yppsse, | UDPS1%
Sensibilité ok L0 29.2% 49.2%
Spécificité 7.0 £l 77.4% 64.5%

VPP PiaIh SoB% 57.6% 59,3%
VPN AL 50% 51.1% 54.8%
Q de Yule 010 0.11 0.17 0.30
-: négligeable (0,01-0,09) léger (0,10-0,29) - modéré (0,30-0,49) : fort (0,50-0,69) -:trés fort (0,70-1)

Tableau 11 : Capacité des tests INNO-LIPA PreC/C et pyroséquencage (UDPS) aux seuils de
10, 5 et 1% de prédire la séroconversion HBe. Le Q de Yule, qui mesure l'intensité de la
liaison entre la présence de mutations PreC/C et la séroconversion HBe, indique que la

présence de ces mutations a une faible capacité de prédiction de la séroconversion.



adefovir et l'efficacité de celui-ci a été étudiée. Les résultats de pyroséquencage ont
également été comparés aux résultats obtenus sur 240 des 337 échantillons séquencés par
une technique de recherche de mutations de la région PreC/C fondée sur I'hybridation

inverse (INNO-LIPA).

Comparaison des techniques INNO-LIPA et de pyroséquencage a haut débit pour I'analyse

des mutations de la région PreC/C

L'étude a permis d’évaluer une technique qualitative (INNO-LiPA) par rapport a une
technique quantitative (pyroséquencage) pour la détection des mutations de la région
PreC/C. La capacité de déceler ou non une mutation connue au-dessus d’un seuil donné par
pyroséguencage a été comparée a la capacité de détection de la technique INNO-LiPA. La
figure 41 montre les pourcentages de concordance compléte (toutes les mutations étaient
trouvées de facon identique par les 2 techniques), de concordance partielle (certaines
mutations n’étaient pas détectées par la technique INNO-LIPA alors qu’elles étaient
détectées par le pyroséquencage) ou de discordance (certaines mutations étaient présentes
en INNO-LIPA, mais pas en pyroséquencage) pour différents seuils de positivité fixés pour le
pyroséquencage. Le minimum de discordance (2%) a été obtenu pour un seuil de 1% en
pyroséquencage. La discordance a été observée pour 7 échantillons, dont 3 pour lesquels les
mutations ont été détectées entre 0,5 et 1%, 3 entre 0,1 et 0,5%, et 1 échantillon qui restait
discordant quel que soit le seuil de positivité. Pour une valeur seuil de 1%, le pourcentage de
concordance partielle augmentait fortement, suggérant que nombre de mutations peuvent
étre détectées en pyroséquencage si cette valeur seuil est utilisée, sans étre détectées par la

technique INNO-LIPA. La comparaison des 2 techniques sur un résultat « muté en PreC »
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versus « non muté en PreC » par un test de Chi> de McNemar, a montré une perte de
différence entre les deux techniques parallele a I'augmentation de la valeur du seuil de
pyroséquencage, qui n’était plus significative au-dela de 5%. Ces résultats montrent la
meilleure sensibilité de la technique de pyroséquencage a haut débit pour la détection des

mutations de la région PreC/C.

Prédiction de la réponse a I’adefovir par les mutations PreC/C avant le début du traitement

En comparant les différentes méthodes (pyroséquencage a 10% de seuil, pyroséquencgage a
5%, pyroséquencage a 1% et INNO-LIPA) (Tableau 11), nous avons observé que la sensibilité,
la spécificité, la valeur prédictive positive et la valeur prédictive négative sur la
séroconversion HBe étaient supérieures avec la technique de pyroséquencage a 1% (Tableau
11). Le Q de Yule, qui mesurait I'intensité de la liaison entre la séroconversion et la présence
de variants mutés au départ, montrait une intensité de liaison modérée, avec un Q a 0,3
pour le pyroséquencage a 1% et une liaison faible pour les autres méthodes. Le risque relatif
associant la présence de variants minoritaires détectés par pyroséquencage au seuil de 1%
avant le début du traitement et la séroconversion ultérieure sous adefovir était de 1,76
(intervalle de confiance a 95% : 0,86-3,59; p = 0,11). Ces résultats ne suggéraient donc pas
que les chances de séroconversion soient plus élevées en présence de variants PreC/C
minoritaires au début du traitement, méme si ces variants étaient détectés par une

technique sensible fondée sur le pyroséquencage.

La relation entre la décroissance de la charge virale maximale et la présence de variants

PreC/C avant le début du traitement a également été étudiée. Un nuage de points
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Figure 43 : Relation entre dynamique évolutive des mutations sur I'ensemble du domaine

preC/C (graphique du haut en A et B) ou des mutations d’intérét (1762, 1764 et 1896) chez

les patients séroconverteurs (A) ou séronconverteurs avec charge virale négative (B) sous

traitement par adefovir au temps JO, pré-séroconversion (PreS), séroconversion (S) et post

séroconversion (PostS).




caractérisant la relation entre la décroissance de la charge virale et le pourcentage de
mutations trouvées a une position donnée a été généré. Pour chacun des graphiques, une
droite de régression a été tracée, et un test de pente et un calcul du coefficient de
détermination r? ont été réalisés. Cette approche a permis de montrer qu’aucune mutation
testée n’était prédictive de I'amplitude de la décroissance de la charge virale sous

traitement.

Finalement, la relation entre la présence de mutations PreC/C avant le traitement et le
succes thérapeutique, défini comme I'association d’une séroconversion HBe et d’une charge
virale indétectable, a également été étudiée. Dans ce cas, le Q de Yule montrait une liaison
négligeable (<0,09), quelle que soit la technique employée. Au total, ces résultats
montraient que la présence ou I'absence de mutations dans la région PreC/C n’avait pas

d’impact sur I'issue du traitement.

Dynamique des populations virales portant des mutations PreC/C sous traitement antiviral

La dynamique des populations virales portant des mutations PreC/C a été étudiée chez 2
groupes de patients de I'étude: les séroconverteurs HBe quel que soit le statut de la charge
virale a l'issue du traitement (Figure 43A) et les patients traités avec succes qui ont obtenu
une négativation de la charge virale et une séroconversion HBe (Figure 43B). Pour
I’ensemble des mutations observées aux différentes positions de la portion de génome du
VHB étudiée, une droite de régression a été tracée en fonction du temps (pré-traitement, 6
mois pré-séroconversion, séroconversion et 6 mois post séroconversion) et du pourcentage
de mutations observés chez les patients sous traitement. Le coefficient de détermination (r?)
et la pente ont été calculés pour chacune des positions et pour chacun des 2 groupes de

patients. Chez les patients séroconverteurs (Figure 43A), les mutations qui présentaient la
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plus forte pente associée aux meilleurs coefficients de détermination étaient celles
présentes en position 1762, 1764 et 1896, qui sont également les positions connues de
mutations PreC/C. Cependant, les pentes associées a ces mutations (respectivement 8,3%,
9,1% et 4,7% par unité de temps en moyenne) étaient associées a des coefficients de
détermination faibles, suggérant que cette variable est faiblement liée a I'évenement
« séroconversion ». Si I’on considére les patients ayant obtenu un succées thérapeutique, les
mémes mutations avaient la plus forte croissance et le meilleur coefficient de détermination
(Figure 43B). Cependant, ces coefficients (respectivement 5,6%, 7,3% et 5,2% pour les
mutations 1762, 1764 et 1896) étaient moins élevés que chez les patients séroconverteurs,
ce qui suggérait que I'effet observé était essentiellement lié a la séroconversion et non a la

négativation de la charge virale.

Etude HCV Prove 2 (ANALYSE PRELIMINAIRE-MANUSCRIT EN PREPARATION par Chevaliez

S, Rodriguez C (participation égale), et coll.)

18 des patients inclus dans I'essai de Phase Il PROVE2 ont été étudiés. 74 échantillons ont
été prélevés avant et pendant le traitement par bithérapie par telaprevir et interféron,
bithérapie par interféron et ribavirine, ou trithérapie par telaprevir, interféron et ribavirine
et ’ARN viral a été séquencé par pyroséquencage a haut débit. Plus de 1 666 000 séquences
ont été obtenues, soit en moyenne 22 525 séquences par échantillon, de longueur moyenne
323161 pb, avec un score de qualité PHRED moyen de 26,6+1,6, le Q30 (séquences jugées de
trés bonne qualité) étant atteint pour 41,115,6% des séquences (plus bas niveau obtenu
pour lI'ensemble des études réalisées). Aprés analyse par PyroPack® d'un peu plus de

910 000 séquences (45% d’échec), la présence de mutations de résistance connues aux
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1 NR la 8405 90.0% 0.4% 0.5%

2 NR la 4101 1.1%

3 Rel 1b 609 0.5% 0.5%

4 Rel 1b 877 29.4% 1.3%

5 Rel la 3762 2.9%

6 Rel 1b 3825 4.2%

7 SVR la 4643 11.1% 0.7%

8 SVR la 4190 0.5%

9 SVR la 1338 0.6% 1.8%

10 SVR la 1103 0.6%

11 Rel la 8324 100.0% 6.0% 3.2%

12 SVR 1b 2685

13 SVR 1b 1572 0.8%

14 NR 1b 2259

15 SVR 1b 3252 0.4%

16 SVR la 17981 1.3% 0.5% 7.8%

17 SVR la 6338 47.4% 0.4%

18 SVR 1b 11009 20.0% 0.4%

NR : Non responder. Rel : relapser. SVR : sustained virological response

Tableau 12 : Prévalence des principales mutations de résistance aux inhibiteurs de protéase du VHC connues chez les 18 patients de I'étude
Prove 2 répartis en 3 groupes, (i) telaprevir (TVR)+interféron (IFN), (ii) IFN+TVR+ribavirine (RBV), (iii) IFN+RBV, et selon I'issue du traitement : (i)

réponse virologique soutenue (SVR), (ii) répondeur-rechuteur (Rel) ou (iii) non répondeur (NR).



inhibiteurs de protéases (cf ANNEXE 1A) ont été étudiées avant le traitement et leurs

dynamiques sous traitement ont été caractérisées.

Mutations de résistance aux inhibiteurs de protéases préexistantes

Le tableau 12 présente les réponses aux traitements et le taux de présence des mutations de
résistance connues aux inhibiteurs de protéase du VHC pour chacun des patients, répartis en
3 groupes selon le traitement recu. Chez pratiquement tous les patients, des mutations de
résistance aux inhibiteurs de protéases du VHC étaient présentes en 'absence de toute
exposition aux médicaments, sous la forme de populations virales minoritaires. Il n’existait
pas de relation entre la présence de ces mutations au départ du traitement et l'issue du

traitement, confirmant le role prépondérant de la réponse a I'interféron sur celui-ci.

Dynamique des populations virales résistantes au cours du traitement

L'analyse par PyroDyn® a permis de caractériser les dynamiques des mutations
potentiellement impliquées dans I'émergence de la résistance des patients en échec
thérapeutique pour lesquels des prélevements séquentiels étaient disponibles. Deux
exemples de cinétiques sont décrits, 'un correspondant a un patient non répondeur :
patient 1 (Figure 44A et B), I'autre a un patient répondeur-rechuteur : patient 11 (Figure

440C).

Le patient 1 a recu 85 jours de traitement par telaprevir et interféron pégylé sans ribavirine ;
des prélevements ont été réalisés régulierement jusqu’a plus de 2 ans aprés l'arrét du
traitement. Durant la phase thérapeutique (Figure 44A), deux groupes de mutations ont été

sélectionnés. Le premier, composé des mutations H28Q, Y52C, S54T et R155K, a émergé tres
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rapidement, avec des proportions dépassant 80% de la quasi-espéce seulement 29 jours
apres le début du traitement et atteignant une prévalence proche de 100% aprés 57 jours de
traitement. Ce groupe était composé de mutations connues pour conférer une baisse de
sensibilité aux inhibiteurs de protéase, comme la S54T (diminution de sensibilité modérée)
ou la R155K (forte diminution de sensibilité), et de mutations inconnues, qui seront
caractérisées ultérieurement par un test phénotypique. Le 2°™ groupe de mutations,
composé des mutations V36M, H57L et P96H, est apparu plus tardivement, en proportions
majoritaires uniquement en fin de traitement. Comme le 1*' groupe, ce dernier comprenait
des mutations de résistance connues (V36M) et inconnues, qui seront caractérisées sur le
plan phénotypique. L'utilisation de PyroLink® (Figure 44B) a montré que le profil dynamique
de la quasi espéce virale était caractérisé par la sélection de 3 vagues successives de variants
dérivant les unes des autres en se complexifiant par I'acquisition de nouvelles mutations de
fitness ou de résistance. Lors de I'arrét du traitement, le suivi trop espacé du patient n’a
malheureusement pas permis de décrire avec précision la décroissance des variants
sélectionnés au cours du traitement. Cependant, il a été possible d’observer une diminution
progressive de la complexité de la quasi espéce virale, aboutissant a un retour a un génotype
majoritairement sauvage, avec un variant minoritaire résistant (R155K), situation identique a

celle observée avant le début du traitement.

Le patient 11 a recu une trithérapie par telaprevir, interféron pégylé et ribavirine et a
rechuté au terme de ce traitement au cours duquel sa charge virale était restée nulle (Figure
44C). Au moment de la rechute, la composition du variant majoritaire avait changé par
rapport a I'étude pré-thérapeutique, avec un accroissement de la présence de populations
virales résistantes. L'arrét du traitement s’est accompagné d’une décroissance progressive

de la proportion de populations virales mutées. Les mutations sélectionnées comprenaient
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Consensus Consensus/ UDPS/ UDPS/

/82p Pyrotrop® g2p Pyrotrop®

% (n) % (n) % (n) % (n)
;;’:se"s”s/ 100% (102) 76.5% (78) 77.5% (79) 71.6% (73)
Consensus/ o o o
Pyrotrop® 100% (102) 83.3% (85) 94.1% (96)
UDPS/g2p 100% (102) 86.3% (88)
UDPS/ 0
Pyrotrop® 100% (102)

Tableau 13 : Concordance entre les 4 méthodes utilisées pour analyser les données de
génotropisme HIV chez les 102 patients pour lesquels des données de pyroséquencage
étaient disponibles. Deux sources de données ont été utilisées : (i) la séquence consensus,
qui correspond a la séquence moyenne obtenue a l'aide de I'ensemble des séquences
disponibles pour un échantillon; cette séquence consensus est comparable a celle qui
pourrait étre obtenue par séquencage direct; (ii) lintégralité des données de
pyroséquencage (UDPS). L'analyse des données a été réalisée a lI'aide de 2 logiciels:
geno2pheno[454] (Max Planck Institut, Saarbricken, Allemagne) et le logiciel maison

exploitant les données qualité obtenues lors du séquencage PyroTrop®.



des mutations connues pour conférer un niveau moyen a élevé de résistance (V36M,
R155K), et des mutations non majoritaires dont le role reste a préciser dans un test
phénotypique (D112E, D121Y). Un autre groupe de mutations, ayant cri en prévalence lors
de l'arrét du traitement, pourrait correspondre a des mutations de fitness permettant une
meilleure adaptation des souches virales aux conditions de réplication sans traitement

antiviral.

L'analyse de lI'ensemble des profils dynamique des patients a permis de construire un
répertoire des mutations sélectionnées chez les différents patients a I'aide de PyroDyn®
(figure 44D). Lorsque les mutations étaient répertoriées par position sur le domaine NS3 du
VHC, il était possible d’observer 2 clusters préférentiels de mutations sélectionnés, qui
correspondent aux domaines de fixation des inhibiteurs de type kétoamide (famille du

telaprevir) (Tong et al. 2008).

Du fait de la qualité insuffisante des séquences générées dans cette étude, certains
séquencages sont en cours de répétition afin de finaliser I'article décrivant la préexistence
des mutations de résistance avant le début du traitement et les dynamiques des populations

virales au cours de I’étude Prove2.

Etude HIV génotropisme

Les données de pyroséquencage avant introduction du maraviroc ont été obtenues chez 84
patients de I'étude HIV génotropisme, infectés par le VIH en échec de trithérapie avec une
indication de traitement par le maraviroc. 18 patients supplémentaires ont été étudiés en
pyroséguencage, mais aucune donnée n’était disponible concernant la réponse au

traitement a M1 de ces patients. Enfin, 11 patients n’ont pu étre étudiés en raison d’une
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Sensibilité Spécificité VPP VPN
Réponse virologique 0,5 log 1,0log 2,0log 0,5log 1,0log 2,0log 05log 1,0log 2,0log 0,5log 1,0log 2,0log

Consensus/g2p 78 3% 77,6% @ 76,5% | 20,0% @ 16,7% @ 17,9% @ 87,1% @ 83,9% | 62,9% @ 11,8% @ 11,8% @ 29,4%

Consensus/Pyrotrop® | 95,6% 95,8% 94,6%  10,0% 8,3% 3,6% 88,8% 86,3% 66,3% 250%  25,0% 25,0%
UDPS/g2p 82 4% 81,9% @ 80,4% | 40,0% @ 33,3% @ 21,4% @ 91,0% @ 88,1% | 67,2% @ 23,5% @ 23,5% @ 35,3%

UDPS/Pyrotrop® 91.9% 91,7% 91,1% 30,0% 25,0% 143% 90,7% 88,0% 68,0% @ 33,3% 33,3% 44,4%

Tableau 14 : Sensibilité, spécificité, valeur prédictive positive (VPP) et valeur prédictive négative (VPN) des 4 approches utilisées pour prédire la
réponse au maraviroc avec 3 degrés différents de magnitude de réponse virologique a M1 (0,5, 1, et 2 log de décroissance de la charge virale) a

partir des données de variabilité des 84 patients de I'étude obtenues a JO.



impossibilité d’obtenir une amplification de bonne qualité. L'étude de comparaison des
techniques a donc porté sur 102 patients et I'étude de prédictivité de la réponse au

traitement par maraviroc sur 84 patients.

Le pyroséquencgage a permis d’obtenir 626 874 séquences, parmi lesquelles 539 096 valides
pour I'analyse par geno2pheno[454] (taux de rejet 14,3%), soit en moyenne 5285 séquences
par échantillon. En paralléle, 461 044 séquences ont été validées par PyroTrop® (taux de

rejet : 26,6%), soit en moyenne 4520 séquences par échantillon.

Comparaison des méthodes d’étude du génotropisme

Le tableau de concordance des techniques utilisées montre que la meilleure concordance a
été obtenue pour les techniques utilisant PyroTrop® (Tableau 13). Le Tableau 14 et la Figure
45 décrivent la performance de chaque technique pour la prédiction du génotropisme HIV.
Celle-ci était fondée sur I'étude de la séquence de la boucle V3 du VIH a JO, dont la valeur
prédictive sur la réponse au traitement par maraviroc a été étudiée. Cette réponse a été
évaluée a 3 niveaux, correspondant respectivement a une décroissance de la charge virale
de 0,5, 1 ou 2 Log Ul/mL a M1. Quel que soit le niveau de réponse considéré, les 2 méthodes
utilisant Pyrotrop® (celle utilisant la séquence consensus ou celle utilisant 'ensemble des
données générées par le pyroséquencage) ont été plus sensibles que les méthodes fondées
sur l'algorithme geno2pheno, tandis que la spécificité était toujours meilleure lorsque
I’ensemble des données de pyroséquencage étaient utilisées. Les valeurs prédictives
positives sur la réponse au traitement étaient du méme ordre pour les 4 méthodes, mais les
valeurs prédictives négatives étaient meilleures pour les techniques analysées par
Pyrotrop®. Finalement, le score Q de Yule, qui mesure lintensité de la liaison entre

prédiction et réponse antivirale au maraviroc, a été calculé pour I'ensemble des 4 méthodes
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Figure 45 : Sensibilité, spécificité, valeur prédictive positive (VPP) et valeur prédictive négative (VPN) des 4 approches utilisées pour prédire la
réponse au maraviroc avec 3 degrés différents de magnitude de réponse virologique a M1 (0,5, 1, et 2 log de décroissance de la charge virale) a
partir des données de variabilité des 84 patients de I’étude obtenues a JO. La partie basse de la Figure indique la liaison entre prédiction et

réponse antivirale selon le score Q de Yule.



(Figure 45). La liaison était faible pour la méthode utilisant consensus/g2p (Q = 0,11), forte
pour les techniques utilisant pyroséquencage/g2p et consensus/PyroTrop® (respectivement

Q=0,51 et Q=0,59) et trés forte pour la technique pyroséquencage/Pyrotrop® (Q = 0.71).

Analyse de la variabilité génétique de la boucle V3

La prédictivité testée dans la partie précédente était fondée sur I'utilisation de la regle 11/25
+ charge. Afin de vérifier le potentiel prédictif sur la réponse au maraviroc d’autres
mutations, la prédictivité de chaque mutation de la boucle V3 a été testée a I'aide d’un
module additionnel de PyroTrop® permettant le recueil des pourcentages de mutations a
chaque position pour chaque patient. Les données recueillies et analysées par le package
pROC en R ont permis d’établir la prédictivité de chacune des mutations a I'aide d’une
courbe de ROC testée statistiquement (Figure 46). Il a ainsi été montré que la substitution
H34Y/S possédait le potentiel prédictif le plus élevé (p=0,011) alors que les autres mutations
en position 34 ou les mutations a d’autres positions étaient dénuées de potentiel prédictif
significatif dans la cohorte étudiée. H34Y/S était présente chez 23% des patients répondeurs
au maraviroc, a un niveau représentant 79,6% de la quasi espéece virale en moyenne. Cette
mutation n’a en revanche jamais été trouvée chez les patients non répondeurs. A I'inverse,
les mutations en position 11 et 25, utilisées dans la régle 11/25, sont apparues a la limite de
la significativité d’un potentiel prédictif a titre individuel, avec p=0,13 pour les substitutions

S11R/K et p=0,08 pour les substitutions D25R/K.
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Figure 46 : Courbes ROC générées par le package R pROC évaluant la capacité a prédire la
réponse au traitement par maraviroc des différentes mutations observées sur la boucle V3
du VIH chez les 84 patients de I'étude HIV génotropisme. Le test statistique utilisé a permis
de mettre en évidence le potentiel prédictif significatif de la mutation H34Y/S, tandis que les
mutations en position 11 et 25 avaient un potentiel prédictif a la limite de la significativité
(respectivement p = 0,11 et p = 0,08). La courbe ROC des mutations en position 4, sans

potentiel prédictif comme le reste des mutations testées, est incluse a titre indicatif.



DISCUSSION

Depuis quelques années, les cliniciens et virologues s’interrogent sur le bienfondé de
débuter un traitement antiviral, parfois toxique et souvent co(teux, pour un bénéfice qui
n’est pas toujours a la mesure des efforts entrepris par le patient, les soignants et le systéme
de protection sociale. Dans certains cas, le choix d’'une combinaison thérapeutique est
difficile, car le rapport bénéfices/risques des différentes options semble équivalent si I'on se
fonde sur les données des essais cliniques. Dans ces situations, délivrer au patient le
traitement approprié, a la bonne dose et au bon moment, pour un bénéfice évaluable et un
risque maitrisé et accepté par tous les acteurs ceuvrant pour la guérison apparalt comme
une nécessité. Cette approche ne peut étre seulement fondée sur des données statistiques
issues des études de cohortes et des essais thérapeutiques. Elle doit étre taillée au cas
particulier du patient, avec sa maladie, son virus, ses capacités génétiques: on parle
aujourd’hui de médecine personnalisée. Lorsque la décision de traiter a été prise, I'échec,
toujours possible, ne doit pas étre considéré comme une fatalité, car les mémes approches
peuvent étre utilisées pour ajuster la probabilité de I'échec ou du succés et faire pencher la
balance du coté de la guérison ou du contréle de l'infection virale. Il y peu, les techniques
permettant d’étudier les parameétres nécessaires a ces ajustements n’étaient pas adaptées
en terme de sensibilité, de débit ou de colt. L'avenement des techniques de séquencage a

haut débit pourrait, dans ce contexte, représenter un tournant.

Dans ce travail, limité a I'’étude du pathogéne sans étude approfondie des facteurs de I’héte,
nous avons caractérisé les parametres virologiques de la résistance et étudié leur capacité

de prédire échec ou succeés thérapeutique avant la mise en place et/ou au cours du
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traitement, dans une perspective de transfert des connaissances acquises vers le diagnostic

et la pratique clinique.

Prédiction de la résistance et de I’échec thérapeutique avant le début du traitement

Cet aspect a été abordé a deux niveaux. Nous avons d’abord caractérisé les marqueurs
étudiés, puis évalué leur capacité de prédire I'émergence de la résistance, donc le succés ou

I’échec thérapeutique.

La présence de variants viraux minoritaires résistants avant le début du traitement est en
théorie la regle puisque, pour les 3 virus étudiés dans ce travail, chaque variant mono-muté
est prédit comme étant présent a chaque instant chez tout patient infecté non traité. Dans le
cas du VIH, la préexistence des variants viraux résistants a été bien décrite dans la
littérature, avec une prévalence de variants résistants dépassant 1% de la quasi-espéce chez
environ 30% des patients nouvellement pris en charge (Simen et al. 2009). Dans le cas du
VHB, méme si la préexistence des variants résistants est considérée comme acquise, elle n’a
pas été documentée. Notre étude HBV InVS, qui porte sur un grand nombre d’échantillons et
dont les données préliminaires sont présentées dans ce travail, répond a cette question.
Nous avons en effet observé que 56% des patients étudiés abritaient des variants viraux
portant des mutations connues pour conférer la résistance aux analogues nucléos(t)idiques
anti-VHB qui représentaient plus de 0,2% de la quasi-espece virale; 8% d’entre eux
abritaient des variants viraux résistants représentant plus de 5% de la quasi espéce (4,5%
des patients de la cohorte totale ). Les patients concernés par ce profil, supposés a risque de
développer rapidement une résistance aux antiviraux, étaient 27% a posséder des mutations
de résistance a I'entecavir, un des médicaments les plus utilisés en premiére intention a ce

jour. Cependant, les profils de résistance a I'entecavir complets n’ont pas été trouvés avant
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traitement. Plus de la moitié des patients présentaient des mutations minoritaires de
résistance a I'adefovir qui peuvent diminuer la sensibilité du VHB au tenofovir, deuxieme
molécule la plus utilisée en premiére intention (Qi et al. 2007), ou retarder la négativation de
la charge virale lors du traitement par ce médicament. Cependant, en pratique clinique, la
résistance a ces deux molécules est un événement exceptionnel, rapporté chez 1,2% des
patients seulement aprés 5 ans de traitement par entecavir (Tenney et al. 2009) et jamais
rapporté apres plus de 5 ans de traitement par le tenofovir. Le décalage apparent entre les
observations cliniques et la présence de variants minoritaires potentiellement résistants en
I'absence de tout traitement suggére que d’autres parametres du traitement sont
importants dans la sélection de variants viraux résistants, comme la sensibilité intrinseque
des souches aux médicaments et I'exposition, probablement assez élevée pour contrdler la
réplication de variants viraux a susceptibilité partiellement réduite. Nos résultats suggérent
que la recherche de variants viraux résistants avant le début d’un traitement antiviral ne
pourra pas étre utilisée pour guider le choix thérapeutique. La question reste cependant

ouverte pour le futur sur plusieurs aspects :

la possibilité que de plus en plus de variants résistants soient transmis par des
patients traités par entecavir en échec thérapeutique (résistance primaire) pourrait
rendre nécessaire de reconsidérer le probleme dans le cas du traitement par
entecavir,

I’existence de mutations de résistance au tenofovir, identifiées in vitro (Delaney et al.
2006; Borroto-Esoda et al. 2007), souléve la question de la survenue de la résistance
apres de nombreuses années de traitement, qui pourrait rendre nécessaire de

dépister d’éventuels variants résistants minoritaires transmis,
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I'impact de la préexistence de mutations de résistance sur le retard a la négativation
de la charge virale et la progression de la maladie hépatique doit étre évalué,

les rechutes fréquentes apres I'arrét du traitement pourraient étre liées, aprés de
nombreuses années de traitement et de contrble efficace de la réplication, a la
réplication a bas bruit de variants viraux résistants, source par mutation de la

réémergence d’'un mutant sauvage.

Dans le cas des mutations PreC/C du VHB, des études préliminaires, réalisées par la société
Gilead, ont suggéré que leur présence au début du traitement était corrélée au succés du
traitement par adefovir. Nous avons étudié ce marqueur dans une population de 157
patients pédiatriques Ag HBe-positifs traités par adefovir et suivis plusieurs années. La
séroconversion HBe est associée a un ralentissement de la progression de la maladie
hépatique (Chu et al. 2004) ; c’est donc un objectif thérapeutique important, méme si la
négativation de la charge virale reste 'objectif prioritaire. La séroconversion survient dans
un contexte ou les anticorps anti-HBe sont produits en excés par rapport a I’Ag HBe. Si I'on
pose I'hypothése que la synthése d’anticorps anti-HBe est a peu prés constante chez les
patients, la séroconversion peut donc intervenir dans deux circonstances : soit apres arrét de
la production de virions grace a I'efficacité du traitement, soit par modification génétique de
la quasi espece virale conduisant a un arrét ou une baisse de production de la protéine HBe
(par exemple liée a la présence de mutations dans la région PreC/C). Dans ce dernier cas, la
pression qui guide la sélection favorable de ces variants n’est pas connue, méme si une
origine immunitaire est probable (Hunt et al. 2000). Une forme d’immunotolérance
permettrait au virus muté PreC de continuer a se répliquer a une phase tardive de sa
coexistence avec son héte. Elle pourrait expliquer la plus grande difficulté a controler

I'infection chez les patients ayant une hépatite chronique Ag HBe-négative et la rechute plus
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fréquente lorsque ces patients arrétent leur traitement antiviral. La présence de mutations
PreC/C avant le début du traitement pourrait donc étre le reflet d’'un début d’adaptation du
virus a la réponse immune et serait par conséquent un prédicteur d’échec thérapeutique.
C'est dans ce contexte que I'étude a été menée en parallele avec 2 techniques capables de
détecter la présence des mutations PreC/C. La premiére partie de I'étude a permis de
montrer que la sensibilité de la technique de pyroséquencage était excellente, avec une
capacité d’analyse plus étendue que celle de I'INNO-LiPA puisque sans a priori sur la
séquence recherchée et couvrant l'intégralité du gene amplifié et séquencé. Cependant,
dans notre étude, la présence de mutations PreC/C avant la mise en place du traitement ne
présentait aucune relation significative avec la séroconversion ultérieure, ni avec la
séroconversion associée a une négativation de la charge virale, qu’elle soit étudiée par la
technique INNO-LIPA ou en pyroséquencage a haut débit, méme si cette approche
améliorait sensiblement le score Q de Yules. Nos résultats indiquent donc que la présence de
mutations PreC/C détectables au début du traitement ne permet pas de prédire son issue,

infirmant I’hypothése de départ.

Dans le cas du VHC, aucune étude fondée sur des techniques trés sensibles évaluant le
risque d’échec thérapeutique associé a la détection de mutations de résistance aux
antiviraux n’a été publiée. Notre étude a montré que la quasi-totalité des patients infectés
par le VHC abritent naturellement des variants viraux résistants en proportions non
négligeables, et ce en I'absence de toute exposition antérieure a un traitement antiviral.
Dans certains cas, ces variants sont majoritaires a la base. Cependant, notre étude montre
clairement que la présence de variants résistants au départ et leur type n’influencent pas
I'issue du traitement lorsque le telaprevir est associé a I'interféron alpha pégylé avec ou sans

ribavirine. Ce résultat n’est pas surprenant dans la mesure ou I'échec thérapeutique est
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essentiellement lié a une réponse insuffisante a 'action antivirale de l'interféron, qui ne
peut contrdler la croissance des variants viraux résistants sélectionnés par l'inhibiteur de
protéase. Chez les bons répondeurs a l'interféron, la préexistence de variants résistants n’a
pas été délétére en raison de leur sensibilité a I'action antivirale de ce dernier. Dans
I’hypothése probable d’approches thérapeutiques sans interféron, I'impact de la présence
au début du traitement de variants viraux minoritaires portant des mutations de résistance
aux différentes classes de médicaments utilisées pourrait en revanche jouer un rdle
important sur l'issue du traitement. Ce réle devra étre évalué et notre étude montre que la

meilleure approche reposera sur 'utilisation du pyroséquencage.

Dans le cas du VIH, les risques associés a la présence de variants viraux minoritaires
résistants au début du traitement sont bien documentés dans une littérature abondante.
L'utilisation de cette information pour la décision stratégique en pratique clinique reste
cependant confuse. Dans notre étude consacrée au génotropisme du VIH, nous avons
montré que la prédiction de la réponse au traitement par I'’étude du génotropisme avant sa
mise en place pouvait étre améliorée d’une part par I'utilisation de techniques trés sensibles
fondées sur le pyroséquencage, d’autre part par I’'analyse des données de pyroséquencage a
I'aide du logiciel PyroTrop®. Nous avons également souligné la difficulté d’identifier des
séquences signatures qui différencient de facon définitive les souches CCR5 des souches
CXCR4. Une évaluation plus poussée des mutations de la boucle V3 et son extension a
I’ensemble de la gp120 seront sans doute nécessaire pour identifier la séquence contigué ou
les motifs de séquence permettant une meilleure caractérisation. Notre étude montre que
I"approche fondée sur le pyroséquencage et I'analyse des données par le logiciel PyroTrop®
développé dans le cadre de cette These est fiable et pourrait trouver son utilité en pratique

quotidienne de laboratoire avant la mise en place de traitements par le maraviroc.
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Etude dynamique de la résistance et de I’échec thérapeutique au cours du traitement

La prédiction de I'échec thérapeutique et de la résistance a partir de I'analyse réalisée avant
traitement présuppose que le patient se comporte selon le modele prédictif déduit de
I’observation d’un grand nombre de sujets. En réalité, des événements imprévus, spécifiques
de I'histoire du patient, sont a tout moment susceptibles de modifier I'évolution du
pathogéne dans le contexte thérapeutique. La prédiction peut alors étre ajustée par I'étude
des changements dynamiques des populations virales en cours de traitement, qui apportent

une information précise sur 'effet réel du traitement sur le virus.

La dynamique d’émergence de variants viraux résistants en cours de traitement antiviral a
fait I'objet d’un traitement analytique spécifique, qui s’est traduit par la création du logiciel
PyroDyn®. Ce logiciel a pour fonction de détecter la croissance ou la décroissance
exponentielle de mutations (ou de populations virales lorsque I'analyse est complétée par
PyroLink®) dont l'interprétation permet de caractériser, comprendre et éventuellement
prédire le succeés ou I'échec thérapeutique. Le principe est que I'ensemble des variants
viraux présents chez les patients infectés suivent des cinétiques temporelles fluctuantes,
fruit du hasard, a l'origine de courbes de croissance non significatives. Ces variants
apparaissent au gré d’une mutation au hasard. lls n’ont généralement pas la capacité de se
multiplier rapidement dans un environnement favorable qui les améne a devenir dominants
et disparaissent le plus souvent rapidement. Cependant, certains variants apparus au hasard
ont une capacité réplicative suffisante pour survivre. Dans ce cas, les courbes temporelles
suivent un modele particulier (logarithmique, exponentiel, binomial) en fonction du contexte

réplicatif, qui peut étre modélisé afin de permettre la détection de I'acquisition de fitness
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d’une population virale dont la séquence est inconnue a priori. C’'est le principe du logiciel
PyroDyn® développé dans ce travail. Parmi les multiples représentations possibles des
données dynamiques, nous avons choisi de représenter les quantités relatives des
différentes populations virales en valeur absolue, par rapport a la charge virale totale. Cette
approche est la plus fidele pour montrer les changements réels qui surviennent au sein
d’une quasi espece virale sous traitement antiviral. Elle permet d’identifier des variants
sensibles dont les populations décroissent plus lentement que les variants sauvages
majoritaires et de les différencier des variants viraux résistants dont la croissance est rapide
au cours du traitement. La croissance exponentielle de ces derniers, lorsqu’elle est avérée,
indique clairement I'état de résistance, et notre approche fondée sur PyroDyn® et PyroLink®
permet de détecter la résistance sans connaissance a priori de la séquence virale

responsable.

La premiere étude ayant bénéficié de ces outils a été I'étude HBV POL. Dans ce travail, nous
avons comparé les résultats du pyroséquencage a haut débit a des résultats obtenus par
clonage et séquencage sur les mémes échantillons. D’'un point de vue purement
ergonomique, la technique de clonage-séquencage a nécessité plus de 2 ans de travail
expérimental et analytique pour environ 4000 clones analysés, alors que la génération des
séquences et I'analyse ont nécessité quelques semaines en pyroséguencage pour environ
500 000 séquences générées. C'est donc 100 fois plus de données brutes qui ont été
acquises a partir des mémes échantillons lorsque le pyroséquencage a été utilisé.
L'inconvénient majeur lié a la masse de données générées est la difficulté d’analyse. La
correction manuelle de 500 000 séquences est simplement impossible. C'est la raison pour
laguelle nous avons développé un outil de gestion automatisée des données de

pyroséquencage. Une fois corrigée et alignée, la masse d’information de séquence a permis
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Figure 47 : Représentation schématiques des évenements virologiques lors de I'émergence
de la résistance a un traitement antiviral. Les techniques actuelles, comme le séquencage
direct (PS), détectent la résistance lorsqu’elle est installée, tandis que les techniques comme
le clonage séquencage (CS) ou le pyroséquencage (UDPS) la détectent beaucoup plus tot.
L'idéal est d’anticiper la résistance et d’éviter la sélection de variants tres adaptés au

traitement.



d’atteindre une sensibilité considérable. Le supplément d’information acquis permet la
détection de variants minoritaires non détectés par le clonage-séquencage, car présents en
proportions trop faibles. En outre, la description des cinétiques des populations virales en
cours de traitement s’est avérée beaucoup plus précise et correspondait mieux aux modeles
mathématiques de croissance, permettant la caractérisation de nombreuses populations
virales possédant des capacités de résistance au médicament variables. Certaines des
mutations nouvellement détectées par la technique de pyroséquencage, comme la mutation
rtN238T de I'étude HBV POL ou la substitution S67A du domaine NS3 du VHC de I’étude HCV
Prove 2 ont déja été décrites dans la littérature (Pastor et al. 2009; Bae et al. 2010; Zhong et
al. 2012). Les mutations observées dans le cadre de lecture de I’Ag HBs dans I'étude HBV
POL sont situées au niveau d’épitopes d'immunodominance, suggérant un mécanisme
d’échappement au contréle immunitaire. Le couplage du pyroséquencage et de I'analyse par
PyroPack© permet donc une caractérisation sensible, spécifique et sans a priori, de nature a
permettre la détection précoce de phénomene débutants a I'origine de mouvements de plus

grande ampleur finalement responsables de I'échec virologique.

Le rebond virologique survient au moment ou la résistance est durablement installée, le
variant majoritaire étant déja bien adapté a son environnement. L’anticipation de ce
phénomeéne consiste a détecter I'événement en amont de sa survenue (Figure 47). Il a ainsi
été possible de détecter I'émergence de variants résistants plusieurs mois avant les
techniques conventionnelles dans I'étude HBV POL. Une limite de cette approche est
toutefois la nécessité que la charge virale soit détectable pour permettre le diagnostic
précoce de la résistance. C’'était le cas des patients de notre étude, traités par adefovir,
molécule peu puissante associée a des virémies détectables dans un grand nombre de cas au

cours du traitement. Il est évident qu’avec des molécules plus puissantes, |’échec
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thérapeutique, qui se traduit par un rebond virologique chez des patients a charge virale
négative, survient dans un contexte de résistance avérée, la population virale résistante

étant majoritaire et parfaitement adaptée a son environnement.

Des limitations pratiques doivent également étre soulignées. Dans I'étude HCV Prove 2,
I’émergence de variants viraux résistants est souvent survenue quelques jours apres le début
du traitement, un délai incompatible avec la pratique de la biologie médicale. Si 'approche
dynamique n’est pas utilisée en pratique quotidienne, elle reste indispensable pour la
génération de données permettant de mieux comprendre les mécanismes de la résistance et
son réle dans I'échec thérapeutique. L'étude de la dynamique des populations virales dans
I’étude Prove 2 a permis de mettre en évidence une complexification par étapes des
populations majoritaires, avec gain de fitness graduel de populations portant de plus en plus
de mutations de résistance et de fitness. L'étude a également montré un retour a un état
proche de I'état pré-thérapeutique en plusieurs mois aprés I'arrét du traitement, avec un

virus dominant sauvage et des variants résistants simples minoritaires.

Quasi espéce de départ ou étude dynamique au cours du traitement ?

Le développement de technologies ultra-sensibles, comme le pyroséquencage, souléve la
guestion de lintérét d’une détermination statique de la composition de la quasi espéce
virale avant le traitement par rapport au suivi des dynamiques virales au cours du
traitement, dans le contexte de la prédiction de l'issue du traitement antiviral. Dans ce cas,
un seuil de présence de variants résistants au-dela duquel le patient pourrait étre considéré
comme a risque d’échec thérapeutique peut-il étre défini ? Des travaux antérieurs réalisés

dans le domaine du VIH et les travaux présentés ici montrent que la quantité de variants
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viraux préexistants, tout au moins sa partie visible, n’influence pas la réponse virologique au
traitement. Une des raisons est que méme lorsqu’on utilise les techniques de
pyroséquencage, les populations détectées sont relativement abondantes et déja tres
adaptées a leur environnement réplicatif. 1l faudrait une sensibilité beaucoup plus
importante, techniqguement irréalisable aujourd’hui, pour cartographier avec exactitude la
composition de base des quasi espéeces virales et étudier son influence sur I'évolution
thérapeutique. L'étude de la dynamique des populations virales sous traitement, qui capture
a la fois l'information qualitative de la présence de variants résistants et I'information
guantitative d’acquisition exponentielle de fitness en cours de traitement, apporte donc
beaucoup plus d’information. Elle est cependant limitée, comme discuté plus haut, par le fait
que la charge virale doit étre détectable et que celle-ci le redevient bien souvent a un stade

avancé du processus d’échec thérapeutique lié a la résistance.

Optimisation des outils d’étude et de lutte contre la résistance

La prévention de I'’émergence de la résistance aux antiviraux est fondée sur la combinaison
de médicaments appartenant a des classes différentes, sans résistance croisée. C'est dans ce
contexte que le projet HBV RNase H a été initié, avec pour objectif de caractériser la
variabilité naturelle de cette enzyme et d’identifier des cibles potentielles pour le
développement d’inhibiteurs spécifiques. En effet, les 2 enzymes du VHB (transcriptase
inverse et RNAse H) sont portées par I’ADN polymérase virale. Tous les médicaments anti-
VHB sont aujourd’hui dirigés contre l'activité transcriptase inverse, qui a bénéficié du

transfert d’expertise du monde des antirétroviraux.

La RNase H représente une cible thérapeutique intéressante, car des médicaments dirigés

contre son activité enzymatique pourraient trouver une indication en combinaison avec les
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inhibiteurs de la transcriptase inverse du VHB, éventuellement en seconde intention en cas
d’échec thérapeutique ou de réponse suboptimale. Les tentatives de développement
d’inhibiteurs de la RNAse H du VIH sont malheureusement restées infructueuses, en raison
de la proximité structurale avec les RNase H bactériennes et humaines, faisant courir le
risque d’'un manque de spécificité associé a une toxicité importante. Notre objectif était
d’identifier des domaines spécifiques de la RNAse H du VHB pouvant étre ciblés par une
approche de « drug discovery ». La superposition des structures de RNase H a permis
d’identifier un domaine de protrusion C spécifique du VHB (Figure 39), structuré en hélice
alpha. Cette structure a été prédite par modélisation mathématique, mais les logiciels de
modélisation structurale n’ont pas visualisé ce domaine. D’un point de vue fonctionnel,
I'identification de la fonction de ce domaine fait I'objet d’un travail collaboratif avec I'équipe
du Pr Mikael Kann (UMR 5234, Bordeaux). Par homologie avec les autres RNase H, ce
domaine pourrait étre lié a la capacité de I'enzyme de fixer préférentiellement un
hétéroduplex ADN/ARN, fonction identifiée comme essentielle pour I'activité enzymatique.
Ce domaine pourrait représenter une piste intéressante de développement de nouveaux
inhibiteurs ciblant spécifiquement le VHB. De facon intéressante, ce domaine est I'un des
moins variables de I'enzyme, ce qui indique qu’il est structuralement et fonctionnellement
indispensable et assurerait a des inhibiteurs une barriere génétique élevée. De facon
importante, le domaine d’intérét n’est pas codé par une portion de génome partagée avec le
géne X, donc la contrainte conservatoire est exercée sur la RNase H elle-méme. Le domaine
de protrusion représente donc une cible a fort potentiel thérapeutique qui fera I'objet
d’études plus approfondies et d’un screening large pour la découverte d’inhibiteurs de

I’activité RNAse H.
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Les techniques de pyroséquencage présentées dans ce travail peuvent également étre
utilisées au cours du traitement pour mieux comprendre les mécanismes de la résistance au
cours des traitements antiviraux. Il est possible, sans connaissance préalable de type
docking, de repérer des domaines de liaison du médicament a la protéine virale cible. C'est
ce qui a été rendu possible par I'analyse des données de séquences et leur évolution au
cours du temps au niveau du domaine NS3 du VHC sous traitement par inhibiteurs de
protéase par le logiciel Pyrodyn®. Il a ainsi été montré que I'’échappement était lié a des
changements d’acides aminés survenant essentiellement au niveau de 2 sous-domaines de
la protéine NS3, confirmant les données de docking rapportées dans la littérature.
L'utilisation du pyroséquencage peut donc étre utile pour améliorer les connaissances sur les
mécanismes de résistance sans passer par les étapes de modélisation ou en complément de

celles-ci.
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CONCLUSION-PERSPECTIVES

Nous avons créé des outils informatiques d’analyse des données de séquencage de nouvelle
génération adaptés a I'étude de la dynamique des populations virales dont nous avons
démontré le potentiel et I'intérét dans le dépistage et |la caractérisation de la résistance aux
antiviraux. La poursuite de ce travail se fera selon 2 axes, qui ont guidé les travaux de ce
mémoire. Nous envisageons d’abord d’adapter ces outils a une pratique courante de
laboratoire. Nous confirmerons les résultats obtenus dans plusieurs études de prédiction de
la résistance. La mise en place d’une plateforme technologique de séquencage de nouvelle
génération sur le site du Groupe Hospitalier Henri Mondor nous permettra d’améliorer les
colts et I'organisation, afin de permettre le transfert de la technologie et des méthodes

d’analyse en pratique clinique.

Sur le plan de la recherche proprement dite, nous continuerons d’utiliser I'outil pour mieux
comprendre les mécanismes de résistance du VHB, du VHC et du VIH aux nombreux
antiviraux utilisés en clinique ou en cours de développement. Dans ce cadre, la plateforme
d’étude phénotypique développée au laboratoire par le Dr Abdelhakim Ahmed-Belkacem,
qui dispose de tests adaptés a des débits importants pour la caractérisation des mutations
de résistance et de fitness, sera mise a disposition pour définir le role exact des mutations
identifiées comme jouant un réle important dans les phénomeénes observés. Enfin, des
transferts sont possibles vers d’autres domaines, comme la découverte de nouveaux
médicaments, qui fait déja I'objet d’études collaboratives, ou I'’étude de I'’échappement viral

dans le contexte de la vaccination contre le VIH ou le VHC (projet intégré a celui du Labex
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Vaccine Research Institute pour lequel plusieurs études ont débuté en partenariat avec

I’équipe du Pr Yves Levy a Créteil).
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ANNEXE 1 : MUTATIONS de RESISTANCE CONNUES pour le VHB, VHC, VIH

Variant NS3 NS NSSA NS5B NSSB NSSE NSSBE IFN RBY

Linear Macrocyelic inhibitor nucleoside Palm Thumb Finger

ME3 Protease 'V36M R 5 5 5 5 5 5 b S
T54A R 5 5 5 5 5 5 b S

R155K R R 5 5 5 5 5 b S

A156T R R 5 5 5 5 5 b S

D168v 5 R 5 5 5 5 5 b S

NESEA Lzav 5 5 R 5 5 5 5 b S
Y93H 5 5 R 5 5 5 5 b S

NSEB S282T 5 5 5 R 5 5 5 b S
CaeyY g 5 ] 8 R s 5 ] b

M414T g 5 ] 8 R s 5 ] b

R4Z2K g 5 ] 8 g R 5 ] b

M423T g 5 ] 8 g R 5 ] b

4955 g 5 ] 8 g s R ] b

IFN, interfaran; B, resistant (= 4-fold increase in 50% effective concentration); RBW, ribawirin; 5, susceptibie
(= d-fold shift in HCV replicon 50% effective concentration)

Annexe 1A : Principales mutations de résistance sélectionnées au cours des traitements du
VHC par inhibiteurs de protéase (NS3 protease), inhibiteurs de la protéine NS5A et

inhibiteurs de polymérase (NS5B) (Zeuzem and Foster 2012)
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Annexe 1B : Principales mutations associées a la résistance du VHB aux inhibiteurs
nucléos(t)idiques : lamivudine (LAM), emtricitabine (FTC), entecavir (ETV), telbivudine (LdT),
adefovir (ADV) ou tenofovir (TDF) (Allen et al. 1998; Tenney et al. 2004; Gish et al. 2005; Lai

et al. 2005; Sheldon et al. 2005).
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Annexe 1C

INNTI, inhibiteurs de protéase, inhibiteurs d’entrée et inhibiteurs d’intégrase (Hirsch et al.

2008)
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ANNEXE 2 : BREVETS

PyroClass® : IDDN.FR.001.360005.001.5.P.2010.000.31230
PyroMute® : IDDN.FR.001.120008.001.5.C.2010.000.31230
PyroDyn® : IDDN.FR.001.370024.000.5.P.2010.000.31230
PyroLink® : IDDN.FR.001.180032.000.5.P.2011.000.31230

PyroTrop® : IDDN.FR.001.180031.000.5.P.2011.000.31230
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Complex Dynamics of Hepatitis B Virus Resistance to

Adefovir

Coralie Pallier,">3* Christophe Rodriguez,** Rozenn Brillet,"? Patrice Nordmann,? Christophe Hézode,** and

Jean-Michel Pawlotsky!

In patients with hepatitis B e antigen-negative chronic hepatitis B, adefovir dipivoxil adminis-
tration selects variants bearing reverse transcriptase rtN236T and/or rtA181V/T substitutions in
29% of cases after 5 years. The aim of this study was to characterize the dynamics of adefovir-
resistant variant populations during adefovir monotherapy in order to better understand the
molecular mechanisms underlying hepatitis B virus resistance to this class of nucleotide ana-
logues. Patients included in a 240-week clinical trial of adefovir monotherapy who developed
adefovir resistance-associated substitutions were studied. The dynamics of hepatitis B virus
populations were analyzed over time, after generating nearly 4,000 full-length reverse transcrip-
tase sequences, and compared with the replication kinetics of the virus during therapy. Whatever
the viral kinetics pattern, adefovir resistance was characterized by exclusive detection of a dom-
inant wild-type, adefovir-sensitive variant population at baseline and late and gradual selection
by adefovir of several coexisting resistant viral populations, defined by the presence of amino acid
substitutions at position rt236, position rt181, or both. The gain in fitness of one or the other of
these resistant populations during adefovir administration was never associated with the selec-
tion of additional amino acid substitutions in the reverse transcriptase. Conclusion: Our results
suggest that adefovir administration selects poorly fit preexisting or emerging viral populations
with low-level adefovir resistance, which subsequently compete to fill the replication space. Viral
kinetics depends on the initial virological response to adefovir. Lamivudine add-on restores some
antiviral efficacy, but adefovir-resistant variants remain predominant. Whether these adefovir
resistance—associated substitutions may confer cross-resistance to tenofovir iz vive will need to
be determined. (HEPATOLOGY 2009;49:50-59.)

Abbreviations: ALT, alanine aminotransferase; HBeAg, hepatitis B e antigen;
HBV, hepatitis B virus; PCR, polymerase chain reaction.
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reatment of chronic hepatitis B virus (HBV) in-

fection is aimed at driving viral replication to the

lowest possible level in order to halt the progres-
sion of chronic hepatitis B and to prevent complications
such as cirrhosis, decompensation of cirrhosis, and hepa-
tocellular carcinoma. Two categories of drugs can be used
to treat chronic hepatitis B, namely pegylated interfer-
on-a and nucleoside/nucleotide analogues that directly
inhibit the reverse transcriptase function of HBV DNA
polymerase. Five HBV inhibitors (lamivudine, adefovir
dipivoxil, entecavir, telbivudine, and tenofovir) are cur-
rently approved. Lamivudine and adefovir dipivoxil are
most widely used worldwide.

Chronic administration of nucleoside/nucleotide ana-
logues in monotherapy frequently leads to the selection of
HBYV variants with amino acid substitutions in the reverse
transcriptase domain of HBV DNA polymerase, confer-
ring reduced susceptibility to the inhibitory action of
these drugs.!* HBV has a quasispecies distribution in
each infected individual, meaning that the virus circulates
as a complex mixture of genetically distinct but closely
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related variants that are in equilibrium at a given time in a
given replicative environment.> The quasispecies distri-
bution of HBV implies that any newly generated muta-
tion conferring a selective advantage in a given replicative
environment will allow the corresponding viral popula-
tion to overtake the other variants, following a classical
Darwinian evolutionary process. As a result, HBV resis-
tance is generally acquired gradually through the selection
of preexisting resistant variants and gradual accumulation
of new amino acid substitutions. The latter may confer
stepwise increases in the level of drug resistance, but they
mostly improve the replication capacity of resistant vari-
ants in the presence of the relevant drug. HBV resistance
to antiviral therapy is a major issue in clinical practice
because it can lead to HBV treatment failure and progres-
sion of liver disease.

Long-term administration of adefovir dipivoxil has
been shown to select variants bearing reverse transcriptase
rtN236T and/or rtA181V/T substitutions, both of which
confer low-level resistance to adefovir in vitro. In patients
with hepatitis B e antigen (HBeAg)-negative chronic hep-
atitis B, these variants are selected in 29% of cases (cumu-
lative incidence) after 5 years of monotherapy, essentially
in patients who do not achieve HBV DNA levels below
1,000 IU/mL.6 Their selection is associated with different
patterns of HBV DNA kinetics in different patients: (1)
typical escape, with a return to baseline replication levels
in patients who had initially responded to the drug by a
more than 3 log reduction of HBV DNA level; (2) a
gradual re-increase in viral replication preceding the
emergence of the mutant virus by several months, gener-
ally in patients with a suboptimal response to adefovir
(less than 3 log reduction of HBV DNA level); and (3) no
change in adefovir antiviral efficacy in patients who ini-
tially responded well to the drug.”-'° These different pat-
terns point to differences in the replicative fitness of
selected resistant variants iz vivo.

To understand the mechanisms underlying viral resis-
tance to a specific inhibitor, it is first necessary to deter-
mine the quasispecies dynamics during the emergence
and amplification of resistance, together with the impact
of the relevant amino acid substitutions on viral replica-
tion 77 vivo.''-'3 We have recently shown that, 772 vivo, the
fluctuating environment in which lamivudine-resistant
variants replicate during lamivudine administration to
patients potentially favors one variant population over
another, regardless of the intrinsic replication capacities of
the viral populations 7z vitro.'! The aim of the present
study was to characterize the dynamics of adefovir-resis-
tant HBV variant populations during adefovir mono-
therapy to better understand the molecular mechanisms
underlying HBV resistance to adefovir.
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Patients and Methods

Patients

This was a substudy of a recently published 240-week
clinical trial of adefovir monotherapy in 185 nucleoside/
nucleotide-naive HBeAg-negative patients, with a dou-
ble-blinded phase of 96 weeks followed by an open-label,
long-term safety and efficacy study of 144 weeks.¢ Serial
HBYV DNA assays were systematically performed during
therapy, as well as direct sequence analysis of the entire
HBV reverse transcriptase gene at baseline and, in pa-
tients with detectable serum HBV DNA, at weeks 48, 96,
144, 192, and 240. Twenty-nine patients developed ad-
efovir resistance—associated substitutions during the 240-
week study. Their viral dynamics were characterized by
means of frequent HBV DNA assays, classifying the pa-
tients into the following three groups: (1) responders
(HBV DNA level reduction of more than 3 log IU/mL)
who experienced secondary treatment failure (reincrease
in the HBV DNA level of more than 1 log IU/mL above
the nadir); (2) suboptimal responders (HBV DNA level
reduction of less than 3 log IU/mL) who developed amino
acid substitutions in a context of a slow, gradual re-in-
crease in viral replication; and (3) responders who devel-
oped the amino acid substitutions without any virological
breakthroughs. We selected the first seven patients dis-
playing these three dynamic patterns in order to study
HBYV population dynamics during adefovir exposure.

The seven patients were five men and two women aged
26 to 59 years at the start of the study. Their baseline
characteristics are shown in Table 1. They were all Cau-
casian, and none was coinfected with hepatitis delta virus,
hepatitis C virus, or human immunodeficiency virus. All
were nucleoside/nucleotide treatment—naive at inclusion.
They were treated with 10 mg/day adefovir for the full
study period. In four cases (patients A, B, E, and G),
lamivudine was added during adefovir therapy because of
virological failure. Quasispecies analysis was performed
with serum samples taken at baseline and frequently dur-
ing therapy (15 to 24 samples). At every time point and in
each patient, HBV DNA was extracted and the full-
length HBV reverse transcriptase domain was polymerase
chain reaction (PCR)-amplified. The PCR products were
directly sequenced and cloned. For quasispecies analysis,
25 to 41 clones per time point were sequenced. The dy-
namics of HBV populations over time were studied.

Methods

Alanine Aminotransferase and HBV DNA Assays.
Alanine aminotransferase (ALT) levels were determined
at baseline and during treatment using a Roche Modular
Chemistry Analyzer (Roche Diagnostics, Basel, Switzer-
land). HBV DNA was measured at each time point by
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Table 1. Clinical and Virological Characteristics of the Seven Patients Included in the Study

Ishak Score*

Route of HBV HBV DNA Baseline
Patient Sex/Age Race Transmission Genotype HBeAg/Anti-HBe Ab (log IU/mL) ALT a b c d e
A M/46 Caucasian Unknown D —/+ 7.8 170 4 0 3 2 2
B M/59 Caucasian Unknown D —/+ 6.8 166 2 0 1 2 3
C F/51 Caucasian Unknown D —/+ 7.6 52 4 0 4 2 4
D M/55 Caucasian Childhood acquisition D —/+ 6.6 239 4 0 4 3 5
E M/43 Caucasian Childhood acquisition D —/+ 6.1 43 2 0 2 2 3
F F/56 Caucasian Blood transfusion D —/+ 6.2 88 3 0 3 3 3
G M/26 Caucasian Unknown D —/+ 5.5 99 4 0 2 4 6

Abbreviations: M, male; F, female; Ag, antigen; Ab, antibodies.

*|shak score: a, periportal injury; b, confluent necrosis; ¢, parenchymal injury; d,

means of a “classical” reverse transcriptase PCR assay (Co-
bas Amplicor HBV Monitor v2.0, Roche Molecular Sys-
tems, Pleasanton, CA) or a real-time PCR assay (Cobas
TaqMan 48 HBV test, Roche Molecular Systems). The
results were expressed in IU/mL.

PCR Amplification of the HBV Reverse Transcrip-
tase Region. DNA was extracted from 200-500 mL of
serum with the QIAamp DNA blood kit (Qiagen GmbH,
Hilden, Germany) according to the manufacturer’s in-
structions. A 630-bp fragment encompassing domains A
to E of the HBV reverse transcriptase, between amino
acid positions 66 and 275, was amplified via PCR using
primer pair poll (5'-CCCTGCTCGTGTTACAG-
GCGG-3', nucleotide position 186-206) and pol2 (5'-
GTTGCGTCAGCAAACACTTGGCA-3’, nucleotide
position 1196-1174).14 Forty cycles of amplification were
performed, with a denaturation step at 94°C for 30 sec-
onds, annealing at 48°C for 30 seconds and extension at
72°C for 1 minute. When the HBV DNA level was below
1,000 IU/mL (3.0 log IU/mL), a nested PCR technique
was used, with internal primers pol3 (5'-GACTCGTG-
GTGGACTTCTCTCA-3', nucleotide position 251-272)
and pol4 (5'-GGCATTAAAGCAGGATAACCACATTG-
3', nucleotide position 1058-1033). PCR amplification
consisted of 30 cycles at 94°C for 30 seconds, 55°C for 30
seconds, and 72°C for 1 minute. PCR products were an-
alyzed via electrophoresis through 2% agarose gel and
ethidium bromide staining. They were then purified with
Montage PCR centrifugal filter devices (Millipore Corpo-
ration, Bedford, MA) according to the manufacturer’s
protocol.

Direct Sequence Analysis of PCR Products and
Determination of the HBV Genotype. Purified PCR
products were directly sequenced with the primers used
for PCR amplification. The HBV genotype was deter-
mined by phylogenetic analysis of the 630-bp fragment
amplified at baseline, with respect to reference sequences
of the principal HBV genotypes retrieved from GenBank,
using the Phylogeny Inference Package (PHYLIP) pro-
gram version 3.65.

portal inflammation; e, fibrosis.

Quasispecies Analysis of HBV RT. Purified PCR
products were cloned into the pCR4-TOPO vector
(TOPO TA cloning kit, Invitrogen Corporation, Carls-
bad, CA) according to the manufacturer’s instructions.
Recombinant plasmid DNA was transformed into One
Shot TOP10 chemically competent Escherichia coli, as
recommended by the manufacturer, and transformants
were grown on ampicillin plates. Cloned DNA was re-
amplified via PCR and purified for sequencing. Twenty-
five to 41 clones per sample were sequenced, and their
nucleotide and amino acid sequences were aligned with
CLUSTAL X, version 1.83. Because all but one sample
had an HBV DNA level above 1,000 IU/mL, resampling
resulting in expansion of multiple copies of the same viral
species was unlikely to occur.

Nucleotide Sequence Accession Numbers. The se-

quence data from this study have been deposited in
GenBank under accession numbers EU026558 to
EU028300.

Results

Twenty-nine patients developed adefovir resistan-
ce—associated substitutions during the 240-week study.
Based on their viral dynamics, the 29 patients were
classified into response pattern 1 (initial virological re-
sponse with secondary treatment failure; n = 9 [31%]),
response pattern 2 (suboptimal virological response
followed by a gradual re-increase in viral replication;
n = 4 [14%]), response pattern 3 (sustained antiviral
response throughout follow-up; n = 15 [52%]), and
mixed response pattern (n = 1 [3%]). Given the num-
ber of samples studied per patient and the number of
clones generated per sample, not all patients could be
extensively studied. We selected the first seven patients,
including three patients with response pattern 1, two
patients with response pattern 2, one patient with re-
sponse pattern 3, and one patient with a mixed re-
sponse pattern.
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Fig. 1. Dynamics of serum HBV DNA levels (gray area), serum aminotransferase activities (gray line), adefovir-sensitive (black bars), and
adefovir-resistant (white bars) HBV viral populations during adefovir (ADV) and eventually adefovir plus lamivudine (ADV + LAM) therapy in the
patients with response pattern 1 [initial virological response with secondary treatment failure: (A) patient A, (B) patient B, and (C) patient C], response
pattern 2 [suboptimal virological response followed by a gradual re-increase in viral replication: (D) patient D and (E) patient E], response pattern

3 [sustained antiviral response throughout follow-up: (F) patient F], and a mixed response pattern [(G) patient G].

A total of 3843 nearly full-length HBV reverse tran-
scriptase quasispecies sequences were generated and ana-
lyzed. At baseline, the HBV reverse transcriptase always
had a typical quasispecies distribution, characterized by
the coexistence of distinct but closely related viral popu-
lations, including one to three major variants, each repre-
senting more than 10% of the quasispecies variants, and a
variable number of minor variants bearing amino acid
substitutions at sporadic positions relative to the most
frequent variant. Figure 1 shows the HBV DNA dynam-
ics over time in each patient and the proportions of resis-

tant versus wild-type virus at baseline and at each time
point during therapy. In all the patients, only a wild-type,
adefovir-sensitive virus population (that is, viruses with-
outamino acid substitutions at positions rt181 and rt236)
was detected prior to therapy (Fig. 1). Figure 2 shows the
dynamics of the different adefovir-resistant viral popula-
tions over time.

Dynamics of Resistance Associated with Response
Pattern 1 (Initial Virological Response with Second-
ary Treatment Failure). Three patients (patients A, B,
and C) initially responded to adefovir, with a significant
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fall in the HBV DNA level (—4.6, —3.8, and —5.1 log
IU/mL after 12, 17, and 8 months of adefovir adminis-
tration, respectively; Figs. 1A-C). The antiviral response
only occurred after 14 months in patient B, after an ALT
flare; this patient had inidally responded suboptimally.
The virological breakthroughs occurred at months 28, 31
(17 months after the antiviral response), and 37, respec-
tively, and were always followed by a biochemical break-
through (ALT elevation) when the HBV DNA level
returned to baseline. Lamivudine add-on in patients A
and B partially restored an antiviral response (Figs. 1A,B).

No viral populations bearing amino acid substitutions
at position rt181 or rt236 were detected before therapy.
The wild-type viral population was always gradually re-
placed by the resistant viruses during therapy. The size of
the resistant virus population grew gradually for several
months before the virological breakthrough and became
predominant at the time of the biochemical breakthrough
(Figs. 1A-C). The adefovir-resistant viral populations re-
mained predominant when lamivudine was added to ad-
efovir in patients A and B (Figs. 1A,B). Five resistant viral
populations were found during adefovir administration in
the three patients with viral dynamic pattern 1 (Figs. 2A-
C), including viruses with an rtA181V substitution alone
(patients A, B, and C), viruses with an rtA181T substitu-
tion alone (patient C), viruses with an rtN236T substitu-
tion alone (patients A, B, and C), viruses harboring both
rtA181V and reN236T substitutions (patients A, B, and
C), and viruses harboring both rtA181T and rtN236T
substitutions (patient B).

In the three patients, several different viral populations
were present at several time points. However, the dynam-
ics of HBV viral populations varied from one patient to
the next. In patient A (Fig. 2A), the rtA181V variant
population predominated over the other adefovir-resis-
tant populations throughout therapy. Despite the partial
restoration of an antiviral response when lamivudine was
added, the rtA181V population remained predominant

Fig. 2. Dynamics of HBV variant populations during adefovir (ADV)
and eventually adefovir plus lamivudine (ADV + LAM) therapy in the
patients with response pattern 1 [initial virological response with sec-
ondary treatment failure: (A) patient A, (B) patient B, and (C) patient C],
response pattern 2 [suboptimal virological response followed by a
gradual re-increase in viral replication: (D) patient D and (E) patient E],
response pattern 3 [sustained antiviral response throughout follow-up:
(F) patient F], and a mixed response pattern [(G) patient G]. White bars
represent the proportion of wild-type, adefovir-sensitive HBV variants at
the different time points. The proportions of HBV variants bearing the
rtA181V substitution, the rtA181T substitution, the tN236T substitution,
both tA181V and rtN236T substitutions, and both tA181T and rt N236T
substitutions are represented by red, orange, green, light blue, and dark
blue, respectively. HBV DNA levels are represented by the gray area, and
ALT levels are represented by the gray line.
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during adefovir-lamivudine combination therapy (Fig.
2A). In patient B (Fig. 2B), the wild-type sensitive virus
was initially replaced by a mixture, in similar proportions,
of three variants harboring the rtA181V substitution, the
rtN236T substitution, and both substitutions together,
respectively. However, after a few months the rtN236T-
only variants took over and remained predominant until
the end of adefovir monotherapy, even when lamivudine
was added, despite partial restoration of the antiviral re-
sponse (Fig. 2B). In patient C (Fig. 2C), quasispecies
analysis showed the simultaneous emergence of four re-
sistant variants, but variants bearing both rtA181V and
rtN236T substitutions rapidly became predominant. No
reverse transcriptase positions other than rt181 or rt236
showed specific amino acid changes during therapy that
might have led to improved fitness and thus explained
how one specific resistant population overtook the others
during adefovir exposure.

Dynamics of Resistance Associated with Response
Pattern 2 (Suboptimal Virological Response Followed
by a Gradual Re-increase in Viral Replication). Two
patients (D and E) initially responded suboptimally to
adefovir. In patient D, the HBV DNA level fell by —2.5
log IU/mL after 4 months of treatment and then gradu-
ally increased. A biochemical breakthrough occurred at
month 22 in this patient, when the HBV DNA level had
returned to baseline (Fig. 1D). Patient E also responded
suboptimally to adefovir (—1.9 log IU/mL). Adefovir
withdrawal at month 10 was followed by HBV DNA and
ALT flares. Treatment was restarted at month 13 and the
patient again responded suboptimally (—2.4 log IU/mL
in 2 months). The HBV DNA level then started to in-
crease gradually, returning to baseline (the value before
the second course of treatment) at month 30 (Fig. 1E).
No biochemical breakthrough occurred in this patient.
Lamivudine was added at month 40 and resulted in a
2-log fall in HBV DNA (Fig. 1E).

In these two patients the wild-type sensitive virus was
gradually replaced by resistant viruses, which became pre-
dominant when the HBV DNA level had returned to
baseline (Figs. 1D,E). In patient D, five resistant popula-
tions (rtA181V alone, rtA181T alone, rtN236T alone,
rtA181V plus rtN236T, and rtA181T plus rtN236T)
were detected during follow-up. Their dynamics were
characterized by three successive waves, with rtA181V/T
initially dominating, then being replaced by a dominant
rtN236T population and, finally, by a dominant popula-
tion bearing both rtA181T and rtN236T substitutions
(Fig. 2D). The biochemical breakthrough coincided with
the shift from a dominant sensitive viral population to a
resistant one at the time of the second wave (dominant
rtN236T population) (Fig. 2D).
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In patient E, four resistant populations were detected
during follow-up (rtA181V alone, rtN236T alone,
rtA181V plus rtN236T, and rtA181T plus rtN2367T),
but the viral population bearing the rtA181V substitution
was dominant throughout follow-up (Fig. 2E). The same
pattern (predominance of rtA181V variants) was ob-
served when lamivudine was added (Fig. 2E). No posi-
tions other than rt181 or rt236 showed specific amino
acid changes during therapy in patients D and E.

Dynamics of Resistance Associated with Response
Pattern 3 (Sustained Antiviral Response Throughout
Follow-up). Patient F was treated with adefovir for 57
months. He initially responded with a —4.3 log IU/mL
decrease in HBV DNA after 7 months, and this level of
response persisted throughout follow-up, despite gradual
replacement of the wild-type, sensitive virus by the resis-
tant virus population after month 40 (Fig. 1F). Despite
the predominance of resistant viruses, no virological or
biochemical breakthrough was observed between month
40 and month 47, when follow-up ended for this patient
(Fig. 1F). As in the other patients, regardless of the viral
dynamics on therapy, several resistant populations were
detected, but the population with only the rtN236T sub-
stitution predominated from the onset of viral resistance
until the end of follow-up. No positions other than rt181
or rt236 showed specific amino acid changes during ther-
apy.

Mixed Response. Patient G had a mixed virological
response (Fig. 1G). This patient initially responded sub-
optimally to adefovir (—2.0 log IU/mL in 9 months), and
the HBV DNA level remained stable thereafter, despite
gradual replacement of the wild-type, sensitive viral pop-
ulation by a resistant population that predominated at
month 22 when treatment was stopped (Fig. 1G). Patient
G had an HBV DNA flare 1 month after treatment with-
drawal and, although the resistant viral population was
still detectable, most of the variants present at the time of
the flare were sensitive. The patient was then retreated at
month 24 and responded (—4.0 log IU/mL in 2 months).
However, the resistant population took over rapidly, and
virological and biochemical breakthroughs occurred a few
months later. Lamivudine was added, and this restored an
effective antiviral response, even though an adefovir-resis-
tant population predominated (Fig. 2G). As shown in
Fig. 2G, the rtN236T population was nearly the only
resistant population present during the first course of
therapy, at the time of the flare after treatment with-
drawal, during the second course of therapy, at the time of
the virological and biochemical breakthrough, and when
lamivudine was added (Fig. 2G). No positions other than
rt181 or rt236 showed specific amino acid changes during
therapy.
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Discussion
We generated nearly 4,000 full-length HBV reverse

transcriptase sequences in order to unravel the dynamics
of HBV variants during adefovir dipivoxil administration
and thereby to understand how HBV resistance to this
drug develops. The dynamics of HBV viral populations
were compared with the replication kinetics of the virus
during several years of adefovir administration.

Whatever the viral kinetics, adefovir resistance was al-
ways characterized by: (1) exclusive detection of a domi-
nant wild-type, adefovir-sensitive variant population at
baseline; (2) late (several years) and gradual selection by
adefovir of coexisting resistant viral populations, defined
by the presence of amino acid substitutions at position
1t2306, position rt181, or both; and (3) during adefovir
administration, an apparent gain in fitness of one or other
of these resistant populations, which became predomi-
nant after several months of resistance. This gain in fitness
was never associated with the selection of additional
amino acid substitutions in the reverse transcriptase. In
contrast, substitutions that improve viral replication
without substantially enhancing resistance have been ob-
served during lamivudine resistance (substitution at posi-
tion rt180 or rt173)!5-1® and during entecavir resistance
(substitution at position rt180 and at positions rt184,
rt202, and/or rt250).19-22

Our results are in keeping with, although they do not
demonstrate, the hypothesis that the adefovir-resistant vi-
ral populations preexist in a subset of HBV-infected pa-
tients, who are those exposed to develop adefovir
resistance. Indeed, amino acid substitutions occur ran-
domly as a result of viral replication. They are not induced
by the administration of an antiviral drug that can only
select viral variants that bear them when they are present.
Therefore, although it cannot be excluded that some sub-
stitutions occurred during the few months of therapy in
patients with reduced HBV replication levels, the proba-
bility is much greater that these substitutions randomly
occurred during the many years that preceded therapy
during which replication levels were higher. HBV variants
bearing rtN236T and/or rtA181V/T polymorphisms,
however, remain undetectable at baseline, owing to their
relatively poor iz vivo fitness. Although these variants
were not observed at baseline in our clonal analysis, the
sporadic detection of one or both mutations early in ther-
apy, prior to clear-cut outgrowth of resistant virus popu-
lations, was consistent with the hypothesis of their
preexistence. In addition, the substitutions at positions
rt236 and rt181 confer only low-level HBV resistance to
adefovir (up to a three-fold increase in the 50% inhibitory
concentration 7z vitro), whereas the rtM204V/I substitu-
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tion confers a >1,000 fold increase in the lamivudine
50% inhibitory concentration.?325> Thus, their low-level
resistance and poor 7z vivo fitness together explain why
adefovir-resistant variants emerge late and very slowly
during adefovir administration.

The HBV replication kinetics provide further informa-
tion on the relative in vivo fitness of adefovir-resistant
variants in the presence of adefovir. In the patients with
pattern 1 replication kinetics (virological response fol-
lowed by virological breakthrough), the profound inhibi-
tion of wild-type, sensitive virus replication opens the
replication space to resistant variants. In this situation, the
gain in fitness can allow HBV DNA to return to the
baseline level when the resistant variant becomes predom-
inant. As during lamivudine resistance, selection of adefo-
vir-resistant variants preceded virological breakthrough
by several months in our study. The interval between the
emergence of resistant variants and virological break-
through was longer, however, than during lamivudine
administration,'! owing to the poorer fitness of adefovir-
resistant variants 7z vivo relative to lamivudine-resistant
variants. The biochemical breakthrough generally oc-
curred when the resistant population accounted for 100%
of circulating variants.

In viral kinetic pattern 3, no virological relapse was
observed despite an initial virological response (as in pat-
tern 1) and gradual replacement of the wild-type, sensitive
population by adefovir-resistant variants. Two mutually
compatible hypotheses can explain this observation: (1)
the selected variants may have had such poor in vive fit-
ness that they could not be produced at levels similar to
those of the wild-type, sensitive virus present before ther-
apy, in which case a viral breakthrough will be observed
only if the variants acquire additional mutations suscep-
tible to improve their 7z vivo fitness; and (2) owing to the
poor replication capacity of the variants, more time may
have been required for HBV DNA to reach high levels,
meaning that relapse could occur later in these patients.
This observation could be reassuring in that detection of
adefovir resistance—associated substitutions during ther-
apy does not mean that a clinically relevant viral break-
through will occur. However, such detection indicates
that a breakthrough may subsequently occur, and further
research should be conducted to determine whether treat-
ment should be altered in order to prevent it.

Viral kinetic pattern 2 was more difficult to interpret.
Indeed, these patients had a suboptimal response to ad-
efovir, owing to the use of a low dose in clinical practice
(10 mg/day).2° A suboptimal response to adefovir has
been reported to occur in approximately 20% of patients
with HBeAg-negative chronic hepatitis B. In these pa-
tients, the only moderate decrease in wild-type, sensitive
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virus replication did not open the replication space suffi-
ciently for adefovir-resistant viruses to break through rap-
idly. This probably explains why the increase in HBV
DNA levels was gradual and matched the progressive se-
lection of resistant viruses, which became predominant
roughly when HBV DNA levels had nearly returned to
baseline.

Interestingly, we found no substitutions at positions
other than rt236 and rt181 in the HBV reverse transcrip-
tase that could explain a gain or loss of fitness by any of the
adefovir-resistant populations in our patients. However,
we cannot exclude the possibility that substitutions in
other genomic regions than the reverse transcriptase,
which were not analyzed here, could have played a role
(for example, by modifying the intrinsic replication ca-
pacity of the corresponding variants or by inducing a shift
in epitope immunodominance). It was indeed striking
that, in two patients, the response to adefovir was directly
associated with an ALT flare, with no visible sequence
changes in the reverse transcriptase region. Indeed, pa-
tient B initially responded suboptimally to adefovir, but
then responded fully to the same dose after an ALT flare
occurred during therapy. Patient G also initially re-
sponded suboptimally, experiencing an ALT flare just af-
ter treatment interrupted and  subsequently
responding fully to the same dose of adefovir. In both
cases, the response to adefovir was followed by virological
breakthrough as a result of adefovir-resistant variant se-
lection. Pharmacodynamic differences in adefovir metab-
olism between patients may also influence viral fitness
and, as a result, the kinetics of viral populations and HBV
DNA during therapy by influencing the replicative envi-
ronment. For instance, differences in the uptake of anti-
virals, including adefovir, by organic anion transporters
have been reported.?”

In patients on adefovir monotherapy who developed
resistance to adefovir, lamivudine add-on partially re-
stored the antiviral response. However, the circulating
variants remained adefovir-resistant. This was not surpris-
ing, because adefovir-resistant variants theoretically have
similar lamivudine sensitivity to wild-type, sensitive vari-
ants but remain fitter than the latter in the presence of
adefovir. If adefovir had been replaced by lamivudine, an
adefovir-sensitive viral population would likely have re-
placed the adefovir-resistant virus, allowing lamivudine
resistance to occur rapidly, as in a treatment-naive popu-
lation receiving lamivudine monotherapy. The fact that
adefovir-resistant variants bearing substitutions at posi-
tions rt236 and/or rt181 would need to accumulate addi-
tional substitutions at position rt204 (and possibly
positions rt180 and rt173) in order to become resistant to
lamivudine and to become fit 7z vivo is reassuring with

was
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respect to the time necessary for resistance to develop in
patients receiving both drugs. Conversely, it has been
demonstrated that adefovir add-on is a better strategy
than a switch from lamivudine to adefovir in patients with
lamivudine resistance.?® More potent antiviral drugs with
no cross-resistance with adefovir, such as telbivudine and
entecavir, should be added in adefovir-resistant patients.
It is important to note that substitutions at position rt181
have recently been reported to confer cross-resistance to
lamivudine and adefovir i# vivo and could also confer
resistance to entecavir and telbivudine.?-3°

Taken together, our results suggest that adefovir ad-
ministration selects poorly fit preexisting or emerging vi-
ral populations with low-level adefovir resistance, which
subsequently compete to fill the replication space. In pa-
tients who initially respond to adefovir, resistance may be
associated with a virological breakthrough followed by a
biochemical breakthrough. In patients who initially re-
spond suboptimally to adefovir, resistance emerges slowly
and is associated with a gradual re-increase in viral repli-
cation, in keeping with the small difference in 7z vivo
fitness between wild-type, sensitive, and adefovir-resistant
viral variants. Lamivudine add-on restores some antiviral
efficacy, but adefovir-resistant variants remain predomi-
nant.

Tenofovir disoproxil fumarate has recently been re-
ported to reduce HBV replication more potently than
adefovir in both HBeAg-positive and HBeAg -negative
patients with chronic hepatitis B.3':32 Tenofovir has
now received approval for use in the treatment of
chronic hepatitis B in Europe and the United States.
Conflicting results have been reported as to whether
adefovir resistance—associated substitutions confer
cross-resistance to tenofovir. However, several recent
reports suggest that substitutions at positions rt236
may confer reduced HBV susceptibility to tenofovir iz
vitro.3334 It remains to be seen whether adefovir resis-
tance mutations also confer reduced susceptibility to
tenofovir 77 vivo, as suggested by the recent observation
that adefovir resistance substitutions persist when ad-
efovir is switched to tenofovir in non- or suboptimal
responders to adefovir.?> If so, the dynamics of resis-
tant viral populations will need to be carefully assessed.
This will largely determine whether tenofovir eventu-
ally becomes the natural partner of nucleoside ana-
logues in fixed-dose combinations for first- and second-
line treatment of HBV infection.
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ABSTRACT

Hepatitis B virus (HBV) resistance to nucleoside/nucleotide analogues is
frequent. Ultra-deep pyrosequencing (UDPS) is a powerful new tool that can detect
minor viral variants and characterize complex quasispecies mixtures. However, suitable
software for clinically meaningful analysis of virological data generated by UDPS is
lacking. We used UDPS and an original in-house software package to analyze the
dynamics of adefovir-resistant HBV variants in patients with chronic HBV infection in
whom adefovir resistance occurred during treatment. Amino acid substitutions known
to confer resistance to adefovir were detected at baseline in most of the patients. The
dynamics of adefovir-resistant variants were complex and differed among the patients,
as a result of evolving differences in variant fitness. UDPS analysis revealed successive
waves of selection of HBV populations with single and multiple amino acid substitutions.
Adefovir-resistant variants were partially inhibited by lamivudine but remained fit in its
presence. Resistance was diagnosed several months earlier with UDPS than with
population sequencing. In conclusion, using original software for the analysis of viral
sequences generated by UDPS and other next-generation sequencing methods in the
context of antiviral drug resistance, we show that substitutions conferring HBV
resistance to nucleoside/nucleotide analogues exist before treatment and that the
dynamics of adefovir-resistant populations are much more complex and heterogeneous
than previously thought and involve so far unknown amino acid substitutions. The
approach described here is likely to have important implications for the assessment of
antiviral drug resistance_and may provide a valuable tool for early diagnosis of viral

resistance in clinical practice..



INTRODUCTION

Approximately 240 million individuals worldwide are chronically infected with
hepatitis B virus (HBV) (18). Chronic HBV infection is the leading cause of chronic liver
disease and accounts for nearly a million deaths every year (9, 14, 34). Chronic hepatitis
B can be treated with either pegylated interferon-a or nucleoside/nucleotide analogues.
The latter drugs act by directly inhibiting the enzymatic function of HBV reverse
transcriptase, the enzyme responsible for viral replication. Five such drugs have been
approved for HBV therapy, namely three nucleoside analogues (lamivudine, telbivudine
and entecavir) and two nucleotide analogues administered as prodrugs (adefovir
dipivoxil and tenofovir disoproxil fumarate). The vast majority of HBV-infected patients
have an indication for therapy with nucleoside /nucleotide analogues.

The main issues with nucleoside/nucleotide analogues are the need for long-term
(probably life-long) administration and the possible emergence of viral resistance (36).
Resistance is characterized by outgrowth of viral populations bearing amino acid
substitutions that confer reduced sensitivity to the drug. This is due to the quasispecies
distribution of HBV in infected individuals, i.e. the coexistence of a mixture of genetically
distinct but closely related viral populations in an unstable equilibrium that depends
strongly on their relative fitness (i.e. their ability to propagate efficiently) in a specific
replicative environment (21, 22, 36). Resistant variants that emerge during treatment
are thought to pre-exist as minor populations prior to treatment, but this remains to be
demonstrated in the case of HBV. The fitness cost of drug resistance can gradually be
offset by the accumulation of “compensatory“ amino acid substitutions during
replication (21, 22, 36). HBV resistance generally results in virological and biochemical

breakthrough, followed by accelerated liver disease progression (21, 36).



Few techniques are available to study HBV resistance in the clinical setting.
Population sequencing (or direct sequencing) is the most widely used, but it can only
detect the dominant viral population(s). Reverse hybridization with the line probe assay
can only detect variants representing at least 5% of the viral quasispecies, and can only
identify substitutions already known to confer HBV resistance to a given drug (10, 17).
Sequencing of multiple clones generated after polymerase chain reaction (PCR)
amplification is cumbersome and time-consuming (19, 20, 32, 35). In addition, analysis
of 20 clones per time point provides only a 95% probability that variants representing
10% or more of the viral quasispecies will be identified, whereas random minor variants
with no clinical significance may also be highlighted with this method. Novel technical
approaches are therefore needed to study antiviral drug resistance.

Next-generation sequencing techniques are capable of generating vast quantities
of data without prior knowledge of a particular gene or sequence of interest. Most of
these methods can only read short sequences, however, which precludes linkage
analysis when studying viral genomes in a quasispecies (4, 16). The 454 technology (454
Life Sciences, Roche Diagnostics Corp. Branford, CT), based on ultra-deep
pyrosequencing (UDPS), provides longer reads than most other techniques and is well
suited to viral resistance studies (12, 13, 23, 29).

The vast amount of sequence data generated by next-generation sequencing
techniques such as UDPS needs to be stored, filtered and analyzed in order to draw
physiological and/or clinical inferences. Informatics tools developed thus far have been

successful in pre-treating and classifying sequence data generated by next-generation

methods (11), but they have failed to address the specific aspects of viral population

dynamics in the clinical context of viral resistance. We therefore created our own set of

software programs, the PyroPack® package, for the analysis of next-generation




sequencing data in the context of viral resistance and used it together with UDPS to

study the dynamics of HBV resistance to adefovir.

MATERIALS AND METHODS

Patients

We studied 7 patients (5 men and 2 women, 26 to 59 years old) with chronic HBV
infection who developed adefovir resistance during a pivotal, 240-week clinical trial of
adefovir monotherapy (8). The characteristics of the 7 patients have been described
elsewhere (20). None of them had previously received nucleoside/nucleotide treatment,
and all received 10 mg/day adefovir for the full study period. In four cases (patients 1, 2,
5 and 7), lamivudine was added during adefovir therapy because of virological failure.
Serial serum samples taken at baseline and during adefovir therapy were analyzed by

UDPS. The data were then analyzed and interpreted with the PyroPack® package.

First HBV DNA PCR round

HBV DNA was extracted from 200-500 uL of every available serum sample with
the QIAamp DNA blood kit (Qiagen GmbH, Hilden, Germany), according to the
manufacturer’s instructions. A 630-bp fragment encompassing domains A to E of HBV
reverse transcriptase was PCR-amplified with primers poll and pol2, as previously

described (20, 24).

Controls



The first-round PCR amplicon from patient 1’s baseline sample was cloned into
TOPO TA Cloning 2.1 vector (Invitrogen, Carlsbad, CA), transformed by means of One
Shot® TOP10 chemically competent Escherichia Coli (Invitrogen) and cultured in brain
heart infusion (BHI) agar Petri dishes with 1 mg/mL ampicilline. Ten colonies were
sequenced with M13 primers, according to the TOPO TA cloning protocol (Invitrogen).
The sequences were aligned with ClustalX v2.0.9. One wild-type colony was selected and
amplified into BHI medium containing 1mg/mL ampicilline. It was then purified by
means of PureLink™ HiPure Plasmid Filter Maxiprep Kit (Invitrogen). Plasmid DNA was
quantified by means of Quant-iT™ dsDNA Assay Kit (Invitrogen) and diluted in order to
achieve final concentrations of 108, 105, and 5 x 103 copies/mL. The final DNA amounts
were confirmed by means of a quantitative real-time PCR technique on ABI 7500
(Applied Biosystems, Carlsbad, CA). Each plasmid dilution was then amplified in
triplicate in three independent PCR reactions using primers poll and pol2, as described

above.

Ultra-deep pyrosequencing

A second “nested” PCR amplification was performed with internal primers pol3
and pol4 (20). that were modified to introduce a GS FLX bead adaptor and a specific
identity tag (multiplex identifier, MID). A combination of 8 different MIDs was used to
identify each sample. Amplicons containing the bead adaptor and MID were then
purified in Nucleofast® 96 PCR plates (Clontech, Moutain View, CA), according to the
manufacturer’s instructions. The amplicons were then quantified with the Quant-iT™

PicoGreen® dsDNA kit (Invitrogen), fixed to beads, and amplified in a microemulsion



with the GS FLX Titanium emPCR kit (454 Life Sciences). The amplified beads were
purified and enriched according to the manufacturer’s instructions, counted with a
Beckman Coulter Z1 particle counter (Beckman Coulter, Brea, CA), and deposited in a GS
FLX Titanium PicoTiterPlate (454 Life Sciences). The pyrosequencing reaction was
performed with the GS FLX Titanium sequencing kit on an FLX Genome Sequencer (454

Life Sciences).

Computer analysis of UDPS data

Data generated with the UDPS method were analyzed with our four in-house
software programs included in the PyroPack® package and protected under IDDN,
including PyroClass® (IDDN.FR.001.360005.001.S5.P.2010.000.31230), PyroMute®
(IDDN.FR.001.120008.001.5.C.2010.000.31230), PyroDyn®
(IDDN.FR.001.370024.000.5.P.2010.000.31230), and PyroLink®

(IDDN.FR.001.180032.000.S.P.2011.000.31230), designed respectively to classify, filter,

model and link viral sequences generated with these methods.

Sequence data analysis with PyroPack® is based on the following procedure.
Sequences generated by the GS-FLX sequencer are merged into a single file. Each
sequence is identified by means of its sample tag and assigned to the file corresponding
to the sample of origin by PyroClass®.

PyroMute® then uses a number of quality filters to eliminate unreliable
sequences. Sequence portions with a low Phred quality score are removed (1). Too short
sequences (<50 bp), including those generated by the previous filtering step, are also
eliminated. Sequences are then aligned by means of a modified version of the Smith-

Waterman algorithm (28), in which the resolution of alignment matrices is accelerated



and the identification of insertions/deletions (so-called indels) and the correction of
length errors in homopolymeric sequences are improved. Quality filters subsequently
remove sequences with an identity score <80% relative to the consensus sequence of
the patient’s baseline sample. In the next step, an array of nucleotide substitutions and
corresponding Phred quality scores is built and tested by means of a modified statistical
test based on the binomial law (3), in order to eliminate sequences that are too rare
and/or of poor quality, likely due to sequencing errors. Finally, the remaining nucleotide
sequences, considered reliable, are converted into amino acid sequences and their
respective frequencies are calculated. Each amino acid change is ascribed to its sequence
of origin in order to subsequently analyze linkages between substitutions.

PyroDyn© uses data generated by PyroMute© to detect and quantify increases or
decreases in amino acid substitutions through mathematical modeling of their
variations and correlation with an exponential growth model, which provided the best

fit with the observed data. Briefly, in every patient, the frequency of each amino acid at

each position is established at each time point. Assuming that HBV resistance is

governed by exponential outgrowth of selected resistant variants, the best fit curve is

established for each substitution in each patient. Combined cut-off values have been

established (r2>0.8 and growth rate >mean of the growth rates of all substitutions at all

positions plus 2 standard deviations) to differentiate significant exponential changes

from polymorphism fluctuations.

Finally, PyroLink® has been designed to analyze genetic linkages between amino
acid substitutions which have been selected by PyroDyn© and to characterize the
dynamics of viral populations bearing one or several amino acid substitutions over time.

Briefly, linkages are automatically sought for every substitution identified with

PyroDyn® as exponentially growing or decreasing over time. Then, sequences than span




all of the identified substitutions are extracted from PyroMute® data and, when more

than 100 such sequences are available, the proportion of sequences bearing no (wild-

type), one, 2, 3, etc, substitutions is calculated and used for subsequent analyses.

RESULTS

UDPS sequence data

UDPS analysis of the 9 controls revealed that the mean maximum error rate
generated by the technology was 0.120+0.005%. However, this number varied
according to the considered amino acid position. Therefore, only substitution
frequencies higher than the mean maximal error rate for the corresponding amino acid
position plus two standard deviations were taken into account in the analysis. The

plasmids were tested in triplicate at different dilutions ranging from 5x 103 to 108

copies/mL. No impact of the DNA amount on UDPS results was observed (data not

shown).

UDPS was then applied to serum samples taken at baseline and frequently during
therapy, representing a total of 119 serial samples from 7 patients who developed
resistance to adefovir monotherapy (15 to 24 samples per patient). Approximately
480,000 sequences (111 Mbp) were generated, with 4010+843 sequences per sample
and a mean length of 382+31 nt after eliminating excessively short sequences (<50 nt)
with PyroMute®. Overall, 10.2% of the generated sequences were eliminated by the

software because of inadequate quality.
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Presence of amino acid substitutions known to confer HBV resistance to

nucleoside/nucleotide analogues in baseline samples

Table 1 shows the prevalence of amino acid substitutions known to confer HBV
resistance to nucleoside/nucleotide analogues detected by UDPS at baseline in the 7
patients. In one patient the number of sequences generated in the reaction was too small
for reliable assessment of baseline status. Five of the remaining six baseline samples
were found to harbor rtA181V/T substitutions, one harbored the rtN236T substitution,
and two harbored rtM204V/I substitutions. No substitutions known to improve the
fitness of rtM204V/I variants in the presence of lamivudine, telbivudine or entecavir
(rtV173L and rtL180M) were found in the baseline samples. One sample harbored the
rtT184S/A/1/L substitution and none the rtR202G substitution; both these substitutions
are known to confer full resistance to entecavir when associated with rtM204V/I and

rtL180M.

Characterization of HBV resistance to adefovir by UDPS and PyroPack®

analysis in patient 1

Patient 1 responded suboptimally to adefovir, and the HBV DNA level started to
increase gradually after a nadir at month 6, until the end of follow-up at month 24. Fig. 1
shows the time course of the HBV DNA level, together with the dynamics of amino acid
substitutions and HBV viral populations during adefovir therapy in this patient, as
assessed by UDPS and PyroPack® analysis. UDPS-generated sequences were classified
with the PyroClass® program. PyroMute© was used to characterize the dynamics of

amino acid substitutions known to confer resistance to adefovir, including rt181V,
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rt181T and rtN236T. Exponential outgrowth or an exponential decline of any amino acid
substitution, including substitutions not known to be associated with resistance to
adefovir or other HBV nucleoside/nucleotide analogues, were characterized by
analyzing UDPS data with PyroDyn®. Finally, linkages were studied with PyroLink©
which, when combined with PyroDyn®, allowed us to characterize the dynamics of HBV
viral populations during therapy.

PyroMute© analysis. As shown in Fig. 1A, outgrowth of amino acid substitutions
at positions rtA181V, rtA181T and rtN236T, all known to confer resistance to adefovir,
was detected at month 13 when UDPS sequences were analyzed with PyroMute®© alone
(5 months before they were detected by population sequencing), but no further
information could be extracted from this analysis.

PyroDyn®© analysis. Analysis with PyroDyn© allowed us to detect exponential
outgrowth or decline of any amino acid substitution during the study period (Fig. 1B).
This module confirmed the outgrowth of amino acid substitutions at positions rtA181
and rtN236, and also revealed: (i) simultaneous outgrowth of other amino acid
substitutions present at baseline in small proportions, including rtY245H and rtD238N;
(ii) an earlier wave of relative enrichment in amino acid substitutions not known to
confer resistance to adefovir, including rtN138K, rtR139K and rtR212T. This enrichment
occurred a few months after treatment initiation, was transient, and disappeared when
outgrowth of amino acid substitutions at positions rt181 and rtN236 began.

Combined PyroDyn©/PyroLink® analysis. In Figs. 1C and 1D, we used both
PyroDyn®© and PyroLink® to take into consideration linkages between different amino
acid substitutions (i.e. their presence in the same viral variant) and to characterize the
dynamics of HBV populations that constituted the quasispecies. Fig. 1C shows the

proportion of each viral variant in the quasispecies at each time point, while Fig. 1D
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shows the absolute amount of each viral variant, in Log1o international units (IU)/mL, at
each time point. The latter representation is more suitable for interpreting the dynamics
of viral variants during antiviral therapy, which can be described as follows in patient 1.
() Immediately after treatment initiation, the apparent outgrowth of a first wave of
variants with the single amino acid substitutions rtN138K, rtR139K and rtR212T
(increased proportions in Fig. 1C) in fact corresponded to minor variants that were
present at baseline and persisted, quantitatively unchanged, during adefovir
administration, while the wild-type virus was profoundly inhibited. (ii) Immediately
after the HBV DNA nadir was reached at month 2, the absolute amount of wild-type
virus started to increase again, whereas the minor variants gradually lost their relative
fitness and became nearly undetectable when outgrowth of adefovir-resistant variants
started to be observed. (iii) The first wave of resistant-variant outgrowth was detected
at month 17 and peaked at months 21-22, when the wild-type virus became
undetectable. This wave was composed of viral variants bearing single amino acid
substitutions known to confer adefovir resistance, including a majority of rtN236T and a
minority of rtA181T. (iv) A second wave of outgrowth of adefovir-resistant variants then
gradually replaced the first wave, probably following fitness acquisition by resistant
variants bearing single and double amino acid substitutions, including, by order of

frequency, rtN236T+rtA181T, rtY245H, rtN236T+rtY245H, and rtN236T+rtD238N.

Hepatitis B surface antigen substitutions selected together with adefovir

resistance substitutions in patient 1

As shown in Fig. 1E, the prevalence of amino acid substitutions in the hepatitis B

surface antigen (HBsAg) region increased in parallel to that of reverse transcriptase
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substitutions associated with adefovir resistance. The former substitutions included
sS143T and sM197T. They were not encoded by the nucleotide changes responsible for
substitutions in the reverse transcriptase region selected by adefovir. In Fig. 1F,
PyroDyn© and PyroLink© were used together to link substitutions in the reverse
transcriptase and HBsAg regions and to describe the dynamics of viral variants during
adefovir therapy, represented as the absolute amount (Logio IU/mL) of each variant at
each time point. HBsAg substitutions were linked to reverse transcriptase substitutions
selected by adefovir (sS143T with rtA181T and sM197T with rtN236T). These HBsAg
substitutions appeared to contribute to the fitness gain of the second wave of adefovir-
resistant variants, with preferential outgrowth of sM197T+rtN236T and
sS143T+rtA181T+rtN236T variants over single or other double mutants at this late

stage of follow-up (Fig. 1F).

Characterization of HBV resistance to adefovir in the other 6 patients by

means of UDPS and PyroDyn®/PyroLink® analysis

We compared the different analytical approaches in the remaining 6 patients
(data not shown) and confirmed that the most meaningful description of HBV variant
dynamics over time was obtained by combining PyroDyn© and PyroLink® to analyze
UDPS data and by expressing the results as absolute amounts of HBV variants in Logio
[IU/mL at each time point. The results of these analyses are shown in Fig. 2 and briefly
summarized below. Contrary to patient 1, amino acid substitutions were not selected in
the HBsAg region in the other patients.

In patient 2 (Fig. 2A), wild-type HBV declined gradually during adefovir

administration but re-increased when treatment was stopped after approximately a
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year. When adefovir was reintroduced a few weeks later, wild-type HBV declined again
slowly and plateaued at approximately 104 [U/mL. The emergence of resistance was
characterized by simultaneous selection of variants with the single rtN236T and
rtA181V substitutions at week 27. Subsequently, the rtA181V variant became
predominant and was responsible for the virological breakthrough. This variant was
partially inhibited, but remained dominant, when lamivudine was added to adefovir
after 43 months of therapy.

In patient 3 (Fig. 2B), resistance occurred at month 29 and was characterized by
initial outgrowth of HBV variants with single or double amino acid substitutions at
positions rt181 and rt236. In contrast to patient 2, a variant with the single rtN236T
substitution took over and was responsible for the virological breakthrough. As in
patient 2, this variant was partially inhibited by lamivudine but remained predominant
on combination therapy.

Patient 4 exhibited a more complex resistance pattern (Fig. 2C). This patient had
a suboptimal response to adefovir. During the plateau phase, which lasted
approximately 20 months, with mild fluctuations, wild-type HBV was gradually replaced
by a mixture of variants with single (rtY124H and rtN236T), double (rtY124H+rtN236T)
and triple (rtY124H+rtN236T+rtN238T) amino acid substitutions that replicated at low
levels. Wild-type virus returned when adefovir treatment was interrupted. Adefovir was
reintroduced about 2 months later, and resistance then developed, along with a typical
virological breakthrough due to outgrowth of a viral population bearing the single
rtN236T substitution. This variant was partially inhibited by lamivudine. Subsequently,
on adefovir-lamivudine combination therapy, the same mixture of single, double and

triple variants as observed earlier during therapy emerged and replicated at a low level.



15

Patient 5 (Fig. 2D) exhibited a simple resistance pattern, characterized by a
suboptimal response to adefovir and virological breakthrough at month 37, due to
outgrowth of a resistant variant bearing two amino acid substitutions
(rtA181V+rtN236T).

Patient 6 (Fig. 2E) responded to adefovir but low-level viremia persisted, with
transient selection of a variant bearing an rtN238E substitution. Subsequently, a variant
bearing the double rtN236T+rtN238E substitution took over and persisted at a low level
(about 102 IU/mL).

Finally, in patient 7 (Fig. 2F), the virological breakthrough was related to the
selection of a major viral population bearing the rtA181V substitution and a minor
population bearing the double rtA181V+rtF221Y substitution. Both variants were

partially inhibited but remained dominant when lamivudine was added to adefovir.

Diagnosis of HBV resistance to adefovir with different methods

Table 2 shows the time points at which HBV resistance was diagnosed in each
patient with different methods, in months after the start of adefovir therapy. The
methods compared were: (i) a 1-Logio HBV DNA increase over the nadir (virological
breakthrough); (ii) population sequencing and clonal sequence analysis (these results
have previously been reported (20)); and (iii) UDPS and PyroMute© analysis, and UDPS
and PyroDyn®/PyroLink©® combined analysis, as described in this study. In most
patients, UDPS detected amino acid substitutions in low amounts at baseline. Diagnosis
of resistance by UDPS and PyroDyn©/PyroLink® combined analysis was made
approximately at the same time as with clonal sequence analysis, i.e. many months

before population sequencing and virological breakthrough.
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DISCUSSION

Drug resistance is the principal cause of antiviral treatment failure, which may
result in clinical disease progression. Next-generation sequencing technologies, such as
UDPS, have the capacity to generate thousands of sequences from complex genomic
mixtures, including sequences from dominant, intermediate and minor viral populations
(4, 16). UDPS-based GS FLX technology provides sequence reads of sufficient length to
span the region of interest when studying HBV resistance to nucleoside/nucleotide
analogues. To interpret the data generated with this method, we developed an original
package of four complementary software programs, PyroPack®, capable of analyzing
large numbers of sequences (nearly 500,000 in this study) in the specific context of viral
resistance.

Software developed thus far failed to provide clinically meaningful information in
terms of the actual dynamics of sensitive and resistant viral populations over time and
the discovery of new substitutions involved in these processes (2, 7, 11, 25, 30, 33).
PyroDyn© is designed to detect exponential changes, based on a minimum of 3 blood
samples from the patient in question. With PyroDyn®, potential errors due to the first
PCR reaction are eliminated, based on their inconsistent presence in serial samples. In
addition, PyroDyn© can detect and track amino acid substitutions not known to play a
role in viral resistance. Linkages between amino acid substitutions present in the same
viral variant are established with PyroLink®. As shown in Table 1 and Fig. 1,
PyroClass©/PyroMute® analysis is sufficient to characterize the viral quasispecies at a
given time point. However, PyroDyn© and PyroLink® must then be used to obtain a

sensitive and accurate description of viral population dynamics on antiviral treatment.
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With this approach, the results of UDPS are better represented in IU/mL rather than as
simple proportions of each viral population, which do not take changes in the total HBV
DNA level into account.

Pre-existence of resistant HBV variants in patients never exposed to

nucleoside/nucleotide analogues is an accepted concept. However, classical techniques,

such as population sequencing, reverse hybridization or even cloning of PCR products

followed by sequencing of the clones, are generally not sensitive enough to detect

variants present in very small amounts due to their poor relative fithess compared to

wild-type virus. UDPS has been used to assess the pre-existence of HBV variants

resistant to nucleoside/nucleotide analogues in a few studies. These works however

suffer from important methodological flaws, including insufficient sensitivity, lack of

consideration of the error rate of the method to establish reliable cutoffs and ensure

specificity, too short genomic region analyzed, and/or no linkage studies (15, 27, 29).

Using the UDPS/PyroPack® approach, we found that variants with amino acid
substitutions at positions rtA181 and rtN236 were already present as minor populations
at baseline in most of the treatment-naive patients who subsequently developed

adefovir resistance, with a sensitivity <0.22%. These substitutions were also detected

during therapy in the remaining patients, suggesting that they may also have been
present at baseline but in amounts too small to be detected by UDPS. The frequency of
adefovir resistance substitutions at baseline may have been overestimated compared to
the general population, as the patients we studied were selected because adefovir
resistance occurred during treatment. Nevertheless, substitutions at position rtM204,
that confer cross-resistance to lamivudine, telbivudine and entecavir, were also found as
minor populations at baseline in two patients, whereas amino acid substitutions that

confer resistance to entecavir when associated with rtM204 substitutions were rarely
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found. Larger-scale UDPS studies are now needed to assess the prevalence of primary

resistance to nucleoside/nucleotide analogues in the general HBV-infected population.

During treatment, UDPS data analysis with the PyroPack® package, and

particularly the PyroDyn© and PyroLink® modules, allowed us to characterize the

complex dynamics of HBV populations more thoroughly than with classical methods. In

this respect, adefovir resistance is a particularly interesting model, as adefovir lacks

potency at the dose used in HBV therapy (10 mg daily): the patients we studied all had

detectable HBV DNA on therapy, allowing us to apply UDPS to a large number of serial

samples obtained over several years. UDPS sequence data analysis revealed successive

waves of selection of HBV viral populations (Figs. 1 and 2). Our findings can be

summarized as follows.

()

(i)

(iii)

The dynamics of viral variants differed among the patients, despite the
fact that they were receiving the same treatment, emphasizing the
importance of the HBV quasispecies composition at the start of therapy
and of individual viral variant fitness, both of which are patient-
specific.

In patients 1 and 4 the wild-type virus rapidly declined at the
beginning of treatment, whereas a few pre-existing variants did not
appear to be affected, suggesting primary resistance. These variants
were soon replaced by variants with single amino acid substitutions
(including at position rtA181 or rtN236), which were in turn replaced
by more complex variants with multiple amino acid substitutions.
Other patients exhibited a different pattern of resistance, with initial
selection of variants with multiple substitutions, that were

subsequently replaced by simpler variants.
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(iv) Other substitutions, such as those at positions rt238 in patients 1, 4
and 6 (including reversion to N in patient 1) and at rtY245 in patient 1,
appeared to be associated with a fitness gain of rtN236T variants.
Interestingly, rtN238T has already been reported in two patients who
developed resistance to adefovir (31, 35).

(v) Variants with substitutions at both rtA181 and rtN236 were present
during follow-up in several patients and finally took over in two cases
(patients 1 and 5).

(vi) The addition of lamivudine always reduced HBV DNA levels but did not
alter the relative fitness of adefovir-resistant variants, which remained
dominant during combination therapy. Interestingly, variants with
rtA181V/T substitutions partially responded to lamivudine.

(vii) As shown in patient 1, substitutions in other genomic regions (such as
HBsAg) can be associated with HBV resistance substitutions in the
reverse transcriptase region and play a role in viral fitness in vivo.
However, this was seen in only one patient in this study.

A substantial amount of novel information was generated with the

UDPS/PyroPack® approach when compared to methods previously used to characterize

HBV resistance to nucleoside /nucleotide analogues (6, 8, 10, 17, 19, 20, 32, 35). Indeed,

population sequencing is not sensitive enough, detecting only dominant variant

populations representing >25% of the viral guasispecies, and it does not allow for

linkage studies, making it impossible to characterize the actual dynamics of viral

opulations on thera 6, 8). Reverse hybridization methods are slightly more

sensitive, being able to detect variants that represent 5%-10% of the viral quasispecies,

but they require prior knowledge of the selected amino acid substitutions and can
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hardly be used to detect numerous variants with single and multiple substitutions (10

17). Finally, cloning of PCR products followed by sequencing is cumbersome and has

limitations. In two prior studies in which we used this approach (19, 20), almost two

years were needed to generate the full, clean set of sequence data, versus one week in

the present study with UDPS plus a few days for analysis with PyroPack®. A large

amount of information extracted from UDPS /PyroPack® analysis could not be generated

with cloning/sequencing. In particular, this approach did not allow us to detect the

outgrowth and/or decrease of a number of minority variant populations. In addition, the

maximum number of clones analyzed (20-30 per time point) did not allow us to identify

all of the different viral variants with single and multiple substitutions at the different

time points or to characterize their actual dynamics over time, especially when these

variants never became dominant.

As shown in Table 2, next-generation sequencing methods such as UDPS could be
of considerable interest for early diagnosis of viral resistance during antiviral therapy.
With the PyroDyn© module, resistance could be diagnosed at approximately the same
time as with cloning and sequencing, and thus considerably earlier than with population
sequencing (20). One limitation of this approach is that it requires detectable HBV DNA
levels and may not therefore be feasible when more potent drugs than adefovir are used.
Nevertheless, in our experience, UDPS can be successfully applied to samples containing
HBV DNA levels as low as 100 [U/mL.

In conclusion, using PyroPack®, an original software package for analyzing viral
sequences generated by UDPS and other next-generation sequencing methods in the
context of antiviral resistance, (i) we showed that substitutions conferring resistance to
nucleoside/nucleotide analogues pre-exist in patients who have never been exposed to

these drugs; (ii) we characterized the complex and heterogeneous dynamics of adefovir-
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resistant viral populations in a group of patients in whom resistance emerged during
long-term adefovir therapy; (iii) we identified so far unknown amino acid substitutions

that appeared to play an important role in HBV resistance to adefovir. These findings

will also be helpful for understanding resistance to tenofovir, which shows cross-
resistance with adefovir in vitro. Our findings imply that next-generation sequencing
data analysis and PyroPack® software will have a number of applications in viral

resistance assessment, as we recently reported with HCV and HIV (5, 26). Our aim is

now to expand our experiments, further improve the software package and resolve

practical issues in order to make the software publicly available for next-generation

sequencing data analysis through an open web-based platform.
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FIGURE LEGENDS

Fig. 1. Dynamics of amino acid substitutions and viral variants on antiviral
therapy in patient 1. Dynamics of HBV DNA levels are shown at the back in blue.
Dynamics of amino acid substitutions and HBV viral variants have been assessed by
UDPS and analyzed with different methods, in patient 1. (A) Analysis of UDPS data on
the reverse transcriptase domain with PyroMute®, which detects only amino acid
substitutions known to be associated with HBV resistance; (B) Analysis of UDPS data on
the reverse transcriptase domain with PyroDyn®©, which detects any exponential
increase or decrease in the prevalence of an amino acid substitution (results are
expressed as percentages of the entire viral quasispecies); (C) Combined analysis of
UDPS data with PyroDyn®© and PyroLink®, which detects any exponential increase or
decrease in the prevalence of an HBV variant population (results are expressed as
percentages of the entire viral quasispecies); (D) Combined analysis of UDPS data on the
reverse transcriptase domain with PyroDyn© and PyroLink® (results are expressed as
the absolute amount of each HBV variant in Logio IU/mL); (E) Analysis of UDPS data on
the HBsAg domain with PyroDyn® (results are expressed as percentages of the entire
viral quasispecies); (F) Combined analysis of UDPS data on both the reverse
transcriptase and HBsAg domains with PyroDyn© and PyroLink® (results are expressed

as the absolute amount of each HBV variant in Logio [U/mL).

Fig. 2. Dynamics of viral variants on antiviral therapy in patients 2 to 7. Dynamics
of HBV DNA levels are shown at the back in blue. Dynamics of HBV variants have been
assessed by UDPS and analyzed with PyroDyn® and PyroLink® combined, which detect

any exponential increase or decrease in the prevalence of an HBV variant population
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(results are expressed as the absolute amount of each HBV variant in Logio IU/mL) in

patient 2 (A), patient 3 (B), patient 4 (C), patient 5 (D), patient 6 (E) and patient 7 (F).
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Table 1. Prevalence of amino acid substitutions known to confer HBV resistance to nucleoside/nucleotide analogues in the 7 patients at

baseline, as detected by UDPS and analyzed with PyroClass® and PyroMute®. The cutoff value of the method was calculated at 0.13%.

ND: not determined. rtM204V/I confers cross-resistance to lamivudine, telbivudine, and entecavir; rtV173L and rtL180M confer

improved fitness to rtM204V/I variants; rtN236T confers resistance to adefovir; rtA181V/T confers cross-resistance to lamivudine,

telbivudine and adefovir; rtT184S/A/I/L and rtR202G confer additional resistance to entecavir and improved fitness to variants bearing

rtM204V/], in the presence of this drug.

H(]i.\;gl)ll;]]?rfzfl rtvV173L rtL180M | rtA181V/T | rtT184S/A/I/L | rtR202G | rtM204V/I | rtN236T

Patient 1 6.6 <cutoff <cutoff 0.47% <cutoff <cutoff 0.31% 0.25%
Patient 2 7.8 <cutoff <cutoff 0.18% <cutoff <cutoff <cutoff <cutoff
Patient 3 6.8 <cutoff <cutoff 0.22% <cutoff <cutoff 0.32% <cutoff
Patient 4 5.5 <cutoff <cutoff <cutoff 0.17% <cutoff <cutoff <cutoff
Patient 5 7.6 <cutoff <cutoff 0.33% <cutoff <cutoff <cutoff <cutoff
Patient 6* 6.2 ND ND ND ND ND ND ND
Patient 7 6.1 <cutoff <cutoff 0.33% <cutoff <cutoff <cutoff <cutoff
Detection

cutoff of the - 0.05% 0.03% 0.08% 0.15% 0.18% 0.21% 0.22%

substitution’

*The number of sequences obtained with the baseline sample was too small in this patient to yield reliable results.
TThe detection cutoff of each substitution was calculated as the mean maximal error rate for the given substitution plus two standard

deviations
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Table 2. Time to diagnosis of HBV resistance to adefovir (in months after treatment initiation) in the 7 patients, based on various

analytical methods. IQR: interquartile range.

Patient l:i;‘;ﬁt‘;_gf; ?)‘lj:\r Populat.ion* Clonal sequence UDPS + UDPS +Pyromut.e© +
nadir sequencing analysis* PyroMute©f PyroDyn®/PyroLink©t
Patient 1 17 18 6 0 16
Patient 2 30 27 27 15 27
Patient 3 31 29 9 0 11
Patient 4 21 14 9 2 12
Patient 5 37 37 28 2 28
Patient 6 33 42 20 15 15
Patient 7 28 26 20 7 17
Median (IQR) 30 (24-32) 27 (22-33) 20 (9-23) 2 (1-11) 16 (13-22)

*The results of population sequencing and clonal sequence analysis have previously been published.
TTime to detection of the amino acid substitutions subsequently associated with virological breakthrough
TTime to detection of an exponential increase in the amount of resistant HBV variants
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INTRODUCTION

Hepatitis B virus (HBV) infection is among the top ten most frequent viral
infections worldwide, with approximately 240 million chronic HBV carriers facng
dramatically high risk of life-threatening complications, such as liver cirrhosis
hepatocellular carcinoma (HCC) [Wei 2010]. HBV infection is nowadays the first cause
of primary liver cancer worldwide, and mortality due to chronic hepatitis B exceeds one
million per year. Prevention of these complications can be achieved if HBV replication is
efficiently controlled in the long-term. Two types of antiviral treatments can be used to
achieve this goal: a finite treatment with injectable pegylated interferon alpha, or lifelong
oral administration of nucleoside/nucleotide analogues that target the HBV DNA
polymerase [EASL Clinical Practice Guidelines, J Hepatol 2012].

The HBV DNA polymerase is a multifunctional protein that consists of four
domains, including a terminal protein (TP) primase, a reverse transcriptase (RT), a
ribonuclease H (RNase H), and a variable spacer domain between the TP and RT
domains [Nguyen 2008]. Nucleoside/nucleotide analogues are highly effective in
controlling HBV replication by specifically suppressing the activity of the HBV RT
[Locarnini 2006]. Treatment of chronic hepatitis B with RT inhibitors induces a rapid
decrease of viremia. However, long-term treatments with first-generation drugs such as
lamivudine or adefovir with a low genetic barrier to resistance have been associated with
viral breakthroughs due to the selection of drug-resistant HBV variants [Nguyen 2008].
The current first-line HBV drugs, entecavir and tenofovir, are potent and have a higher

barrier to resistance. Thus, selection of resistant HBV strains is rare over the first 5 years
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of therapy. However, resiste@may occur later in the course of therapy in patients likely
to use these drugs lifelong. In this context, it is safe to develop new generations of highly
effective anti-HBV drugs with targets other than the RT.

The HBV RNase H represents a potential therapeutic target, because it has
enzymatic activity which is essential to the HBV lifecycle. However, targeted drug
discovery requires extensive knowledge of RNAse H structure and variability. Attempts
to experimentally determine the 3D structure of the HBV DNA polymerase or its RNase
H domain have so far been unsuccessful. However, several RNase H structures from
various organisms have been reported [Katayanagi 1993;Lim 2006]. An important
structural feature of RNases H is the existence af-amelix, called C-helix, involved in
substrate recognition and catalytic activity [Champoux 2009], which is present in certain
organisms €.9. E. coli, Murine Moloney Leukemia Virus), but absent in othezg).(
HIV-1). The availability of these models and the notion that RNase H is conserved across
species [Tadokoro 2009] open the way to molecular modeling of the enzyme domains
based on sequence-template sequence alignments.

A molecular model of the HBV RNase H has been published isingi RNase
H structure as the template [Potenza 2007]. In this work, we generated a new molecular
model of HBV RNase H from thE. coli RNase H structure by using: (i) sequences from
patients infected with different HBV genotypes generated by population sequencing
available in public databases; and (ii) quasispecies sequences from a homogeneous
population of 73 never treated patients infected with HBV genotype D generated by

means of a highly sensitive method based on ultra-deep pyrosequencing (UDPS).



80 MATERIALSAND METHODS

81

82 RNase H sequences from public databases

83

84 The HBV polymerase dataset were retrieved from the HBVdb database

85 (http://hbvdb.ibcp.fy, which contains a collection of computer-annotated HBV entries

86 extracted from the European Nucleotide Archive (ENA) [Hayer 2012, in prep] [Leinonen

87 2011]. The residue repertoire and residue frequencies were retrieved for each HBV
88 genotype and combined to generate an all-genotype dataset. These data were used to
89 identify conserved and variable RNase H positions. Only residues present in at least 1%

90 of the sequences for each column of the alignment were considered.

91

92 RNAse H quasispecies sequences generated by ultra-deep pyrosequencing

93

94 A representative subset of 80 patients (52 males, 28 females, mean age 52+13

95 was randomly selected from a cohort of 579 treatment-naive HBe-Ag negative patients
96 chronically infected with HBV genotype D for UDPS sequence analysis of the RNase H
97 domain. HBV DNA was extracted from 200-50Q of serum with the QIAamp DNA

98 blood kit (Qiagen GmbH, Hilden, Germany), according to the manufacturer’s

99 instructions. A 697-bp fragment encompassing the full-length RNase H domain of HBV
100 DNA polymerase was PCR-amplified with primers RNaseH-F (nucleotide positions
101 1031-1058, 5’-CACAATGTGGATATCCTGCCTTAATGC3’) and RNase-H-R

102 (nucleotide positions 1702-1728;-CCTACTTCAAAGACTGTGTGTTTAAGS3’) in
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the presence of AmpliTaqGold (Applied Biosystems, Carlsbad, California), according to
the manufacturer’s instructions. The following amplification program was useditial
denaturation at 95°C for 1@in; 40 PCR cycles at 95°C for 30 s, 58°C for 30 s, and 72°C
for 40 s; final elongation at 72°C for 7 min. PCR products were then purified using
Amicon-Ultra columns (Millipore, Billerica, Massachusgttd. second “nested“ PCR
round was performed with internal primers UDP3719-F (nucleotide positions 1134-1154,
5’-CATGAACCTTTACCCCGTTGS3’) and UDPS3719-R (nucleotide positions 1661-
1681, 5’>-GACTCTTGGACTCCCAGCAA3’), modified to introduce a GS FLX bead
adaptor and a specific identity tag (multiplex identifier, MID). Amplicons containing the
bead adaptor and MID were then pyrosequenced as previously described (Rodriguez et al,
2012). Briefly, the amplicons were purified in Nucleofa®6 PCR plates (Clontech,
Moutain View, California), quantified with the Quaiftt™ PicoGreen® dsDNA kit
(Invitrogen, Carlsbad, California), and emulsion-PCR amplified by means of emPCR kit
(454 Life Sciences, Roche Diagnostics Corp., Branford, Connecticut). The beads were
counted with a Beckman Coulter Z1 particle counter (Beckman Coulter, Brea, California
and deposited in a GS FLX Titanium PicoTiterPlate (454 Life Sciences). The
pyrosequencing reaction was performed in both directions with the GS FLX Titanium
sequencing kit on an FLX Genome Sequencer (454 Life Sciences).

Our recently described in-house software package, PyrBpagias used to
analyze UDPS data (Rodriguez et al. 2012). Briefly, the sequences were ascribed to each
patient by means of their identity tags and Pyro€laEhken, the sequences were quality

filtered, aligned, and substitutions were analyzed statistically by means of PyfoMute
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order to eliminate low quality data and errors due to the procedure and keep only relevant

sequences for final analysis. Finally, a map of RNase H genetic variability was generated.

Molecular Modeling

Alignments of HBV RNase H (UniProtKB:Swiss-Prot: C7DSI5 residues 68(0-832
and E.coli RNase H sequences (PDB:1RPWere computed by means of Clusl
(version 1.8). The alignments were manually optimized by combining data from two
alignments, including: (i) a structural alignment of MMLV (PDB:2HB%), coli
(PDB:2RN2), HIV-1 (PDB:1HRH) an@. halodurans (PDB:1ZBF) RNasesl published
by Lim et al. [Lim 2006], and (ii) a pairwise alignment HBV andE. coli RNasesH
used to model the HBV RNase H published by Potehzh [Potenza 2007]. Manual
optimizations were guided by the observed secondary structures, deduced from the three-
dimensional structure using the DSSP algorithm [Kabsch 1983], the predicted secondary
structures obtained by combining PHRost 1993], DSC [King 1996and SOPMA
[Geourjon 199balgorithms with the NPS@ server [Combet 2000], and visual inspection
of the template structures.

The molecular model of RNase H domaiasgomputed by means of the Geno3D
software [Combet 2002], that uses query-template alignment and PDB:1RDD structure as
input files. Geno3D computes the models according to a protocol similar to that used for
structure resolution by nuclear magnetic resonance. It uses distance geometry, simulated
annealing, molecular dynamics and energy minimization algorithms as implemented in

the CNS software (version 1.2). Geno3D measures spatial restraints (dihedral angles and



148

149

150

151

152

153

154

155

156

157

158

159

160

161

162

163

164

165

166

167

168

169

170

inter-atomic distances) used in the calculation from the template structure for similar
residues, according to the query-template alignment. Ten models were computed for the
Geno3D run. The stereochemistry of each model was checked with PROCHECK
software [Laskowski 1996]. The most accurate model of each run was selected according
to energy value, stereochemistry, restraint violations and the root mean square deviation

(RMSD) to the template, for further analysi

Mapping of variable positions on the RNase H model

Variable positions identified from the HBVdb and UDPS analyses were mapped

on the RNase H model using coloration by residues, as described in Pymol [REF].

RESULTS

RNase H genetic variability in population sequencing-based sequences

retrieved from public databases

One hundred and ninety-three full-length RNase H sequences were retrieved from
the databases, including sequences of the 8 HBV genotypes (676 from genotype A, 121
for B, 963 for C, 193 for D, 223 for E, 97 for F, 29 for G, and 24 forTHeg RNase H
domain contains 153 residues. When combining available data from the eight genotypes,
63 positions were find to display sequence differences. Among them, 32 wererfound

one genotype onlyincluding 12 that were found only in genotype D. When each
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genotype was assessed individually, the number of amino acid positions with different
residues observed was 9 for genotype A, 22 for genotype B, 17 for genotype C, 33 for
genotype D, 23 for genotype E, 20 for genotype F, 14 for genotype G and 12 for
genotype H.

Type 1 RNasesl typically display four catalytic residues (D-E-D-D) [Tadokoro
2009]. In this analysis, the first three catalytic residwee conserved among all HBV
genotypes at residues UniProtkKB:Swiss-Prot:C7DSI15:D689, E718 and D737 with
frequencies of 0.999. Three possibilities exist for the fourth catalytic residue, including
residue UniProtKB:Swiss-Prot:C7DSI5:D777, D807 or D817. However, none of them
fulfilled the criteria for being the fourth catalytic residue in our analysis. Indeed, D777 is
highly conserved across genotypes (frequency of 0.999) and muitatingmatically
affects the enzyme activity of RNase H [Radziwill 1990; Chen 1992;Chen 1994;Chen
1996;Chang 1990]. Nevertheless, our analysis sdalat this residue is too far from the
three other catalytic residues (XX A) in the molecular models, a result in keeping with
Potenzeet al. [Potenza 2007]. These authors aligned the fourth catalytic residueaf
RNase H with residue UniProtKB:Swiss-Prot:C7DSI5:D807 and suggested it as the
fourth catalytic residue. Nevertheless, residue UniProtKB:Swiss-Prot:C7DSI15:D807 is
not conserved across genotypes (frequency of 0.416). Indeed, as shown in Figure 1A, the
most frequent residue at position 807 is a valine for HBV genotypes A, C, E and G. Our
alignment suggested that residue UniProtKB:Swiss-Prot:C7DSI5:D817 is well conserved
across genotypes (frequency of 0.734) and could act as the fourth residue of the catalytic
unit. However, as shown in Figure 1B, this residue is not conserved in HBV genAtypes

and H.
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RNase H genetic variability in patients chronically infected with HBV

genotype D analyzed by UDPS

HBV DNA could be amplified from the serum of 73 of the 80 patients with HBe
antigen-negative chronic hepatitis B related to HBV genotype D selected for this study
Nearly 960,000 sequences were generated from these samples, i.e. on average
13,130+£3220 sequences per patient. Their average length was 302 bp (range 221-369 bp
and 63.8% of the full set of sequences was considered of excellent quality. After
eliminating unreliable or too short sequences by means of PyrBMutege than 900,000
sequences were available for subsequent analysis. The consensus amino acid sequence
was built and used as a reference to map genetic variability at each position in the
analyzed population (Figure 2AIn this set of data, the first two putative catalytic
residues, D689 and E718, were conserved in 99.9% and 96.2% of sequences,
respectively. The third putative catalytic residue, D737, was less conserved, with 12
patients harboring a D737A substitution that represkdt6% to 50% of their viral
quasispecies. Seventy of the 73 patients hBdaa most frequent amino acid at position
807 (Figure2B), while the remaining three patients had an aliphatic substitution (D807A
or D807V) at this position in their major viral population. One of them harbored an
additional D817V substitution in his major viral population, ruling out a possible rescue
of the fourth catalytic amino aci@his patient’s viral level was not substantially lower

than in the other patien3.5vs 4.3:1.8 LoglU/mL, respectively). Finally, only 51 of the



216 77 patients had a dominant D817 population, while 20 patients had a D817V substitution
217 and 2 patients had a D817A substitution (Fig2@g

218 The global analysis shown in Figure 2A allowed us to identify conserved and
219 variable domains in the RNase H sequence. Four conserved domains (at positions 683-
220 698, 713-730, 755-785, and 790-816, respectively) and one highly variable domain (at
221 positions 731-754) were identified. Typically, type 1 RNAsesontain 4 conserved

222 domains spanning the four catalytic residue positions, and one additional functional
223 domain called‘basic protrusiorlomain” which attracts the heteroduplex to the enzyme.
224 In our mapping of RNase H variability,the first two conserved domains contained the first
225 two catalytic residues D689 and E718, whereas the last one @h2807, a possible

226 fourth catalytic residue. However, if the fourth catalytic residue were D817, this residue
227 would be located in a variable region. The protrusion domain, at positions 755-785, was
228 well conserved. The highly variable domain spanned the region of RNase H interacting

229 with RNA/DNA heteroduplegs

230

231 Molecular Modeling

232

233 When comparing HBV ané. coli RNase H sequences, we found only 14.6%

234 identity, but 39.3% similarity and 27.0% gap, confirming the homology. The 24-residue
235 region UniProtKB:Swiss-Prot:C7DSI5:F748-D771 was suggested to correspond to the C-
236 helix present in MMLV ancE. coli RNases H. In the latter case, a large number of basic

237 residues cluster within the C-helix and interact with the nucleic acid. In the case of HBV



238 RNase H, theravas only one arginine at position R762 that could interact with the
239 nucleic acid.

240 The set of 10 models described in the Methods section was computed with XXX
241 distance anKXX dihedral restraints involving{XX residues. The agreement between
242  the models wagood, with an RMSD of 1.54 A over 81 Ca atoms. Model number 1 was
243 selected according to energy, stereochemistry, restraint violations and RMSD to the
244  template for further analyses. The RMSD of model 1 with the PDB:1RDD template
245  structurewas 1.49 A over 81 Ca atoms. While this value indicated good agreement
246 between the model and the template structure, there were local differences in close
247  vicinity to the putative C-helix. Superimposition of the template structure and selected

248 model is presenteid Figure 3A.

249

250 Mapping of variable positions on RNase H model

251

252 Figures 3B to 3D show a 3D representation of HBV RNase H facing the region of

253 the enzyme in contact with tHBNA-RNA heteroduplex. Figure 3B summarizes the

254  positions that were found variable across genotypes in the analysis of sequences retrieved
255 from HBVdb. Variable positions that differed from the majority in more than one

256 genotype were located in the region that does not interact with the DNA/RNA
257 heteroduplex. Figures 3C and 3D summarize variable positions within genotype D, in the
258 193 genotype D sequences generated by population sequencing and retrieved from public
259 databases and in the quasispecies sequences from 73 patients generated by means of

260 UDPS, respectively. As shown in Figure 1C, most variable positions across patients were



261 located in the region of RNase H that does not interact with the DNA/RNA heteroduplex,
262 in sequences that represented the dominant viral population in the quasispecies. In
263 contrast, when UDPS data were analyzed, numerous amino acid changes were found in
264 the region interacting with the heteroduplex, reflecting variability of minority variants
265 present in the viral quasispecies. Variations were found in minor variants that involved
266 the second and third putative catalytic residwesich could correspond to defective

267 variants detected by UDP& Venn diagram (Supplementary Figusummarizes the

268 number of positions displaying amino acid changes in the two datasets of genotype D
269 sequences, as well as in genotypes other than D. Six amino acids positions displayed
270 changes for HBV genotype D only in both HBVdb and sequences analyzed by UDPS; 15
271 positions showed changes the three datasets whereas 18 displayed changes in
272 genotypes other than D only. The depth of UDPS analysis allowed us to id&ghtify

273 additional positions with mutations.

274

275 DISCUSSION
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FIGURE LEGENDS

Figure 1. (A) Histogram of amino acids frequencies at position UniProtKB:Swiss-
Prot:Q05486:D807 for the eight genotypes. (B) Histogram of amino acids frequencies at

position UniProtKB:Swiss-Prot:Q05486:D817 for the eight genotypes.

Figure 2. (A) Mapping of HBV RNase H genetic variability established from UDPS
sequence analysis of full-length RNase H from 73 patients with chronic hepatitis B due to
HBV genotype D. The figure shows the percent variability observed within patients
quasispecies at each amino acid position of the RNase H, showing both highly variable
and conserved domains. (B) Distribution of amino acids at position 807 based on UDPS
sequence analysis the 73 patients with HBV genotype D infection. (C) Distribution of
amino acids at position 817 based on UDPS sequence aralybes 73 patients with

HBV genotype D infection.

Figure 3. (A) Superimposition oE. coli RNase H structure (PDB:1RDD), in gray, and

the selected model of HBV RNase H, in purple (cartoon representation). The C-helix of
E. coli is colored in black and the four catalytic residues are shown in sticks and colored
in yellow. The putative HBV C-helix is colored in orange and the three conserved
catalytic residues are pink in sticks. (B) Mapping of positions showing mutations in all
genotypes, with color gradients going from green to red: positions that do not mutate are
colored in dark green, a position with changes in 4 genotypes is in orange and a position

with changes in 8 genotypes is in dark red. (C) Mapping of mutated positions (in red)



308 established with HBV genotype D sequences retrieved from HBVdb public sequences.
309 (D) Mappirg of mutated positions (in red) established with UDPS data from 73 patients

310 infected with HBV genotype D. (B)(C) and (D) are in sphere representation.
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ABSTRACT

Objectives. Maraviroc (MVC) is an HIV entry inhibitor that alters the
conformation of CCR5 and is poorly efficient in patients infected by viruses that use
CXCR4 as an entry coreceptor. The goal of this study was to assess the capacity of ultra-
deep pyrosequencing (UDPS) and different data analysis approaches to assess HIV
tropism and predict the therapeutic outcome on MVC treatment.

Methods. One hundred and thirteen patients treated by HAART with detectable
HIV-1 RNA were treated by MVC. The response to MVC was assessed at month 1. The
sequence of the HIV V3 loop was determined at baseline by UDPS and UDPS data were
analyzed by different methods including our in-house software PyroTrop®© and the
genoZpheno algorithm

Results. Using consensus sequences or the full set of UDPS sequences, Pyrotrop©
software was more sensitive than methods based on the genoZpheno algorithm;
specificity was better with methods using the full set of UDPS data. Overall, Pyrotrop®
analysis of the full set of UDPS sequences offered the best prediction of MVC response.
The H34Y/S substitution had the strongest individual predictive value on MVC response,
i.e. stronger than substitutions at positions 11 or 25 used in the 11/25 rules to predict
HIV coreceptor usage.

Conclusions. UDPS with Pyrotrop® software is a powerful tool that can be used
with confidence to predict MVC response in HIV-1-infected patients. Improvement of the
predictive value of the algorithm used is possible and our results suggest that adding the
H34S/Y substitution would substantially improve the performance of the 11/25/charge

rule.
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Human immunodeficiency virus (HIV) entry starts with the attachment of the
viral envelope glycoprotein gp120 to the CD4-positive T-cell receptor and to either of
two coreceptors, coreceptor 5 (CCR5) or coreceptor 4 (CXCR4) [1-4]. Maraviroc (MVC) is
an HIV entry inhibitor designed to prevent infection of CD4-positive T-cells by altering
CCRS5 conformation [5, 6]. As a result, this therapy is poorly effective in patients infected
by viruses that use CXCR4 as an entry coreceptor. Thus, characterization of HIV tropism
is important prior to deciding to use MVC in HIV therapy [7, 8]. Classically, assessment of
HIV tropism has been based on two different techniques. The first approach uses
phenotypic assays, such as for instance the Trofile assay (Monogram Biosciences) [9].
Because of the need for cell coculture and in vitro infection, this method is challenging in
the clinical setting [10]. The second, genotypic approach is based on sequence analysis
of the HIV V3 loop, a region involved in the interaction with the coreceptor that drives
viral tropism.

HIV has a quasispecies distribution in infected patients, characterized by the
coexistence of closely related but distinct viral populations, including major and minor
viral populations. If CXCR4 viruses are present as a minor viral population in the
presence of a majority of CCR5 viruses, they can be selected by MVC, expand and become
predominant, ultimately leading to treatment failure. In these circumstances, MVC
treatment is not indicated. Previous works have established that the presence of more
than 2% of CXCR4 viruses in patients’ quasispecies is highly predictive of MVC failure
[11]. However, such sensitivity for the detection of minority viral populations cannot be
obtained with population sequencing, also called direct sequencing, the most widely
used sequencing approach in the clinical setting. Cloning and sequencing is not sensitive
enough, except if a very large number of clones are generated, which is hardly feasible in

clinical practice. Therefore, more sensitive techniques are required to genotypically



5
assess HIV tropism prior to initiating MVC therapy and obtain high predictive values on
the outcome of therapy.

Next-generation sequencing methods, such as ultra-deep pyrosequencing (UDPS),
have recently been developed to increase sequencing capacity while generating clonal
sequences. The main challenge with this technology is the very large amount of
sequences generated that require complex analyses to be transformed into clinically
meaningful information. Three steps are required: (1) the UDPS data must be formatted
into usable files before starting the analysis, including ascribing each generated
sequence to the corresponding patient’s sample; (2) quality analysis of UDPS sequences
must be performed in order to eliminate unreliable information; this step is based on the
use of successive filters including, for example, the PHRED sequence quality score [12],
the length of the sequences (non-full HIV V3 loop sequences eliminated), or the quality
of alignment; and (3) bioinformatics algorithms must be used to determine whether the
analyzed sample should be considered CCR5 of CXCR4; this analysis is generally based
on rules using substitutions at positions 11 and 25 and the global charge of the V3 loop
[13-18] or on comparisons with phenotypic test databases.

In this work, we used UDPS and different analytical approaches to assess HIV
tropism and the capacity of these pre-treatment determinations to predict the

therapeutic outcome on MVC treatment.

PATIENTS AND METHODS

One hundred and thirteen patients treated by highly active antiretroviral therapy
(HAART) with detectable HIV-1 RNA were enrolled in this study and treated by MVC
combined with an optimized background therapy [19]. Patient’s sera were collected at

day 0 (DO) and month 1 (M1) of MVC therapy. The patients were considered as
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responders to MVC if their HIV RNA level (assessed by means of COBAS
AmpliPrep/COBAS TaqMan HIV-1 Test, Roche Molecular Systems, Pleasanton,
California) had decreased by at least 0.5, 1.0 or 2.0 log at M1 compared with DO.

The sequence of the HIV V3 loop at DO was determined by means of UDPS in the
113 patients, as previously described [11]. Briefly, three independent one-step nested
PCR amplifications were performed using tagged primers. Next, amplicons were
quantified, fixed onto microbeads, subjected to emulsion PCR and the beads were loaded
onto picotiter plates for forward and reverse pyrosequencing by means of the GS-FLX
Titanium Kit in the Genome Sequencer-FLX (454 Life Sciences, Roche Diagnostics Corp.,
Brandford, Connecticut).

The generated sequences were first classified by means of Pyroclass®, an in-
house software that identifies each sequence by means of its sample tag, removes the
tag, reverse complements reverse sequences, and ascribes the sequence to its sample
file. Next, four methods were used to analyze and report the UDPS data. Their intrinsic
performance and their ability to predict the response to MVC were compared. Method 1:
consensus sequences were generated from UDPS data at DO, used as a surrogate of
population sequencing, and interpreted with the geno2pheno[coreceptor] algorithm
(Max-Planck-Institute), based on the German recommendations; Method 2: the same
consensus sequences were interpreted by means of the 11/25/charge rules using a
module included into PyroTrop®, an in-house software developed for this application;
Method 3: the full set of UDPS sequences was interpreted with geno2pheno[454] False
Positive Rate 2.5% (Max-Planck-Institute), an adaptation of the genoZpheno algorithm
to multiple sequence files, such as those obtained with UDPS; Method 4: the full set of
UDPS sequences was interpreted with our in-house software PyroTrop®.

PyroTrop© uses three quality filters to eliminate unreliable sequences, including:

sequences with a PHRED quality score <20 [12]; sequences not spanning the full-length
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HIV V3 loop; and sequences too divergent from HIV strain HXB2 reference sequence
(GenBank accession number K03455). Then, PyroTrop© ascribes each valid V3 sequence
to either CCR5 or CXCR4 by means of the 11/25/charge algorithm and provides the
respective percentages of these two populations within the patient’s quasispecies (2%
of HIV CXCR4 variants was set as the detection threshold) [11]. Additional modules are
included in PyroTrop® to assess the frequency of each amino acid at each position;
additional quality filters based on the Poisson’s law eliminate substitutions with a
frequency compatible with a technical error.

The Yule’s Q score was used to establish the strength of the prediction of each
method on the patient’s response to MVC, as follows: 0.01-0.09 = no association; 0.10-
0.29 = weak association; 0.30-0.49 = moderate association; 0.50-0.69 = strong
association, 0.70-1.00 = very strong association. In addition, a Mann-Whitney test of
genetic variability was used to differentiate MVC responders and nonresponders based
on the amino acid sequence of their V3 loop.

In order to assess the predictive value of V3 loop quasispecies sequences on the
response to MVC, Receiver Operating Characteristic (ROC) curves were plotted for each
mutation and the corresponding area under the curves (AUROC) was compared with an
AUROC of 0.5, considered to be non-predictive, using bootstrap methods [20-22], by
means of package pROC (v1.5) [23] using R language software by means of RGui(64-bit)

(v 2.14.1) [24].

RESULTS:

HIV RNA could not be amplified in 11 patients at D0. Pyrosequencing data of good
enough quality at DO were obtained in the remaining 102 patients. Eighty-four of them
also had HIV RNA levels available at M1 to assess prediction of MVC response. UDPS

generated a total of 626,874 sequences, among which 539,096 sequences were valid for
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geno2pheno[454] analysis (mean 5285 per sample; rejection rate: 14.3%) and 461,044
were valid for PyroTrop®© analysis (mean 4520 per sample; rejection rate: 26,6%).

Concordance between the four methods is shown in Table 1 for the 102 patients
with available UDPS sequences at D0O. Best concordance was obtained with the two
methods using Pyrotrop® software.

Table 2 shows the performance of the four methods used to assess HIV tropism in
predicting different magnitudes of response to MVC therapy (0.5, 1.0 and 2.0 log
decrease, respectively) in the 84 patients with available HIV RNA at DO and M1. Both
methods using Pyrotrop© software were more sensitive than methods based on the
genoZpheno algorithm. Specificity was better with methods using the full set of UDPS
data than with methods using the UDPS consensus sequence, used as a surrogate of
population sequencing. The positive predictive values were of the same order with the
four methods, whereas the best negative predictive value was obtained with Pyrotrop®
analysis of the full set of UDPS sequences (Table 2).

Using the Yule’s Q method, prediction of an HIV RNA decline of 1.0 log at M1 upon
MVC was weak with consensus/g2p (Q=0.11), moderate with consensus/Pyrotrop® and
UDPS/g2p (Q = 0.59 and 0.51, respectively), and very strong with UDPS/ Pyrotrop© (Q =
0.71). Overall, Pyrotrop® analysis of the full set of UDPS sequences offered the best
prediction of subsequent MVC response (Table 2).

The ability of each observed amino acid at each position in the V3 loop to predict
MVC response was assessed by plotting the corresponding individual ROC curves (data
not shown). The H34Y/S substitution had the strongest individual predictive value
(p=0.011). Indeed, H34Y/S was present in 23% of MVC responders, in whom it
represented on average 79.6% of the viral population. Conversely, it was not detectable
at significant levels in any of the non-responders to MVC (p=0.01). The association

between MVC response and substitutions at positions 11 and 25, used in the 11/25 rules
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to predict HIV coreceptor usage, was not significant when these substitutions were

considered individually: p=0.13 for S11R/K, and p=0.08 for D25R/K.

DISCUSSION

In this study, we assessed the performance of methods based on consensus or
UDPS sequence analysis, followed by geno2pheno or Pyrotrop®© data analysis, to predict
the response to MVC in HIV-1-infected patients under HAART therapy. The best
predictive value was achieved when UDPS was combined with Pyrotrop®© analysis, and
prediction was better with Pyrotrop® whatever sequencing approach used. This
improvement in the predictive value is likely due to the sequence quality filters
introduced in Pyrotrop® for UDPS sequence analysis.

In addition, our analysis suggests that predictions based on the 11/25/charge
rule can be substantially improved by adding other parameters to the algorithm. Indeed,
we found that the H34S/Y substitutions were significantly associated with CCR5
genotropism. This association was even stronger than the individual association of
substitutions at positions 11 or 25 and is not fully reflected by charge changes. Thus,
H34S/Y deserves to be included into a new algorithm, and this approach will require
prospective confirmation in other cohorts of patients.

In conclusion, UDPS is a powerful tool that can be used with confidence to predict
MVC response in HIV-1-infected patients, provided that appropriate software is used for
data analysis. Among these, Pyrotrop® appears to fulfill the criteria for selection.
Improvement of the predictive value of the algorithm used is possible and our results
suggest that adding the H34S/Y substitution would substantially improve the

performance of the 11/25/charge rule with these new approaches.
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Table 1. Concordance between the 4 methods used to analyze HIV tropism in the 102 patients with UDPS sequences of good quality at

DO0. Consensus means that the consensus of UDPS sequences has been used as a surrogate of population sequencing; UDPS means that

the full set of pyrosequencing sequences has been used; g2p means that the geno2pheno algorithm has been used for analysis; Pyrotrop®©

means that our in-house software has been used for analysis.

Consensus/g2p
% (n)

Consensus/Pyrotrop®©
% (n)

UDPS/g2p
% (n)

UDPS/Pyrotrop®
% (n)

Consensus/g2p

100% (102)

76.5% (78)

77.5% (79)

71.6% (73)

Consensus/Pyrotrop®©

100% (102)

83.3% (85)

94.1% (96)

UDPS/g2p

100% (102)

86.3% (88)

UDPS/Pyrotrop®

100% (102)
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Table 2. Sensitivity, specificity, positive and negative predictive values of the 4 methods used to predict three magnitudes of HIV RNA
level decrease on MVC therapy (0.5, 1.0 or 2.0 log, respectively) in the 84 patients with available HIV RNA levels at DO and M1.
Consensus means that the consensus of UDPS sequences has been used as a surrogate of population sequencing; UDPS means that the
full set of pyrosequencing sequences has been used; g2p means that the geno2pheno algorithm has been used for analysis; Pyrotrop®©

means that our in-house software has been used for analysis.

Sensitivity Specificity Positive predictive value Negative predictive value

Virologic response 0.5log 1.0 log 2.0log 0.5log 1.0 log 2.0log 0.5log 1.0 log 2.0log 0.5log 1.0 log 2.0log

Consensus/g2p 78.3% 77.6% 76.5% 20.0% 16.7% 17.9% 87.1% 83.9% 62.9% 11.8% 11.8% 29.4%
Consensus/Pyrotrop® | 95.6% 95.8% 94.6% 10.0% 8.3% 3.6% 88.8% 86.3% 66.3% 25.0% 25.0% 25.0%
UDPSg2p 82.4% 81.9% 80.4% 40.0% 33.3% 21.4% 91.0% 88.1% 67.2% 23.5% 23.5% 35.3%

UDPS/Pyrotrop® 91.9% 91.7% 91.1% 30.0% 25.0% 14.3% 90.7% 88.0% 68.0% 33.3% 33.3% 44.4%
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Molecular biology techniques are routinely used to
diagnose and monitor treatment of patients with
chronic hepatitis B virus (HBV) and hepatitis C virus
(HCV) infections. These tools can detect and quantify
viral genomes and analyze their sequence to determine
their genotype or subtype and to identify nucleotide
or amino acid substitutions associated with resistance
to antiviral drugs. They include real-time target am-
plification methods, which have been standardized
and are widely used in clinical practice to diagnose
and monitor HBV and HCV infections, and next-gen-
eration sequencing techniques, which are still re-
stricted to research laboratories. In addition, new en-
zyme immunoassays can quantify hepatitis B surface
and hepatitis C core antigens, and point-of-care tests
and alternatives to biologic tests that require whole-
blood samples obtained by venipuncture have been
developed. We review these new virologic methods
and their clinical and research applications to HBV
and HCYV infections.

Keywords: Diagnostic Assay; Real-Time Polymerase Chain
Reaction; Real-Time Transcription-Mediated Amplifica-
tion; Next-Generation Sequencing; Antigen Quantifica-
tion; Point-of-Care Tests.

Virology techniques developed over the past 20 years
are routinely used to diagnose and monitor chronic
viral infections, such as those caused by hepatitis B virus
(HBV) and hepatitis C virus (HCV). Molecular biology
tools can be used to detect and quantify viral genomes,
sequence them, assign them to a phylogenic clade or
subclade (genotype or subtype), and identify clinically
relevant nucleotide or amino acid substitutions, such as
those associated with resistance to antiviral drugs. Recent
advances include real-time target amplification methods
for detecting and quantifying viral genomes and next-
generation sequencing (NGS) techniques. Other new as-
says detect and quantify viral antigens, whereas point-of-
care tests and alternatives to biologic tests that require

whole-blood samples have been developed. We review
these methods and how they might be used to diagnose,
treat, and manage patients with HBV or HCV infection.

New Methods for Quantifying HBV DNA
and HCV RNA

HCV and HBV genomes must be detected and
quantified before treatment decisions can be made and to
monitor antiviral therapy. The viral genomes can be de-
tected and quantified using target amplification methods,
such as polymerase chain reaction (PCR) and transcrip-
tion-mediated amplification (TMA), and with signal am-
plification methods, such as hybrid-capture and the
branched DNA assay. Recently developed real-time target
amplification methods have improved viral genome detec-
tion and quantification for clinical and research purposes.

Target Amplification Methods

First-generation target amplification techniques
have been widely used to diagnose HBV and HCV infec-
tions and to monitor responses to antiviral therapies. In
classic PCR or TMA assays, amplicons are detected at the
end of the amplification process by their specific hybrid-
ization to immobilized oligonucleotide probes; the ampli-
con-probe hybrids are detected by an enzymatic reaction.
They are quantified based on competitive amplification of
the viral template with a known amount of synthetic

Abbreviations used in this paper: ALT, alanine aminotransferase; bp,
base pair; DAA, direct-acting antiviral; DBS, dried blood spot; emPCR,
emulsion polymerase chain reaction; GS, genome sequencer; GWAS,
genome-wide association studies; HBeAg, hepatitis B e antigen; HBsAg,
hepatitis B surface antigen; HBV, hepatitis B virus; HCV, hepatitis C
virus; IFN, interferon; LLOD, lower limit of detection; LLOQ, lower limit
of quantification; NGS, next-generation sequencing; PCR, polymerase
chain reaction; SVR, sustained virologic response; TMA, transcription-
mediated amplification.
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standard added to each reaction tube; the relative
amounts of viral template and standard amplicons are
measured, and the results are interpreted with a standard
curve established in parallel.

Because amplification reactions are saturable, these
methods have a narrow dynamic range of quantification.
As a result, high levels of virus are not always accurately
quantified and require reanalysis after samples are di-
luted, whereas low levels of virus (such as in patients
receiving antiviral therapy) are often not detectable. This
problem was solved by development of real-time target
amplification techniques in which quantification takes
place during the exponential phase of the amplification
reaction. In addition, the reaction is run in a closed
system, which prevents carryover contamination and im-
proves specificity.

Real-Time Target Amplification

Real-Time PCR. PCR uses several temperatures
and a thermostable DNA polymerase to generate double-
stranded DNA amplicons. In assays for HBV, nucleic acids
are isolated from a sample, and the HBV DNA is directly
amplified by PCR. Assays for HCV require reverse tran-
scription of HCV RNA, to synthesize complementary
DNA, which is used as template in the PCR reaction. Each
complete PCR cycle doubles the number of DNA copies.
The principle of real-time PCR is to detect amplicon
synthesis during the PCR reaction and thereby deduce the
starting amount of viral genome in a clinical sample. A
fluorescent probe is linked to a quencher and annealed to
the target sequence between the sense and antisense PCR
primers. During each PCR reaction, as the DNA polymer-
ase extends the primer, its intrinsic nuclease activity de-
grades the probe, releasing the reporter fluorochrome.
The amount of fluorescence released during the amplifi-
cation cycle and detected by the system is proportional to
the amount of amplicons generated in each PCR cycle.
Software is used to calculate the threshold cycle in each
reaction, which has a linear relationship with the initial
amount of nucleic acid. In each PCR run, parallel process-
ing of a panel of quantified standards is used to establish
a standard curve for quantification.

Real-Time TMA. The TMA reaction is isothermal
and uses 2 enzymes: a reverse transcriptase and a T7 RNA
polymerase. The amplicons consist of single-stranded
RNA. After lysis of the viral envelope, the viral genome
(HBV DNA or HCV RNA) is captured by oligonucleotide
probes and bound to magnetic microparticles. Amplifica-
tion involves autocatalytic isothermal production of RNA
transcripts with the 2 enzymes. Each newly synthesized
RNA re-enters the TMA process and serves as a template
for the next round of replication, resulting in exponential
amplification of the target RNA. The amplicons created
during amplification are detected in real time, using
probes that contain a reporter dye (fluorophore) and a
quencher. In the absence of amplicons, these probes exist
in a closed configuration, and the fluorescence output of
the fluorophore is quenched because it is in close prox-
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imity to the quencher. During amplification, when these
probes bind to amplicons, the fluorophore and quencher
are separated, and the fluorescent signal is generated.
Software is used to calculate the amount of viral genome
in the initial sample by comparison with a panel of quan-
tified standards.

Available methods. Table 1 shows the perfor-
mance of current and upcoming commercial real-time
PCR and TMA assays. These assays accurately quantify
HBV DNA and HCV RNA in clinical practice."5 The
first-generation Cobas Ampliprep/Cobas Taqman assay
(Roche Molecular Systems, Pleasanton, CA) substantially
underestimated levels of HCV RNA in approximately 30%
of patients infected with HCV genotype 4, and occasion-
ally failed even to detect this genotype, because of nucle-
otide polymorphisms at the hybridization site of the PCR
primers or TagMan probe (in the 5’ noncoding region of
the HCV genome).">¢7 This issue has been resolved in the
second-generation assay, scheduled for release in 2012.8

These assays avoid false-positives that result from car-
ryover contamination. They are fully or partly automated
(in the latter case, the extract has to be transferred for
automated PCR amplification and quantification, after
automated extraction). These techniques are recom-
mended to quantify HBV DNA and HCV RNA in inter-
national liver society guidelines.”-1*

Future Needs

The advent of real-time PCR and TMA methods
has resolved many of the problems of quantifying HBV
DNA and HCV RNA in clinical practice. HBV DNA assays
need further improvement to increase their upper limit of
quantification—clinicians frequently encounter patients
(particularly those who are immunotolerant) with levels
of HBV DNA much higher than 108 IU/mL.

There were confusing results from recent phase 2 and 3
clinical trials of direct-acting antiviral (DAA) agents
against HCV, administered with or without pegylated
interferon (IFN)-a and ribavirin, according to the use of
the lower limit of detection (LLOD) or the lower limit of
quantification (LLOQ) defined by the assay manufactur-
ers to assess the on-treatment virologic response and to
predict sustained virologic response (SVR). In trials of
pegylated IFN-q, ribavirin, and telaprevir or boceprevir,
HCV RNA levels below the LLOD (at weeks 4, 8, or 12,
depending on the protease inhibitor) were reported to be
more predictive of SVR than HCV RNA levels below the
LLOQ.!516 However, the LLOQ is, by definition, accur-
ate and reproducible because it is within the dynamic
range of quantification, whereas the LLOD is defined
statistically, and the actual amount of HCV RNA it indi-
cates varies among patients and samples. Therefore, the
LLOD is not suitable for making individual therapeutic
decisions. Future assays should have identical LLOD and
LLOQ values to ensure accurate definition of undetect-
able levels of HCV RNA. In the meantime, new time
points should be defined for accurate assessment using
the LLOQ.



Table 1. Commercially Available Real-Time Target Amplification Assays for HBV DNA and HCV RNA Detection and Quantification

Volume
Automated extraction required Dynamic range of
Assay Manufacturer Method device Amplification device (ub) LLOD (IU/mL) quantification (Ul/mL)
HBV DNA
COBAS TagMan Roche Molecular Real-time PCR Manual with high pure COBAS TagMan 650 6-10 IU/mL 29 (1.5 logip)—1 X 108
HBV Test, v2.0 Systems, system viral nucleic (8.0 log1o) IU/mL
Pleasanton, CA acid kit
COBAS Ampliprep- Roche Molecular Real-time PCR COBAS AmplipPrep COBAS TagMan 650 20 IU/mL 20 (1.3 logp)—1.7 X 108
COBAS TagMan Systems, (8.2 log1o) IU/mL
(CAP/CTM) HBV Pleasanton, CA
Test, v2.0
RealTime HBV Abbott Molecular, Des Real-time PCR m2000SP m2000RT 200 or 500 10 IU/mL (for 500 puL) 10 (1.0 logyp)—1.0 X 10°
Plaines, IL 15 IU/mL (for 200 uL) (9.0 log1o) IU/mL
Artus HBV QS-RGQ Qiagen, Hilden, Real-time PCR QIlAsymphony RGQ Rotor-Gene Q 1000 10.2 IU/mL 31.6 (1.5 logyp)—2 X 107
Assay? Germany (7.3 log1o) IU/mL
APTIMA HBV Gen-Probe, San Diego, Real-time TMA Panther Available in 2012
Quantitative CA
Assay
HCV RNA
COBAS TagMan Roche Molecular Real-time PCR Manual with high pure COBAS TagMan 650 20 1U/mL 25 (1.4 log1p)—3.0 X 108
HCV Test, v2.0 Systems, system viral nucleic to 3.9 X 108 (8.5-8.6
Pleasanton, CA acid kit l0g10) IU/mL
COBAS Ampliprep- Roche Molecular Real-time PCR COBAS AmplipPrep COBAS TagMan 650 15 1U/mL 15 (1.2 logyp)—1.0 X 108
COBAS TagMan Systems, (8.0 log1o) IU/mL
(CAP/CTM) HCV Pleasanton, CA
Test, v2.0
RealTime HCV Abbott Molecular, Des Real-time PCR m2000SP m2000RT 200 or 500 12 IU/mL (for 500 puL) 12 (1.1 logyp)—1.0 X 108
Plaines, IL 30 IU/mL (for 200 uL) (8.0 log1o) IU/mL
Artus HCV QS-RGQ Qiagen, Hilden, Real-time PCR QIAsymphony RGQ Rotor-Gene Q 1000 36.2 IlU/mL 67.6 (1.8 log10)—17.7 X
Assay? Germany 108 (7.2 logyo) IU/mL
VERSANT HCV Siemens Medical Real-time PCR Sample preparation Amplification and 500 15 IU/mL 15 (1.2 logyp)—1.0 X 108
RNA 1.0 Assay Solutions (SP) module Detection (AD) (8.0 log1o) IU/mL
(KPCR) Diagnostics, Module
Tarrytown, NY
APTIMA HCV Gen-Probe, San Diego, Realtime TMA Panther Available in 2012
Quantitative CA
Assays

LLOD, lower limit of detection.
2Available only for EDTA-plasma specimens.
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New Serologic Methods
Hepatitis B Surface Antigen Quantification

The level of hepatitis B surface antigen (HBsAg)
has been proposed as a marker of infected liver mass or
the amount of covalently closed circular DNA, the epi-
somal form of HBV which persists in hepatocytes. Com-
bined analysis of HBsAg and HBV DNA levels can be used
to identify inactive carriers and monitor response to ther-
apy.'72° Two commercial enzyme immunoassays are
available; they have narrow dynamic ranges of quantifica-
tion, so samples that contain high levels of HBsAg must
often be retested after being diluted. The HBsAg assay on
Architect system (Abbott Diagnostics, Abbott Park, IL)
has a dynamic range of quantification of 0.05-250.00
IU/mL (maximum authorized dilution, 1:999), whereas
the HBsAg II Quant assay on Elecsys or Cobas e devices
(Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany) has a
dynamic range of quantification of 0.05-130.00 IU/mL
(no recommendation for maximum dilution). Both assays
are European Conformity marked, but they have not been
approved by the US Food and Drug Administration and
are available for research use only in the United States.
The assays are inexpensive, easy to perform, and accu-
rately quantify HBsAg in all HBV genotypes.?!22

HCV Core Antigen Detection and
Quantification

Levels of HCV core antigen correlate with levels of
HCV RNA in patients with chronic HCV infection.?3-2¢
Assays that quantify HCV core antigen can therefore be
used as alternatives to those that measure levels of HCV
RNA, as shown in various populations of patients.?327-29
The Architect HCV Ag assay (Abbott Diagnostics) is com-
mercially available. Its dynamic range of quantification is
3.0-20,000 fmol/L. This assay is European Conformity
marked but has not been approved by the US Food and
Drug Administration and is available for research use only
in the United States. It is less expensive and easier to use
than current HCV RNA tests for diagnosis of chronic
hepatitis C and monitoring of antiviral therapy. However,
the HCV Ag assay’s LLOD corresponds to HCV RNA
levels of 500-3000 IU/mL, depending on the HCV geno-
type.>® Assays for HCV core antigen are therefore not
suitable for response-guided therapy, according to current
guidelines.

Point-of-Care Tests and Alternatives to
Biologic Tests That Require
Whole-Blood Samples

Point-of-care tests are used directly at the site of
patient care, outside of the biology laboratory. They in-
clude immunoassays based on agglutination, immuno-
chromatography, or immunofiltration, as well as assays
for nucleic acid detection and quantification. Point-of-
care tests can be particularly useful for large-scale screen-
ing and improving access to care in regions without mo-
lecular biology laboratories.

GASTROENTEROLOGY Vol. 142, No. 6

Alternatives to biologic tests that require whole-blood
samples, obtained by venipuncture, are being developed.
They can use original specimen matrices, such as oral
fluids or blood collected from a finger stick into a capil-
lary tube. Blood can be collected on filter paper, known as
the dried blood spot (DBS) method, which makes it pos-
sible to store desiccated samples for transport as nonhaz-
ardous material via regular mail or courier services. DBS
collection and storage is easy, and, although standard
procedures must be carefully followed, little training is
required for preparation. HBY DNA and HCV RNA can be
detected and quantified from DBS by classic or real-time
PCR methods, although at a cost of reduced analytical
sensitivity, compared with the whole blood-based meth-
ods described above. The reduction in sensitivity results
from small input volumes, less-efficient nucleic acid ex-
traction, and nucleic acid degradation in extreme storage
conditions. One study reported that the limit of detection
of HBV DNA from DBS was approximately 1-log;, higher
than from serum samples. There was a high level of
concordance in HBV genotype analysis of DBS and serum
samples and also in detection of precore mutants and
drug-resistant variants.?! In another report, the detection
limit for HCV RNA in DBS was about 1000 IU/mL.
Concordant results were also obtained from HCV quan-
tification and genotype analyses of serum and DBS.3? In
theory, the analytical sensitivity of viral genome detection
from DBS could reach levels similar to those obtained
from serum and plasma samples, as recently shown for
HIV.33 Any serum marker, including HBsAg and HCV core
antigen, could also be detected and quantified from DBS.
However, this has not been tested yet.

Next-Generation Sequencing

Viral genome sequence analysis can be used to
determine HBV or HCV genotype, assess mutations in the
HBV core or core promoter, and identify amino acid
substitutions responsible for resistance to antiviral agents.
DNA sequence analysis has been based for many years on
the chain termination method, described by Sanger et al.3*
NGS methods offer new opportunities but also create new
challenges because they generate large amounts of data,
and their results can often be difficult to interpret.

Classic Sequencing Techniques

The Sanger method has been improved by the
inclusion of fluorescent labels and capillary electropho-
resis.?>3¢ This technique involves DNA denaturation,
annealing, and elongation. During elongation, DNA
polymerase randomly incorporates deoxynucleotides or
dideoxynucleotides that have been labeled with different
fluorochromes, resulting in chain elongation or termina-
tion, respectively. Chains of different lengths are therefore
generated, each ending with a labeled nucleotide. The
amplicons are then migrated in a capillary system that
separates them according to their lengths. Bioinformatic
software measures the fluorescence peak at each position
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of the analyzed sequence and identifies the corresponding
dideoxynucleotides to determine a consensus sequence.
The presence of multiple peaks at the same position
indicates a mixed sequence.

The Sanger sequencing method is well suited for de-
tecting small numbers of substitutions in known genes,
but it cannot be used to sequence large portions of plant
or animal genomes for genome-wide association studies
(GWAS)37-39 or to sequence large amounts of targets for
gene expression profiling, so-called RNA-seq.

Viruses that establish chronic infections, such as HIV,
HBV, and HCV, behave as quasispecies—complex mix-
tures of genetically related but distinct viral populations
in equilibrium in a given replicative environment (Figure
1). For this reason, at any given time, patients carry a large
number of different viral genome sequences. Classic se-
quencing techniques can only identify the consensus se-
quence of a viral quasispecies at a given time point,
whereas most intermediate and minor viral populations
go undetected. In addition, this approach cannot link
different substitutions present in the same viral variant or
distinguish substitutions present in different variants.
PCR products can be cloned and sequenced to identify
intermediate virus populations and linked substitutions,
but this approach is cumbersome and time-consuming
and has therefore been restricted to the research setting.

Principles of NGS

NGS methods have been recently developed to
increase sequencing capacity while generating clonal se-
quences. Current NGS methods use a 3-step sequencing
process: library preparation, DNA capture and enrich-
ment, and sequencing (Figure 2).#! In library preparation,
DNAs of appropriate lengths are prepared and labeled

Intermediate viral
populations, detected by
population sequencing (if
>5% of the quasispecies)

or by cloning and
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with the primers required for subsequent isolation and
sequencing. DNA is then captured, and clonal DNA is
enriched (this step is not required with Pacific Biosciences
technology). The DNA is then sequenced, via polymeriza-
tion combined with detection based on pyrophosphate
(pyrosequencing), H* ions (pH variation) or fluorescence,
or ligation combined with fluorescence detection. The
detected signals are transformed into readable sequences
by an integrated browser and specific software to produce
biologically relevant information.

NGS Methods

NGS technologies developed by various manufac-
turers (Table 2) include: high-capacity systems, such as
the Genome Analyzer, HiSeq sequencers (Illumina Inc,
San Diego, CA), and 5500 series sequencers, which use
SOLiD technology (Applied Biosystems, Carlsbad, CA);
and long-read sequencers, such as the Genome Se-
quencer (GS) FLX or Junior (454 Life Sciences, Roche
Diagnostics Corp, Branford, CT), Ion Torrent (Applied
Biosystems), and PacBio RS (Pacific Biosciences, Gen-
Probe, Menlo Park, CA).

The Illumina technology fragments DNA and then tags
the fragments with primers that are complementary to
probes to allow fixation on a flow cell. Clonal DNA is then
enriched by PCR to generate clusters of amplicons and
sequenced through polymerization with fluorescent de-
oxynucleotides.*> The SOLIiD system (Applied Biosci-
ences) uses emulsion PCR (emPCR) to enrich clonal
DNA:s fixed to microbeads. The beads are then transferred
to a flow chip, and DNA is sequenced by ligation with
fluorescent primers.*> These 2 technologies generate mil-
lions of short reads (Table 2). They are well suited to
resequencing when a reference sequence is available (hu-

Maijor viral populations,
detected by population
sequencing
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Figure 1. Quasispecies distri-
bution of HBV and HCV ge-
nomes and methods to detect
major (>10% of the viral quasi-
species), intermediate, and mi-
nor (<1% of the viral quasispe-
cies) viral populations.
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Figure 2. Current workflow for NGS methods, including (A) library preparation, (B) DNA capture and clonal DNA enrichment, and (C) high-
throughput sequencing that can be achieved by polymerization, combined with detection based on pyrophosphate (pyrosequencing), H* ions (pH
variation) or fluorescence, or by ligation combined with fluorescence detection. The detected signals are transformed into readable sequences by
integrated browser and specific software to yield biologically relevant information.

man genome or transcriptome), and the read length of
100-150 base pairs (bp) is sufficient to identify a known
gene, for example in GWAS or RNA-seq studies. These
technologies can also be used to identify individual sub-
stitutions in viral genes, such as those associated with
drug resistance. Analysis of a large number of sequences
(corresponding to the depth of the reaction) ensures high
levels of sensitivity for minor viral variants. However,
short reads cannot be used to establish linkages between
substitutions located on the same viral variants, which is
required for viral resistance studies.

The long-read sequencers have more limited sequencing
capacities but generate longer sequences. In the GS-based
technology, DNA is labeled and clonally enriched by
emPCR at the surface of microbeads, which are then
loaded in picotiter plates containing over a million wells.
During the pyrosequencing reaction, light is emitted every
time a new base is inserted by polymerization.** The Ion
Torrent technology is technically close to the GS tech-
nique, but emPCR amplicons are loaded on a semicon-
ductor sequencing chip; the addition of nucleotides dur-
ing the polymerization reaction generates H* ions, which
induce local pH changes that are detected and mea-

Table 2. Characteristics of NGS Techniques

sured.*> The PacBio RS technology is substantially differ-
ent. After preparation of the DNA library, unamplified
DNAs are transferred to an optical system, called a zero-
mode waveguide, which amplifies fluorescence emitted dur-
ing polymerization. In this technique, fluorescent signals
from each clonal DNA molecule, processed by thousands
of polymerase molecules fixed to the zero-mode wave-
guide, are detected without the need for prior amplifica-
tion.*® This group of sequencers generates smaller num-
bers of sequences, but their length is suitable for linkage
studies and de novo characterization of genomic se-
quences for which no reference sequence is available. They
are therefore well suited to virology studies.

Limitations of NGS Methods

All existing methods are susceptible to generat-
ing sequencing errors. Evaluations of the Genome An-
alyzer, 5500 sequencer, and GS FLX have calculated
accuracy values of 96.7%-100%—similar to those of the
classic Sanger method (Table 2).#7 However, there is
controversy about the actual error rates of these meth-
ods, so prospective assessments are required by inde-
pendent investigators.

Number of Number of
Technology (template single reads nucleotides Maximum
preparation/NGS per run? per run@ sequence
Manufacturer Sequencing device chemistry) Type (X10°9) (Gb) length (bp)? Accuracy
Applied Biosystems 5500 emPCR/ligation High throughput 800 9 75 99.6%-99.8%
5500x! High throughput 1600 15 75
lon Torrent (ChiP 316) emPCR/real-time Long reads 6.2 >1 >400 99.97%7
sequencing
lllumina MiSeq Solid capture/reversible High throughput 3.4 >1 150 96.7%-100%
Genome Analyzer lIx terminator High throughput 320 95 150
HiSeq 1000 High throughput 1500 300 100
HiSeq 2000 High throughput 3000 600 100
454 Life Sciences/ GS Junior emPCR/pyrosequencing Long reads 0.1 0.035 400 99%7
Roche Diaghostics ~ GS FLX+ Long reads 1 0.7 1000 97.4%-99.9%
Pacific Biosciences/ PacBio RS Single molecule/real-time Long reads 0.035 0.045 1200 99.99%7

Gen-Probe sequencing

Gb, gigabase; bp, base pair; emPCR, emulsion PCR.
4nformation provided by the manufacturers.
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NGS methods generate unreadable sequences (called
junk data) at variable rates. For instance, these rates appear
to be high with SOLIiD technology on the 5500 sequen-
cer.#7-50 This is associated with an over cost but not with
lower quality final results because these sequences can be
easily identified and removed. False-positive or false-neg-
ative results for substitutions have been reported at
higher rates with Illumina technology than the SOLiD
and GS FLX technologies.?”5* They are easily corrected
when the sequencing depth is high, as in GWAS or gene
expression profiling studies, but are problematic for stud-
ies of rare variants.

Performance can be affected by AT- or GC-rich regions,
especially with the Illumina and SOLIiD technologies,
leading to low overall resolution of genome sequences.’!
For the detection, of insertions or deletions, so-called
indels, the GS-FLX system has been shown to provide the
best performance,*”5? but it performs less well in ho-
mopolymeric regions, where it has high rates of error.51:3

Analyzing NGS Data

In the first step of NGS data analysis, signals
generated by the sequencing reaction are converted into
readable sequences by proprietary base-caller software. At
the end of this step, data are composed of sequences in
FASTA format, along with quality scores for each nucle-
otide of each sequence. The most frequently used format
is the PHRED quality score,’*-5¢ which is based on base-
calling error probabilities.

In the second part of the analysis, the large number of
generated sequences must be processed into comprehen-
sible biologic data by software through 3 steps that de-
pend on the type of study and sample analyzed.’” The goal
of the first step is to classify and format sequences into
readable data. In the second step, unreliable sequences are
eliminated, including sequences with a Phred quality
score below 20 (1% risk of base-caller error)*® and exces-
sively short sequences (the precise cut-oft depends on the
technology used). The third step, sequence alignment, is
critical and particularly difficult for viral sequences be-
cause of the level of natural genetic variation (numerous
substitutions or indels, relative to reference sequences)
and the coexistence of numerous viral populations with
different sequences. A number of alignment algorithms
have been developed but were found to generate different
alignments and generally fail to take into consideration
the specificities of viral infections.®-% Additional align-
ment quality filters are therefore needed. This part of the
analysis must ultimately generate a set of formatted se-
quences that can be used with confidence for specific
analyses and to generate clinically meaningful informa-
tion.

We recently developed in-house software to model the
dynamics of viral populations during and after antiviral
therapy and characterize drug resistance.®*-% This soft-
ware package has been used to demonstrate the pre-
existence of amino acid substitutions that confer HBV
and HCV resistance to specific antiviral drugs. It has also
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been used to characterize the complex dynamics of sensi-
tive and resistant viral populations in patients with
chronic hepatitis B treated with adefovir and in patients
with chronic hepatitis C treated with telaprevir combined
with pegylated IFN-e, with or without ribavirin.465

Future Needs

The main advantage of NGS techniques for study-
ing chronic viral infections is their improved depth, rela-
tive to the Sanger method: this ensures that minor viral
populations that are of possible clinical significance are
sequenced. No further improvements in depth appear to
be needed because existing technologies can detect minor
viral populations in complex quasispecies mixtures. How-
ever, the clinical significance of small viral populations is
not clear. In addition, it is still difficult to distinguish
between true substitutions and errors generated by the
sequencing reaction, so specificity needs to be improved.

Sequence length is an important factor in identifying
linkages between different substitutions located on the
same viral strand. Full-length viral genome analysis will
improve our understanding of the dynamics of viral
populations in different clinical circumstances. Reading
lengths will need to be extended considerably to meet this
need (the HBV genome contains approximately 3000 bp,
the HCV genome 10,000 bp).

Currently, the main need is for bioinformatic tools to
analyze NGS sequences in the context of viral infections.
Complex tools might be suitable for research purposes,
but clinicians will require bioinformatic tools that can
translate millions of generated sequences into simple,
clinically relevant information on which therapeutic deci-
sions can be made.

Clinical Use of Virologic Tools
HBYV Infection

Tests that are useful for patients with HBV infec-
tion include enzyme immunoassays that detect HBV an-
tigen and antibodies, assays that detect and quantify HBV
DNA, and methods that identify amino acid substitutions
associated with HBV resistance to nucleoside/nucleotide
analogues. There is debate over the value of assays that
quantify HBsAg. Tools that determine HBV genotype or
identify core and core promoter mutants are valuable for
research but have no clinical use.

Diagnosis and prognosis. Chronic HBV carriers
are defined by the persistence of HBsAg in their blood for
more than 6 months. Chronic hepatitis B is characterized
by a level of HBV DNA >2000-20,000 IU/mL (ie, >3.3-
4.3 log;o IU/mL), a persistent or intermittent increase in
level of aminotransferase, and specific features of liver
biopsies.!314 Patients with viral loads below 2000 IU/mL
are generally considered to be inactive carriers, although
there is controversy over this value.

The level of HBV DNA has prognostic value. A chron-
ically high level of HBV DNA is associated with a signif-
icant risk of progression to cirrhosis and hepatocellular

CLINICAL AT




1310 CHEVALIEZ ET AL

carcinoma.®” %8¢ However, no HBV DNA threshold has been
established that has a strong predictive value for the
occurrence of clinical outcomes at the individual level.

Decision to treat. The decision to treat chronic
hepatitis B is based on multiple parameters, including the
level of HBV DNA. The European Association for the
Study of the Liver Clinical Practice Guidelines states that
HBV therapy is indicated for noncirrhotic patients with
an HBV DNA level >2000 IU/mL (>3.3 log;, IU/mL),
serum levels of alanine aminotransferase (ALT) activity
above the upper limit of normal, and a liver biopsy (or a
noninvasive test) that indicates moderate to severe activity
(METAVIR grade =A2) and/or fibrosis (METAVIR stage
=F2).° Patients with compensated cirrhosis and detect-
able HBV DNA should be considered for treatment and
patients with decompensated cirrhosis require urgent an-
tiviral treatment, whatever the level of HBV replication.’
The Clinical Practice Guidelines of the American Associ-
ation for the Study of Liver Diseases and the Asian-Pacific
Association for the Study of the Liver state that antiviral
treatment should be considered for noncirrhotic patients
with HBV DNA titers >20,000 IU/mL (>4.3 log,, IU/mL)
if they are HBeAg positive or >2000 IU/mL (>3.3 log,
IU/mL) if they are HBeAg negative and if they have in-
creased serum levels of ALT activity (>2 X upper limit of
normal) and/or a liver biopsy showing inflammation
and/or fibrosis.’>1* Patients should not be tested for drug
resistance before therapy.

In patients with normal ALT activity, serum levels of
HBV DNA and ALT should be measured at 3- to 6-month
intervals. More frequent monitoring should be considered
during the first year for hepatitis B e antigen (HBeAg)-
negative patients with normal levels of ALT and a level of
HBV DNA <2000 IU/mL (<3.3 log;, IU/mL) to confirm
their status as inactive carriers.

Choice of therapy. Pegylated IFN-« is considered
to be the first-line treatment option for HBeAg-positive
patients without cirrhosis who have increased levels of
ALT and a low level of HBV DNA (<2 X 10° IU/mL, such
as <6.3 log;o IU/mL). This treatment is more controver-
sial for HBeAg-negative patients with the same character-
istics.” The HBV genotype is a significant predictor of the
response to pegylated IFN-a. However, the individual pre-
dictive value of the HBV genotype for the outcome of
pegylated IFN-a therapy is weak and could be biased by
the relationship between genotype and ethnicity.*%7°

Most patients are treated with nucleoside or nucleotide
analogues. The International Liver Society guidelines rec-
ommend either tenofovir or entecavir monotherapy as the
first-line treatment for chronic hepatitis B.%131471 The
HBV genotype has no influence on the effectiveness of
nucleoside/nucleotide analogues.”®

Monitoring treatment. The ideal end point of ther-
apy is a sustained loss of HBsAg, with or without sero-
conversion to anti-HBs.” However, this is rarely achieved
with current drugs. The practical aim is therefore to
reduce levels of HBV DNA as far as possible (ideally below
10-20 IU/mL) to achieve biochemical remission and his-

GASTROENTEROLOGY Vol. 142, No. 6

tologic improvement and prevent HBV-related liver dis-
ease.”!>1* Treatment of HBeAg-positive patients is there-
fore monitored by assays for HBV DNA and ALT every 3
to 6 months and HBeAg and antibody to HBeAg every 6
months.

Treatment of HBeAg-positive patients can be stopped
after a consolidation period of 6 to 12 months following
hepatitis B e seroconversion.”!!4 However, durable hep-
atitis B e seroconversion, in association with low levels of
HBYV replication, is rare following treatment with nucleo-
side/nucleotide analogues. In HBeAg-positive patients
who do not develop antibody to HBeAg, and in HBe-
negative patients, nucleoside/nucleotide analogues must
be administered for life, with the aim of achieving pro-
found and durable HBV DNA suppression. If HBV DNA
is still detectable (>10-20 IU/mL) after 48 weeks of ther-
apy, current guidelines, based on studies of modestly
potent nucleoside/nucleotide analogues with low barriers
to resistance, recommend adding a second drug with no
viral cross-resistance to the first to prevent emergence of
resistant variants. However, this is not necessary with
entecavir or tenofovir if the HBV DNA level continues to
decrease after week 48 because it is likely to become
undetectable thereafter.”? Serial measurements of HBsAg
levels could help identify patients who will subsequently
clear HBsAg.

In patients who adhere and respond to treatment, se-
lection of resistant HBV variants should be suspected if
virologic breakthrough occurs, defined as a re-increase in
the HBV DNA level by 1 log;, or more above the nadir, or
as HBV DNA that becomes detectable after being unde-
tectable.’*73 A blip (single detection of a low-level of HBV
DNA, preceded and followed by undetectable HBV DNA)
should not be considered a virologic breakthrough. If
resistance occurs, the only effective strategy is to add a
second drug against which the selected HBV variant is not
cross-resistant.®'# Such drug combinations include teno-
fovir and a nucleoside analogue. Identification of amino
acid substitutions associated with resistance has little
clinical value because this information rarely influences
the choice of therapy. Thus, resistance testing by means of
classic sequencing or reverse hybridization is generally not
recommended. The only exception is HBV with the
rtA181V/T substitution: it has full sensitivity to only
entecavir, which must be combined with tenofovir.

Clinical research. Cohort studies, surveillance
studies, and clinical trials of new therapeutic agents or
strategies require serial measurements of HBV DNA. In
research studies, tests for resistant variants should be
systematically performed when antiviral therapy fails, to
identify the resistant variant and characterize its nature
and dynamics. Sensitive sequencing methods such as NGS
are particularly useful for characterizing the dynamics of
sensitive and resistant virus populations over time. Infor-
mation about HBV genotype and core and core promoter
mutations might be used in epidemiology and pathophys-
iology studies.
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HCYV Infection

Assays that detect antibodies against HCV, detect
and quantify HCV RNA, or determine HCV genotype are
useful for diagnosis and treatment of HCV infection.
Assays that detect and quantify HCV core antigen are
alternatives to tests for HCV RNA but are not sensitive
enough to use in treatment monitoring or response-
guided therapy. Resistance testing is not useful for patient
management but is widely used in clinical trials of DAA or
host-targeted agents in case of treatment failure.

Diagnosis and decision to treat. Patients are diag-
nosed with chronic HCV infection based on the detection
of antibodies to HCV by enzyme immunoassays and HCV
RNA by a sensitive molecular biology-based technique
that has a detection limit of about 10 to 15 IU/mL.

All treatment-naive patients with compensated liver dis-
ease and detectable HCV RNA should be considered for
therapy.1%12 Assessment of liver disease severity is impor-
tant for decision making.!*!2 Patients infected with HCV
genotype 1, in whom pegylated IFN-« and ribavirin com-
bination therapy failed to eradicate the virus, should be
considered for retreatment because they might benefit
from the triple combination of pegylated IFN-q, ribavirin,
and a protease inhibitor.

Selecting therapy. The HCV genotype should be
determined before treatment is started. Patients infected
with HCV genotypes other than type 1 should be treated
with pegylated IFN-«a and ribavirin alone. For patients
infected with genotype 2 or 3, the dose of ribavirin is 0.8
g/day, and the treatment duration is 24 weeks; patients
with genotypes 2 and 3 with baseline factors that indicate
low responsiveness should receive weight-based ribavi-
rin.'® For patients infected with genotypes 5 and 6, the
dose of ribavirin is based on body weight, and treatment
should last up to 72 weeks, depending on the virologic
response during treatment.

Patients infected with HCV genotype 1 who qualify for
therapy should receive the triple combination of pegy-
lated IFN-q, ribavirin, and either telaprevir or boceprevir.
The subtype (1a or 1b) does not need to be determined for
patients who receive the combination of pegylated IFN-«
and ribavirin, or triple drug combinations that include a
protease inhibitor, because genotype 1 subtypes do not
affect treatment decisions with these therapeutic strate-
gies.”* Further trials are needed to improve the selection of
patients infected with HCV genotype 1 who might not
need protease inhibitors, such as young patients with
mild fibrosis, a low baseline level of HCV RNA, or the CC
IL28B genotype.”>

Monitoring treatment. The end point for HCV
therapy is an SVR, characterized by undetectable HCV
RNA (<10-15 IU/mL) 24 weeks after the end of treat-
ment: this corresponds with viral eradication in more
than 99% of cases.

Monitoring of HCV RNA levels during treatment is key
in determining virologic response, in guiding duration of
treatment, and in deciding futility of treatment. This is
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particularly important when DAAs are used, as reviewed
by Barritt and Fried in this issue.

Failure of triple combination therapy to clear HCV is
associated with outgrowth of variant populations that are
resistant to the protease inhibitor used. However, resis-
tance testing based on HCV sequence analysis of the
protease region has no utility in clinical practice.”® Resis-
tant variants are present in almost all infected patients
before therapy begins, but technologies available in clin-
ical virology laboratories are not sensitive enough to de-
tect them®; negative results are therefore uninterpretable.
In addition, the profile of HCV variants at the start of
therapy does not appear to affect the outcome of treat-
ment when the protease inhibitor is combined with pegy-
lated IFN-« and ribavirin. At the time of treatment failure
(virologic breakthrough or relapse), the resistant popula-
tion is always enriched, and phase 2 and 3 trials have
reported that it is dominant in 50% to 70% of patients.”””8
Resistance testing is still not indicated at this time be-
cause the results will have no impact on subsequent treat-
ment decisions.”®

Clinical research. In cohort studies, surveillance
studies, and clinical trials of HCV DAA or host-targeting
agents, given alone or in combination, serial HCV RNA
testing is needed to characterize the virologic response
and detect virologic breakthrough and relapse. Resistance
variants should always be analyzed in patients who fail to
respond to therapy to characterize the nature and dynam-
ics of the selected viral populations and identify amino
acid substitutions selected by the DAAs. When several
antiviral drugs with different target sites and mechanisms
of action are combined, all the target sites should be
studied. Sensitive sequencing methods such as NGS are
particularly useful for characterizing the dynamics of sen-
sitive and resistant virus populations over time.

Conclusion

New technologies are available for detecting and
quantifying viral antigens and genomes and for analyzing
viral genome nucleotide and amino acid sequences. Real-
time target amplification (PCR or TMA) methods are well
standardized and widely used in clinical practice to diag-
nose and monitor HBV and HCV infection. In contrast,
NGS techniques are largely restricted to research labora-
tories. These generate large quantities of data; software is
needed (and is being developed) that can provide clini-
cians with meaningful information.

Supplementary Material

Note: To access the supplementary material
accompanying this article, visit the online version of
Gastroenterology at www.gastrojournal.org, and at doi:
10.1053/j.gastro.2012.02.027.
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RESUME

La lutte pour les ressources est un phénoméne qui a débuté des |'apparition d’organismes
reproductifs et dont la description a été initiée par Malthus puis remarquablement synthétisée et
étendue a la biologie sous le terme d’évolution par Darwin en 1859 dans « De ['origine des espéces ».
Si le concept est ancien a I’échelle des sciences biologiques, il continue a caractériser des domaines a
I’époque insoupgonnés par son auteur tels que la virologie. En effet, les virus hautement variables
tels que le virus de I'immunodéficience humaine (VIH), de I'hépatite B (VHB) et de I’hépatite C (VHC)
sont présents sous forme de quasi espéce au sein de leur environnement réplicatif, c’est a dire
gu’une multitude de virus génétiquement proche mais distincts coexistent au sein de cet espace
gu’ils doivent partager selon les mémes regles générales que les étres vivants. Ainsi, lorsque des
pressions de sélection s’exercent (immunitaires, antivirales...), une redistribution des variants
majoritaires est observé au bénéfice de variants minoritaires mieux adaptés a cet environnement
changeant. La modélisation mathématique et informatique de la capacité mutationnelle et la
dynamique d’adaptation des variants minoritaires au travers de 6 études de cohortes de patients
infectés, par la technique ultra-sensible de pyroséquencage haut débit associée a des logiciels
originaux ont permis de mettre en évidence, caractériser et évaluer I'impact de marqueurs
diagnostics permettant de prédire la résistance aux antiviraux mais aussi de caractériser de nouvelles

cibles antivirales.

ABSTRACT

Struggle for resources is a worldwide rule which has been first described by Malthus and extended to
whole world of living organisms by Darwin in 1859 in “Origin of species”. Today, this concept has
been enlarged to virological field, and is particularly adapted to describe highly variable viruses like
Human Immunodeficiency Virus (HIV), Hepatitis B Virus (HBV) and Hepatitis C Virus (HCV) which have
a quasispecies distribution in infected patients characterized by the co-existence of a number of
distinct but related viral populations. Selection pressure on viral replicative environment (immune,
antiviral drug treatment...), generally lead to a redistribution of the viral quasispecies with an
increasing of the best adapted minor viral variants at the expense of major viral populations.
Mathematical and bioinformatic modelization of this phenomenon through 6 infected patients
cohorts by means of ultra-deep sequencing and an original bioinformatic package allowed discovery,
characterization and evaluation of new diagnostic markers that could be used to prevent resistance

emergence to antiviral drugs and to characterized new therapeutics antiviral targets.
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