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Résumé

Plus de 170 millions d'individus sont infectés par le VHC dans le monde et 37 millions par le
VIH. La coinfection VIH/VHC est fréquente et représente un élément clé de la prise en charge
des patients infectés par le VIH. Depuis I’arrivée des HAART, les maladies du foie sont
devenues la cause principale de mortalité chez les patients coinfectés VIH/VHC. L'évolution
naturelle et le pronostic de 1'hépatite C sont plus sévéres en cas de coinfection par le VIH du
fait d'une fibrose accélérée et d'une évolution rapide vers la cirrhose et ses complications.
Certains facteurs accélérant la fibrose hépatique sont clairs aujourd'hui comme: 1'absence de
recours au traitement anti-VHC, la réplication active du VHC et la consommation excessive
d'alcool. De plus, il existe de plus en plus de preuves que les variants génétiques contribuent a
la fibrose hépatique chez les patients monoinfectés par le VHC, mais cet aspect a été peu étudié

dans la coinfection VIH/VHC.

Durant ma thése, j’ai eu acces aux données d’un échantillon de 494 patients coinfectés
génotypés issu de la cohorte ANRS CO13 HEPAVIH. L'histoire naturelle du VIH et du VHC
y est renseignée de manicre trés détaillée et le suivi clinique des patients permet d’avoir des
informations précises sur 1’état de fibrose hépatique. J’ai pu alors réaliser deux études
d’association « génome-entier » pour identifier des polymorphismes associés a la sévérité de la
fibrose a I’aide de données completes de 292 patients. La premiere étude a mis en évidence une
association entre la quantification de 1’¢lasticité hépatique par Fibroscan® et un locus,
¢galement répliqué dans la monoinfection par le VHC. Cette association a permis d’identifier
deux genes impliqués dans des mécanismes de maintien de structure et de signalisation
cellulaire (CAV3) mais aussi dans la réplication du VHC (RAD18). La seconde étude a identifié
deux associations significatives en comparant deux groupes de scores METAVIR (FOF1F2 vs
F3F4), en particulier dans le gene CTNND2 qui est impliqué dans un réseau d’interaction

associé¢ a des mécanismes moléculaires 1i¢ a des maladies hépatiques.

Ces deux ¢tudes sont en cours de publication dans des revues scientifiques internationales a
comité de lecture. Ces nouvelles perspectives dans la compréhension des mécanismes de fibrose
dans le contexte de la coinfection VIH/VHC pourraient aider a I’identification de nouvelles
cibles pour la création de médicaments ou de tests diagnostiques afin d’améliorer les soins des

patients.

Mots clés : GWAS, SNP, coinfection VIH/VHC, fibrose hépatique, maladie du foie



Résumé en anglais

Over 170 million people worldwide are infected by HCV and 37 million by HIV. Both viruses
share the same modes of transmission, and HIV/HCV coinfection is common and represents a
key element in the management of patients infected with HIV. Since the appearance of HAART,
liver diseases have become the leading cause of death in HIV/HCV coinfected patients. The
natural history and prognosis of hepatitis C are more severe in case of coinfection with HIV
due to accelerated rate of fibrosis progression and rapid progression to cirrhosis and its
complications. Factors accelerating liver fibrosis are known today such as the lack of recourse
to anti-HCV treatment, active HCV replication and excessive alcohol consumption. There is
increasing evidence that genetic variants contribute to liver fibrosis in HCV monoinfection, but

this aspect has been little studied in HIV/HCV coinfection.

I have exploited the genotype information from 494 coinfected patients from the cohort ANRS
CO13 HEPAVIH. These patients are very-well documented regarding the history of their
HIV/HCYV infection and are very carefully followed-up, especially regarding the status of liver
fibrosis. I have performed two genome-wide association studies to identify polymorphisms
associated with the severity of fibrosis from complete data of 292 patients. The first study has
dealt with the quantification of liver stiffness by Fibroscan® and an association with the 3p25
region has been identified, also replicated in monoinfection HCV. Two genes involved in cell
signaling and structure of holding mechanisms (CAV3) but also in HCV replication (RAD18)
appear as good candidates. The second study has unraveled two significant associations by
comparing the METAVIR score group (FOF1F2 vs F3F4), especially in the CTNND2 gene

implicated in a network of interactions with molecular mechanisms involved in liver diseases.

These results are under publications in peer-review international scientific journals. These new
insights into the molecular mechanisms of liver fibrosis in patients with HIV/HCV co-infection
may help to define new targets for drug development or new diagnostic tests, to improve patient

carc.

Keywords : GWAS, SNP, HIV/HCV coinfection, liver fibrosis, liver disease
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1. GENETIQUE et MALADIES

Pourquoi s’intéresser a la génétique ? Depuis bien longtemps, I’€tre humain a cherché a
comprendre le fonctionnement de la nature et de son corps. C’est donc naturellement que cette
science, assez récente, est devenue indispensable pour comprendre les propriétés des étres
vivants. Depuis Mendel au 19¢ siecle, le pionnier de la génétique, jusqu'au séquengage complet
des 3 milliards de bases du génome humain en 2003, la génétique a acquis une place importante
dans la résolution des problémes de sociét¢ d'aujourd’hui. La compréhension de certaines
maladies génétiques comme le diabéte, ou encore 1’amélioration génétique dans le domaine

agricole (soja, mais), bien que controversée, en sont de parfait exemples.

La génétique peut étre définie comme étant la science qui étudie 'hérédité et les génes. En
biologie, I’hérédité est 1'ensemble des propriétés que les étres vivants transmettent a leurs
descendances par le biais de la reproduction. Ces propriétés se manifestent par l'intermédiaire
des caracteres héréditaires qui ont la particularité de s’exprimer avec régularité au cours des
générations. L'étude de 1'hérédité passe par la compréhension des propriétés du matériel
génétique. Il faut donc étudier les propriétés des acides nucléiques (I’acide

désoxyribonucléique, ADN, et I’acide ribonucléique, ARN) a différents niveaux.

La génétique progresse d'une maniere qui lui est propre, fondée sur l'analyse de variations,
naturelles ou induites, des génes dans une population d'organismes. Cette variation constitue la
maticre premicre de la génétique et en son absence aucune analyse génétique n’est possible. La
génétique étudie tous les aspects du gene. L'étude de la transmission des génes de génération
en génération est dite génétique de la transmission (ou encore génétique formelle). L'étude de
la structure et des fonctions des genes est dite génétique moléculaire. L'étude du comportement
des génes dans des populations est dite génétique des populations. Toutefois, cette subdivision
de la génétique en plusieurs disciplines est arbitraire et on observe souvent des recouvrements

entre ces différentes disciplines.

1.1 L’Acide Désoxyribonucléique

Le premier ADN a été identifi¢ et isolé en 1869 a partir du noyau de leucocytes par le Suisse

Friedrich Miescher (1). Sa structure en double hélice n’a cependant été mise en évidence qu’en
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1953 par le Britannique Francis Crick et 'Américain James Watson (2) a partir des données
expérimentales de diffraction de rayons X obtenues par les Britanniques Rosalind Franklin et

Maurice Wilkins.

L’ADN est le support de I’information génétique qui permet le développement et le
fonctionnement des €tres vivants. Il constitue une matrice stable, réplicative et transmissible.
Les molécules d’ADN sont formées de deux brins antiparalléles complémentaires. Chaque brin
est dit polynucléotidique, c’est-a-dire qu’il est formé d’un enchainement de nucléotides,
lesquels sont constitués d’une base azotée ; A pour 1’adénine, T pour la thymine, C pour la
cytosine et G pour la guanine ; liée a un désoxyribose lui-méme li¢ a un groupe phosphate. Les
nucléotides polymérisés sont liés les uns aux autres par des liaisons covalentes entre le
désoxyribose d'un nucléotide et le groupe phosphate du nucléotide suivant, formant ainsi le
squelette de I’ADN. L’aspect antiparalléle complémentaire de I’ADN est relatif a la direction
de la polymérisation de chaque brin et a la complémentarité inter-brin entre les bases azotées C

et Gou A et T, grace a des liaisons hydrogénes (Figure 1).

Figure 1. Portion de double hélice d’ADN. La direction de chaque brin (violet et vert) est
indiquée par les simples fleches dans le sens 5’ vers 3°. Les fleches bidirectionnelles indiquent

les petits et grands sillons. Les nucléotides sont appariés selon leur complémentarité (A/T et

C/G).

Dans les cellules eucaryotes, ’ADN est réparti au sein du noyau en molécules compactes
appelées chromosomes subdivisées sur leur longueur en milliers de régions fonctionnelles
appelées geénes. L’étre humain posséde 23 paires de chromosomes : 22 paires d’autosomes

numérotées de 1 a 22 par taille décroissante et une paire de chromosomes sexuels (XX pour les
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femmes et XY pour les hommes). Lors de la reproduction, les chromosomes sont brassés et
transmis a la descendance. L'ensemble des chromosomes est appelé génome et son étude est
appelée génétique. Une partie de cette discipline se focalise sur I’ensemble des chromosomes

et s'appelle génomique.

1.2 Role dans le vivant

Le dogme central de la biologie veut que I’information génétique stockée dans les molécules
d’ADN, plus précisément les génes, soit traduite en protéines par I’intermédiaire de molécules
d’ARN (Figure 2), confinées a un role d’intermédiaire. Chez les eucaryotes, les génes ont des
régions codantes et non codantes (nommées exons et introns respectivement). La région du
génome transcrite en ARN messager (ARNm) est complémentaire a la région génique cible.
L’ARNm est une copie des séquences d’ADN cibles a I’exception du T qui est remplacé par la
base nucléique Uracile (U). Dans le but de garder uniquement les séquences codantes des
ARNmMm, une étape d’épissage est nécessaire avant leurs traductions en protéine. La lecture de
I’ARNm par la machinerie de traduction se fait de manicére séquentielle, par triplets de
nucléotides de I’ARNm, appelés codons, qui définissent I’enchainement des acides aminés
formant les protéines. En effet, a chaque codon correspond un acide aminé, selon une table de

correspondance appelée le code génétique.

Brin modéle

00000

Figure 2. Représentation de la syntheése des protéines. La séquence d'’ADN est transcrite en

ARN messager. L'ARN messager est ensuite traduit en protéine.
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Le génome humain contient environ 25 000 génes codant pour des protéines, représentant ainsi
moins de 3% de la transcription d’une cellule (3). Les 97% restants sont un territoire largement
inexploré avec seulement une petite fraction caractérisée. En effet, de nouvelles unités de
transcription, dans les régions dites non codantes du génome, sont de plus en plus mises en
lumicre et révelent des fonctions importantes et nécessaires dans des mécanismes de régulation

de la synthése des protéines (3).

1.3 Les polymorphismes génétiques

Un polymorphisme génétique est une différence observée sur un méme locus chromosomique
chez des individus d’une méme espece. Chacune des versions de ce locus est appelée un allcle.
Généralement, les polymorphismes apparaissent dans les cellules germinales en raison
notamment d’erreurs dans la réplication de I’ADN et sont donc transmissibles d’une génération
a Pautre. Ces modifications peuvent se produire a I’échelle d’un chromosome entier ou d’un
nucléotide uniquement. Les différents alléles d’un geéne peuvent soit n’avoir aucune
conséquence sur la fonction de ce géne, soit en affecter la fonction selon trois modalités : perte

de fonction, maintien partiel de la fonction avec interférences ou gain de fonction.

Chez les especes diploides, ¢’est-a-dire possédant des paires de chromosomes, la combinaison
des deux alleles observés a un locus particulier est appelée le génotype. Un individu diploide
dont les deux alleles d’un locus sont différents est dit hétérozygote. S’ils sont identiques,

I’individu est dit homozygote pour 1’allele observé.

1.3.1 Les polymorphismes chromosomiques

Les polymorphismes chromosomiques sont des variations structurales résultant d’événements
de translocation (échange réciproque de segment d’ADN entre des chromosomes non
homologues), d’inversion (renversement bout a bout d’un segment du chromosome), de fusion
ou de fission de fragments chromosomiques (Figure 3). Des anomalies dans le nombre de
chromosomes peuvent également étre observées (Figure 3). Ces variations ne sont pas

nécessairement liées a des anomalies phénotypiques.
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Figure 3 Exemples de polymorphismes chromosomiques. (a) Translocation entre 2
chromosomes. (b) Inversion au sein d’'un méme chromosome. (c) Anomalie du nombre de

chromosomes : exemple de la trisomie 21.

1.3.2 Les séquences répétées en tandem

Les séquences répétées représentent 50% du génome humain. Elles peuvent étre hautement ou
moyennement répétitives ou encore sous forme de séquences uniques. Au sein des séquences
hautement répétées, trois classes se distinguent : 1- les séquences microsatellites sont des motifs
de 1 a 5 paires de bases (pb) répétés de 2 a 50 fois consécutivement. 2- les séquences
minisatellites sont des motifs entre 15 et 100 pb répétés entre 15 et 50 fois. 3- les séquences
‘grand bloc’ satellites sont constituées de motifs plus grands (o : 171, B : 168, et y: 220 pb
respectivement) répétés un grand nombre de fois, localisés tres majoritairement au niveau des

centromeres et des télomeres.

1.3.3 Les indels

Le terme indel désigne une insertion ou une délétion d’un ou plusieurs nucléotides dans une
séquence d’ADN relatif a une séquence de référence (Figure 4). La taille de I’insertion ou de la

délétion est variable.

Séquence 1 ...ATGCTAGATGTGCCATAACG...
Séquence 2 ...ATGCTAGATGCATGCCATAACG...
Séquence 3 ...ATGCTAGATGCCATAACG...

Figure 4.Exemples d'insertion/délétion. La séquence 1 fait office de référence. La séquence 2
comporte une insertion de deux nucléotides (en rouge) entre le G et le T (en bleu) par rapport
a la séquence 1. La séquence 3 illustre une délétion des deux nucléotides G et T (en bleu sur la

sequence 1) par rapport a la séquence de référence.
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1.3.4 Les polymorphismes mono-nucléotidique

Le ‘Single Nucleotide Polymorphism’ (SNP) est la plus petite forme de polymorphisme
correspondant au changement d’un seul nucléotide a un locus particulier. Ainsi les SNPs
constituent la variation la plus commune des génomes et explique pres de 90% de la diversité
génétique observée entre des individus. D’apres le projet 1000 Genomes (4), environ 40
millions de SNPs ont déja été identifiés sur I’ensemble du génome. Leur caractérisation étant
simple, les SNPs sont devenus des marqueurs génétiques privilégiés. Ainsi, des cartographies
denses et précises de ces polymorphismes ont été développées ces derniéres années, avec

comme exemple la base de données dbSNP (5).

Séquence 1 ...ATGCTAGATGTGCCATAACG...
Séquence 2 ...ATGCTAGATCTGCCATAACG...

Figure 5. Exemple de SNP. Le nucléotide G (en bleu) de la séquence 1 est remplacé par un C

(en bleu) dans la séquence 2.

1.3.5 Les Copy Number Variations

Les Copy Number Variations (CNVs) sont des polymorphismes découverts récemment et
représentent prés de 12% du génome humain. Ils sont définis comme étant des séquences
d’ADN d’une longueur supérieure a 1 kilobase (kb), soit 1000 nucléotides, répétées un nombre
de fois variable d’un individu a ’autre. Les CNVs sont le résultat d’événements d’insertion,
délétion et duplication. Ce nouveau type de polymorphisme suscite un grand intérét au sein de
la communauté scientifique et ouvre de nouvelles perspectives en génétique épidémiologique

puisqu’il peut modifier le niveau d’expression d’un gene et étre a 1’origine de pathologies (6).
1.4 Notions de génétique des populations

1.4.1 Mod¢le de Hardy-Weinberg

En 1908, indépendamment, Hardy - un mathématicien anglais - et Weinberg - un médecin
allemand - démontraient la loi qui porte leur nom et qui constitue la base de toute la génétique
des populations. Cette démonstration, sous certaines conditions, enseigne que les fréquences

des alleles et des génotypes d’un polymorphisme bi-allélique au sein d’une population restent
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constantes au cours du temps (7, 8). Ce résultat est connu comme étant 1’équilibre de Hardy-

Weinberg.

Lorsque cet équilibre n’est pas respecté et qu'une déviation significative est observée, il
convient d’en comprendre les causes. Elles peuvent étre, entre autres, démographiques
(migration de population, réduction importante et rapide de 1’effectif d’une population, écart a

la panmixie) ou liées a des événements de sélection naturelle.

1.4.1.1 Enoncé de I’équilibre de Hardy-Weinberg
Considérons une population diploide P dont la reproduction est sexuée et un polymorphisme §
bi-allélique dont les all¢les sont notés A et a. Notons respectivement f4 et f; les fréquences de

I’allele A et de I’alléle a a la génération .
Si les hypotheses suivantes sont vérifiées :

e Lapopulation P est d’effectif infini ou trés grand.

e Les générations sont non chevauchantes.

e La panmixie est respectée dans P : les individus de la génération #+/ sont obtenus par
des croisements aléatoires entre les individus de la génération ¢, donc par tirages
aléatoires de deux chromosomes dans ceux de P a la génération ¢.

e Il n’y apas de nouvelle mutation au locus étudié, de phénomene de sélection naturelle

et de migration.

alors, la fréquence des génotypes a la génération ¢+/ est donnée par :

faa = f3
f_ia — 2,]({ fa
faa = (12

oU fAA4, fAa et faa désignent respectivement les fréquences des génotypes AA, Aa et aa.

Etant donné que la somme des fréquences alléliques a la génération ¢ est égale a 1, on vérifie

facilement que la somme des fréquences génotypiques a la génération ¢+/ est égale a 1. Enfin,

si g4 et g, désignent respectivement les fréquences de A et a a la génération #+/ :

ga = faa+ifia = i+ fafe = fafa+ 1) = fa
9o = fu+tifaa = fP4fafa = fulfa+fu) = fa
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Par récurrence, on en déduit que les fréquences des alléles A et a restent inchangées au cours

des générations.

1.4.2 Déséquilibre gamétique et déséquilibre de liaison

L’¢tude de la composition génétique d une population et de son évolution pour un seul géne est
trés restrictive, d’autant plus que de nombreux caractéres ou de nombreuses pathologies se

révelent multigénique.

L’étude de 1’évolution simultanée de plusieurs genes devient rapidement si complexe qu’elle
ne permet pas de mise en équation comme pour I’équilibre de Hardy-Weinberg, mais s’avere
d’un grand intérét. En effet, ’analyse de cette situation permet d’introduire le concept de
déséquilibre gamétique, important pour élaborer une cartographie des geénes, analyser 1’origine
de certaines mutations mais ¢également pour [’¢laboration de nouveaux marqueurs

diagnostiques de risque génétique.

1.4.2.1 Définition du déséquilibre gamétique

Lorsque 1’étude de la diversité génétique se focalise sur un gene, la fréquence d’un allele est
égale a la fréquence du gamete portant cet allele. Cette égalité ne tient plus quand deux génes

ou plus sont étudiés simultanément.
Considérons :

e un gene A dont les alleles sont A; de fréquence p et Az de fréquence ¢

e un gene B dont les alleles sont By de fréquence u et B> de fréquence v

Quatre types de gametes différents portant chacun une combinaison d’alleles de chaque geéne

sont potentiellement observables :

e le gaméte (A1, B1) de fréquence fi;
e le gaméte (A1, B2) de fréquence fi2
e le gaméte (A2, B1) de fréquence f>;

e le gaméte (A2, B2) de fréquence f>2

Nécessairement, il existe une relation entre les fréquences gamétiques et les fréquences

alléliques de chaque géne, bien que celle-ci ne soit pas évidente.
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Supposons que les all¢les des deux genes soient « réunis » indépendamment les uns les autres

\

et aléatoirement dans les gamétes. Cette hypothése conduit alors a une situation appelée
équilibre gamétique et les fréquences de chaque gameéte sont égales au produit des fréquences

des alléles qu’il porte :

( f11 = pu
fi2=pv
fo1 = qu

o=

Toutefois, méme si la population est a I’équilibre de Hardy-Weinberg pour chacun de ces deux

genes, cette situation d’équilibre gamétique ne revét ni un caractére obligatoire ni un caractére
courant. Le non-respect de ces égalités est appelé le déséquilibre gamétique, défini comme la

différence entre la fréquence réelle d’un gamete et sa fréquence théorique a I’équilibre :

pour Ay, Bi) Al = fu —pu
(A1.B2) A= fiz—puv
(A2, B1) Ay = fu —qu
(A2, Bz) A = fo—qu

Tous les mécanismes supposés inexistants dans le modele d’Hardy-Weinberg, tels que les

migrations de population ou les mutations, peuvent étre a I’origine d’un déséquilibre gamétique.

1.4.2.2 Evolution du déséquilibre gamétique

Lorsqu'il existe un déséquilibre gamétique dans une population, le mode de reproduction
panmictique associé¢ aux recombinaisons intergéniques qui se produisent au moment de la
méiose tend a faire diminuer ce déséquilibre. Ce phénoméne de recombinaison résulte de la
ségrégation indépendante des loci portés par des chromosomes différents ou des crossing-over

qui se produisent entre loci d'un méme chromosome.

En utilisant les mémes notations qu’au paragraphe précédent, il est possible de quantifier le
temps nécessaire a la disparition du déséquilibre gamétique entre les genes A et B en fonction

du taux de recombinaison 7 entre ces deux genes.

Notons f7;, ;-7 la fréquence du gamete (A, B1) a la génération i-/. A la génération 7, ces gametes
seront issus de deux phénomenes :
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e les gametes (A1, Bi) de la génération i-/ qui n’ont pas recombiné. La probabilité
d’occurrence de cet événement est (1 — 7).
e les nouveaux gametes (A1, Bi) issus de recombinaisons associant ’allele A (de

fréquence p) et I’allele B (de fréquence u).

La fréquence de ce gaméte a la génération i s’€crit alors :
firi =1 =7r)fi1i-1 +rpu
Cette équation, apres avoir retranché pu a ses deux membres, équivaut a :
A= (1—=r)Amn,i

d’ou,

; _ P,

A= (1—r)Ap
Cette derni¢re équation prouve que le déséquilibre gamétique tend vers 0 avec le temps. La
vitesse de cette décroissance dépend seulement de » et donc de la liaison génétique, existante
ou non entre les genes A et B. Ainsi, si les genes ne sont pas liés, ce déséquilibre gamétique va
disparaitre trés rapidement. En revanche, si les génes sont fortement liés génétiquement (»
faible), le déséquilibre pourra perdurer au cours du temps (Figure 6). Le complexe majeur
d’histocompatibilité est un exemple de déséquilibre persistant au fil des générations.

o/ \UJ

o

0.8
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04

02

0.0

Figure 6. Vitesse de disparition du déséquilibre gamétique pour différentes valeurs du taux de
recombinaison entre deux loci. Plus le taux de recombinaison est grand, plus le déséquilibre

disparait rapidement.
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1.4.2.3 Déséquilibre de liaison

Un déséquilibre gamétique entre deux loci peut perdurer en raison d’une importante liaison
génétique entre ceux-ci. Les Anglo-Saxons ont alors qualifi¢ cette situation de linkage
disequilibrium, traduit en frangais par déséquilibre de liaison (LD). Ainsi, le déséquilibre de

liaison entre deux loci suggére qu’il existe une liaison génétique et un déséquilibre génétique.

Cependant, cette formule est souvent employée a tort. En effet, une liaison génétique entre deux
genes peut exister sans qu’un déséquilibre gamétique ne puisse étre observé, et inversement.
L’observation d’un déséquilibre gamétique n’est pas nécessairement I’indication d’une liaison

génétique. Cette confusion est fréquente dans de nombreuses études d’épidémiologie génétique.

Dans la suite de cette thése, par souci de simplicité, nous assumons volontairement la confusion
entre ces deux notions. De plus, nous travaillons sur de petites régions chromosomiques dans

lesquelles la liaison génétique semble pertinente.

1.4.2.4 Les différentes mesures du déséquilibre de liaison

Plusieurs mesures du déséquilibre de liaison ont été développées a partir de la comparaison des
fréquences alléliques et des fréquences des couples d’alléles. En utilisant les mémes notations

que précédemment, la premicre mesure introduite est notée D (9):

Jii = pu+D
Jiz = pv—D
fao = qu—2D
foo = qu+ D

L’équilibre gamétique se traduit par un coefficient D égal a 0. Cette mesure n’est que trés
rarement utilisée en pratique. En effet, elle est dépendante des fréquences alléliques et la
comparaison de cette mesure pour deux couples de polymorphismes n’est pas aisée. Afin de

pallier cet inconvénient, une mesure normalisée, notée D’, a été proposée (10):

m pour DZO

D' =
D
pour D <0

min(pv,qu)
Ce coefficient D’ varie entre -1 et 1. Lorsqu’il vaut 0, I’équilibre de liaison est vérifié. Quand
il est égal a 1 ou -1, cela signifie qu’une ou deux combinaisons d’alléles ne sont pas observées

au sein de la population. Cependant, cette mesure est encore une fois dépendante des
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fréquences. La mesure la plus utilisée permettant de s’affranchir de cette dépendance aux
fréquences est le 72 (11):
2 D ?
ré = ———
pquv
Ce coefficient varie de 0 a 1 : un 7° égal a 0 indique une situation d’équilibre alors qu’un 7 égal
a | indique une situation de déséquilibre de liaison total. Le déséquilibre de liaison total désigne
la situation ou les all¢les des deux SNPs sont parfaitement corrélés et systématiquement co-
transmis. Dans ce cas, la connaissance du génotype d’un SNP détermine totalement le génotype

de ’autre SNP.

1.4.3 Haplotypes

Un haplotype est défini comme la combinaison d’all¢les de deux SNPs ou plus sur le méme

chromosome (Figure 7)

SNP SNP SNP
v v v

Chromosome1 AACACGCCA.... TTCGGGGTC.... AGTCGACCG....
Chromosome?2 AACACGCCA.,... TTCGAGGTC.... AGTCA ACCG,...
Chromosome3 AACATGCCA.... TTCGGGGTC.... AGTCA ACCG....
Chromosome4 AACACGCCA.... TTCGCGGTC.... AGTCTCACCG...-

s \ e

a SNPs

i H_,_,-r"’—'
S //

—

b Haplotypes jv :ﬁ
Haplotype1 CGG
Haplotype2 cCcAA
Haplotype3 TGaA
Haplotype 4

Figure 7. Exemple d’haplotypes composés de 3 SNPs. Adapté de (12).

La notion de déséquilibre de liaison est adaptée pour I’étude simultanée de deux loci mais n’est
pas la plus pertinente lorsqu’une région chromosomique contenant plus de deux
polymorphismes est considérée. Il est naturellement possible d’évaluer le LD en considérant
les paires de SNPs de la région mais cette méthode ne permet pas de capturer pleinement la
structure complexe des corrélations entre les alleles de tous les SNPs de la région. Dans une

telle situation, 1’étude des haplotypes est privilégiée.
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Généralement, les haplotypes sont créés par une succession de mutations dont les combinaisons
d’alleles sont brassées ou non par différentes recombinaisons (Figure 8). La disparition ou non
de ces haplotypes dépend de divers paramétres tels que la dérive génétique, la sélection naturelle

ou les migrations.

;| H E —. Mutation
\-‘ Recombinaison
4] mm HE = [ ] | .
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Figure 8. Exemple de genese d’haplotypes dans une région de 3 SNPs

Le nombre de combinaisons observables croit avec le nombre de SNPs considérés et dépend
également des taux de recombinaison de la région chromosomique. En effet, en s’intéressant a
n SNPs, il est possible d’observer jusqu’a 2" haplotypes et de forts taux de recombinaison dans
la région étudiée favorisent I’apparition de nouvelles combinaisons. Cependant, des études ont
montré que les taux de recombinaison ne sont pas uniformes le long du génome et que les forts
taux de recombinaison se concentrent généralement dans de petites régions séparées par des
zones plus ou moins grandes dans lesquelles ces taux sont tres faibles (13, 14). Ces variations
dans la distribution des taux de recombinaison expliquent la présence de « blocs » d’haplotypes.
Au sein de ces blocs, le LD entre les SNPs est fort et la diversité haplotypique est relativement
limitée du fait de I’absence de recombinaisons (15). Au contraire, les déséquilibres de liaison
entre deux blocs sont faibles et la diversité haplotypique est plus importante a cheval sur

plusieurs blocs puisque les recombinaisons brassent les combinaisons d’all¢les.

La notion d’haplotype est utilisée pour I’étude de nombreux phénomeénes et notamment
I’évolution démographique de I’espéce humaine. En effet, leur analyse permet de retracer

I’histoire migratoire des populations ou de repérer des événements de sélection naturelle. Les
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haplotypes ont également été utilisés en génétique épidémiologique afin de détecter des

combinaisons d’alléles impliquées dans la susceptibilité a certaines pathologies (16, 17).

1.4.4 Structure des populations

En génétique, la stratification en sous-populations est due aux migrations ancestrales sur
plusieurs générations. La structure des populations est basée sur les différences de fréquences
alléliques entre des sous-populations dont 1’origine ancestrale différe. Ces différences peuvent
étre observées a I’échelle des continents mais aussi a celle de pays voisins comme en Europe
(Figure 9). Lors d’une analyse génétique d’une population, la stratification doit étre prise en
compte car elle peut devenir un facteur de confusion avec pour conséquence des associations
observées n'étant pas liées au phénotype étudié¢ mais a une structure migratoire différente au

sein de la population analysée.

Figure 9. Résumé statistique de données génétiques de 1387 individus Européens grdce a une
analyse en composante principale (ACP). Chaque label de couleur représente les individus des
pays et les ronds pleins avec label sont la médiane des axes PCI et PC2 des individus par pays.

La carte en haut a droite permet de relier les labels des pays (18).
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1.5 Epidémiologie génétique

Les avancées technologiques en génétique moléculaire au cours de la derni¢re décennie ont
ouvert une nouvelle ére pour les études génétiques, plus particulierement chez I’homme, et de
nombreuses données sur les variations de I’ADN se sont accumulées. Ces études permettent
d’appréhender la compréhension des maladies, grace a I’analyse de leurs transmissions au sein
des populations et des familles. Cet aspect de la génétique est nommé génétique
épidémiologique et joue un role important dans le processus de mise en cause d’un ou plusieurs
genes dans une maladie. L’objectif principal de ces études est, a court terme, de comprendre
des mécanismes de biologie fondamentale mais aussi de développer et mettre en ceuvre des

outils préventifs, diagnostiques et thérapeutiques sur le long terme.

1.5.1 Polymorphismes génétiques et pathologies

De nombreux polymorphismes génétiques ont été associés a des maladies. En effet, un
polymorphisme peut changer 1’information portée par un géne. Par conséquence, 1’expression
ou encore la structure des protéines sont impactées engendrant des pertes totales ou partielles
de fonctions biologiques. Pas moins de 6000 maladies seraient d’origine génétique. Parmi elles,
on peut citer des maladies autosomiques récessives, donc transmise par les deux parents a la
fois. C’est notamment le cas de la mucoviscidose et la drépanocytose, causées par une mutation
des deux copies d’un gene, respectivement, CFTR (19) ou HBB (20) et de la maladie de
Huntington, associée a des répétitions en grand nombre d’un microsatellite situ¢ dans le géne

HTT (21).

Cependant, de nombreuses maladies communes comme les cancers, les maladies auto-immunes
ou les myopathies, ne sont pas causées par une mutation génétique seule. Dans le cas des
myopathies, il existe environ une centaine de genes impliqués, tous important pour la
fabrication et le fonctionnement des muscles (22) et chaque type de myopathie correspond a
une déficience génétique différente. Néanmoins, dans le cas des cancers, I’identification de tels
genes est difficile car ils sont nombreux, dans diverses voies biologiques et interagissent entre
eux, ainsi qu’avec des facteurs environnementaux. De plus, depuis la naissance de
I’épigénétique, science qui permet d’étudier la couche régulatrice de 1’expression des génes par
modification des protéines de structure de I’ADN, il semblerait que certaines maladies
génétiques comme le cancer soit aggravées par ces modifications. Cela complexifie les

phénotypes a analyser et la découverte des composantes génétiques (23, 24).
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Depuis la fin du XX°™ siécle de nombreuses maladies infectieuses ont émergé et continueront
de le faire, représentant pour ’homme un de ses principaux fléaux. Dés le XIX*™ sigcle, il a
¢té observé une grande variabilité de résistance a ces maladies selon les individus, la méme
pathologie pouvant étre mortelle chez les uns et bénigne ou asymptomatique chez les autres.
Prés d’un quart des déceés dans le monde, soit prés de quinze millions par an, est encore
directement lié aux maladies infectieuses (25). A partir de 1930, de nombreuses études
¢pidémiologiques ont montré que les facteurs génétiques de 1’hote jouent un réle majeur dans

la susceptibilité ou la résistance aux infections.

1.5.2 Types d’études génétiques et génomique

Différents types d’études ont permis la découverte de facteurs génétiques impliqués dans des
pathologies. La conception d’une telle étude doit prendre en compte deux paramétres : la
population considérée et les régions chromosomiques étudié¢es. De méme, la nature du caractere

étudié, appelée phénotype, conduit a des analyses différentes.

"q| Phénotype étudié
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Figure 10. Découverte d'un variant associé a un phénotype. Le variant détecté lors d’'une étude

de génétique épidémiologique n’est pas nécessairement le variant causal de la maladie mais
peut étre en déséquilibre avec celui-ci. Adapté de (26).

Bien que les résultats obtenus avec ces analyses aient permis la découverte de nombreuses
liaisons ou associations avec des maladies, il est nécessaire de garder a I’esprit que les
polymorphismes mis en évidence lors des analyses de génétique ne sont pas nécessairement les

variants causaux de la maladie. Ceci peut s’expliquer par exemple par la non inclusion du
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variant causal dans 1’étude ou parce que le polymorphisme causal est d’une nature différente
des marqueurs étudiés. Ces analyses peuvent mettre en exergue une association entre la maladie
et un variant en déséquilibre de liaison avec le variant causal (Figure 10). Ainsi, les conclusions

de telles études doivent étre prudentes et prendre en compte cette possibilité.

1.5.2.1 Etudes de liaison

Les ¢tudes de liaison s’intéressent a la co-ségrégation des alléles dans les cas d’héritabilité

d’une maladie au cours des générations au sein des familles (Figure 11).

Femme malade

Homme malade

Femme non malade

Homme non malade

[IOHN@

U

SNP A SNP B SNP C
byb,

213, a:d; b,b, €16 GG

187 @@, 187 b, Bob, 1b> 26 2o 1C2

Figure 11. Exemple de transmission d’une maladie par étude de 3 SNPs (4, B et C). Arbre
geénéalogique incluant, en rouge, les individus malades et en blanc, les individus sains. Le SNP
C, par l'alléele cl, est présent uniquement chez les individus malades, suggérant que le locus

est impliqué dans [’apparition de la maladie.

Ce type d'étude familiale a notamment permis la découverte de facteurs génétiques responsables
de maladies monogéniques telles que la mucoviscidose (27, 28) ou la maladie de Huntington
(29-31). Ces études ont abouti a des résultats intéressants concernant des maladies infectieuses
telles que la lepre (32). Elles restent cependant limitées pour la détection des facteurs génétiques
impliqués dans les maladies multifactorielles, comme le SIDA par exemple, pour lesquelles
chaque facteur n'explique qu'une fraction du phénotype et les corrélations familiales sont plus
difficiles a caractériser. De plus, ces pathologies ne touchent pas nécessairement plusieurs
membres d'une méme famille et la collecte d’information familiale perd donc de son intérét.

Pour ce type de maladies, les généticiens ont recours aux études d’association.
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1.5.2.2 Etudes d’association

Les ¢études d’associations visent a déterminer la répartition des all¢les en fonction du phénotype
¢tudié au sein de populations de sujets sans relation de parenté. Les méthodes visant a calculer
ces répartitions dépendent de la nature du phénotype étudié, et se divisent en études
transversales et longitudinales. Les études transversales se focalisent, classiquement, sur un
phénotype qualitatif dichotomique. Ces études sont généralement composées d’un groupe ‘cas’
d’individus atteints par une pathologie et d’un groupe ‘témoins’ d’individus sains, On appelle
ces études ‘cas/témoins’ (Figure 12). Néanmoins, le phénotype peut étre quantitatif reflétant, a
un temps ¢, I’analyse d’un critére d’une pathologie (e.g. hématocrite pour la drépanocytose,
glycémie pour le diabéte). Les études longitudinales sont composées de cohortes de patients

dont I’évolution d’une pathologie est suivie au cours du temps.

o ®
c .o ®
I / - LTS
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L - 38% QI

. 49% [d
/ Temoins 51% R

Figure 12. Représentation schématique d’une association génétique par étude ‘cas/témoins’
entre un SNP et une pathologie présente chez les cas. La significativité est évaluée par la

différence de répartition des alléles entre les cas et les témoins.

Dans les deux cas, I’association entre un all¢le et le phénotype se fait par une analyse statistique
(e.g. test exact de Fisher, régression logistique ou linéaire pour les études transversales, et
régression linéaire ou Kaplan-Meier pour les études longitudinales). La significativité d’une
association est évaluée par le calcul statistique d’une p-valeur, qui représente la probabilité que

le résultat observé soit di au hasard.
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a) Approche « gene-candidat »

Les approches « gene-candidat » consistent a sélectionner un ensemble de geénes pertinents pour
intervenir dans I'étiologie de la maladie étudiée (33) et a évaluer leurs polymorphismes
directement par association. Le choix des geénes peut étre guidé par des a priori biologiques tels
que la fonction ou l'appartenance a une voie métabolique associée a une maladie, ou encore sur
la base de la localisation dans une région chromosomique d'intérét, suggérée par une précédente
¢tude de liaison ou d'association. Ce type d'approche repose donc sur des a priori et n’est pas
adaptée pour explorer de maniere exhaustive les causes génétiques d’une maladie. Du fait des
limitations du séquengage et du génotypage, ce fut longtemps la seule source d’exploration
génétique des maladies. Elle reposait donc sur une connaissance préalable de la maladie et une
connaissance approfondie des mécanismes moléculaires associés. Par exemple, dans le cas du
SIDA, l'approche initiale a été de génotyper des geénes de l'immunité, des génes connus ou

suspectés d'avoir un role dans la pathogenése du VIH-1 (34).
b) Approche « génome entier »

Au contraire des ¢études « géne-candidat », les approches « génome entier » ne se concentrent
pas uniquement sur certains geénes mais sur I’ensemble des polymorphismes communs du
génome. Ce type d’étude s’affranchit de tout a priori biologique et a donc pour but de repérer
de nouveaux facteurs impliqués dans des maladies multifactorielles. Cependant, elles ne
permettent pas obligatoirement la compréhension compléte du role joué par les marqueurs
repérés dans la pathogenese de la maladie. Des études plus spécifiques (et notamment de type

« gene candidat ») sont ensuite nécessaires pour améliorer cette compréhension.

L’amélioration des techniques de génotypage a largement contribu¢ au développement de cette
stratégie. Ainsi, plusieurs milliers d’études « génome entier » ont été réalisées au cours de la
derniere décennie, comme le démontre la base de données GWAS Catalog recensant les
résultats de ce type d’analyses (35). Les études d’association « génome entier » (Genome Wide
Association Study ou GWAS) seront détaillées plus précisément dans la partie Matériels et

Méthodes.
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2 LE SYNDROME D'IMMUNO-DEFICIENCE
ACQUISE

2.1 La maladie

Les premiers cas de Syndrome d’Immuno-Déficience Acquise (SIDA) ont été décrits en 1981
aux Etats-Unis par le Docteur Michael Gottlieb. Il observa des symptomes rares chez quatre
jeunes homosexuels de Los Angeles reliés a des maladies tels que des pneumocystoses et
candidoses buccales (36). Ces symptOomes sont associés a une perturbation du systéme
immunitaire avec des manifestations comme un amaigrissement et de la fievre. Des 1982, les
examens biologiques révélerent, chez 1’ensemble des patients, une immunodépression
caractérisée par une chute significative du taux de lymphocytes T CD4". Cette caractéristique

donna naissance a I’appellation actuelle de ‘syndrome d’immuno-déficience acquise’ ou SIDA.

Le virus du SIDA fut isolé pour la premiére fois en 1983 par I’équipe du Pr Montagnier a partir
de lymphocytes T issus d’un ganglion de patient atteint de lymphadénopathie généralisée (37).
Ce virus a été initialement dénommé LAV (LymphAdenopathy Virus) mais le terme VIH-1
(Virus de 1'Tmmuno-déficience 1 Humaine) sera adopté par la communauté scientifique en
1986. Le test de dépistage sérologique mis au point par 1'équipe du Pr Gallo en 1984 a permis
d'établir que le VIH-1 était I'agent étiologique du SIDA, en démontrant que tous les patients

atteints du SIDA étaient porteurs d'anticorps dirigés contre ce virus (38).

Un virus proche du VIH-1 fut découvert en 1986 par 1'équipe du Pr Clavel. Ce virus, appelé
VIH-2 (39), existe essentiellement a I'état endémique en Afrique de I'ouest, mais il existe aussi
d'autres sites de présence sporadique ailleurs dans le monde, notamment les pays entretenant
des liens commerciaux avec les pays d'Afrique de l'ouest. Trés apparenté sur le plan
morphologique au VIH-1, le VIH-2 est cependant décrit comme moins pathogene que le VIH-
1 car il est caractérisé par un temps de latence plus long avant l'apparition du syndrome
d'immuno-déficience, une charge virale plus faible, un taux de progression vers le SIDA plus

faible, et des risques de transmission (notamment mere-enfant) plus faibles (40, 41).
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2.1.1 Epidémiologie du SIDA et modes de transmission du VIH-1

Jusqu’en 2015, plus de 39 millions de morts ont été recensées, et le SIDA reste un des problémes
majeurs de santé publique de notre époque (dernier rapport de 'ONU-SIDA, www.unaids.org,
2015). Néanmoins, I’épidémie du VIH n’affecte que trés peu la population générale, en dehors

de groupes dits a risque.

Fin 2014, environ 37 millions de personnes vivant avec le VIH dans le monde étaient
dénombrés, dont 2 millions de nouvelles infections. Il existe trois voies d’entrée du VIH : la
voie sexuelle, la voie sanguine et la transmission verticale. Le SIDA est une maladie
sexuellement transmissible et ¢’est d’ailleurs la principale voie de contamination a travers le
monde. La découverte, dés 1982, de cas de SIDA chez des héroinomanes par injection
intraveineuse et chez des patients hémophiles a permis d’identifier le mode de transmission par
voie sanguine. Le VIH peut étre également transmis par la mere a son enfant pendant la
grossesse, le travail et I’accouchement (transmission périnatale) ou par 1’allaitement, c’est ce

qu’on appelle la transmission verticale.

2.1.2 Evolution clinique et biologique

La progression de I’infection par le VIH-1 peut étre suivie a I’aide de deux indicateurs
biologiques évoluant en sens opposé : la charge virale et le nombre de lymphocytes T CD4"
dans le sang. Elle se distingue par trois phases successives : la primo-infection, la phase de

latence clinique puis la phase symptomatique ou phase SIDA (Figure 13).

2.1.2.1 Phase de primo-infection

Elle peut €tre asymptomatique ou symptomatique. Lorsqu'elle est symptomatique (50% a 70%
des cas), elle se manifeste par des signes généraux peu spécifiques (fievre, pharyngite, fatigue,
myalgies, courbatures, éruptions cutanées, etc...). Cependant, dans certains cas, des symptomes
plus évocateurs de l'infection VIH, tels qu'une lymphodénopathie généralisée ou éruption
fébrile, peuvent €tre constatés. Les premiers signes de primo-infection apparaissent en moyenne
20 jours apres la contamination. La primo-infection peut durer 3 a 6 semaines, cette phase
correspond a une multiplication intense du virus provoquant alors une chute brutale du nombre

de cellules CD4". Par la suite le nombre de CD4" augmente et la charge virale diminue.
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Figure 13. Profil d’évolution de l’infection par le VIH-1.

2.1.2.2 Phase de latence clinique

Une période de latence clinique suit la primo-infection, cette phase est caractérisée par un
équilibre entre la production virale et son élimination. En conséquence, le sujet infecté ne
présente aucun signe clinique 1i€ a I'infection (42). La durée de cette phase est variable, pouvant
aller de quelques mois a plusieurs dizaines d'années, avec une moyenne entre 7 et 10 ans sans
traitement. La période précédant la phase SIDA est définie par une augmentation de la virémie
et une détérioration progressive du systéme immunitaire attestée par la chute du taux de
lymphocytes T CD4". Selon la classification CDC1993 (http://www.cdc.gov), lorsque le seuil

de 200 cellules CD4"/mm3 de sang est atteint, le sujet entre dans le stade symptomatique.

2.1.2.3 Phase symptomatique ou SIDA

La phase symptomatique, qui correspond a la phase SIDA a proprement parler, se manifeste
principalement par des infections opportunistes séveres. La moyenne de survie des patients

parvenus au stade SIDA est breve, de 'ordre de deux ans.
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2.2 Le virus de I’immunodéficience humaine

Le VIH-1 est un rétrovirus appartenant a la sous-famille des lentivirus, caractérisée par une
longue période d'incubation. Les rétrovirus se distinguent par la présence de la transcriptase
inverse, enzyme virale responsable de la rétrotranscription (ou transcription inverse) de leur
génome d'ARN en ADN. Ainsi, ’ADN viral est intégré sous forme de provirus dans le génome
de la cellule hote. Le provirus est stable et se réplique grace a la machinerie cellulaire en méme

temps que I'ADN de I'hote.

Sur le plan évolutif, les rétrovirus sont générateurs de diversité, du fait des fréquentes erreurs
commises lors de la rétrotranscription (43) et de leur intégration dans le génome de 1'hote (44-
46). Cette derniére étape peut conduire : (i) a I’incorporation de portions du génome de 1’hote
lors de la génération de nouveaux virus, (ii) a ’altération de ’activation/inactivation des geénes
situés a proximité du site d’intégration (fort pouvoir oncogene des rétrovirus) (44)et (iii) a leur
cooptation compléte ou partielle dans les cellules germinales hotes (HERV, Human

Endogenous Retrovirus) (45).
2.2.1 Organisation génomique et structurale du VIH-1

2.2.1.1 Structure génétique du VIH-1

Le génome du VIH-1 est petit, environ 9 kilobases, et se compose de deux molécules identiques
d’ARN monocaténaire. Sa structure sous forme LTR-gag-pol-env-LTR est commune a tous les

rétrovirus (Figure 14). Les génes viraux sont au nombre de 9 et sont codant pour 15 protéines.

e all Lo W
=) pol /I env W

5-LIR vpr rev 3-LTR

Figure 14. Structure génomique du VIH-1. En plus des trois genes de « structure » (gag, pol et

env), 6 genes codent pour des protéines régulatrices (vif, vpr, vpu, tat, rev et nef)
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Ces 9 geénes peuvent étre divisés en trois classes (47) :

e les geénes codant pour les protéines de structure (gag, pol et env), gag (group-specific
antigen) pour les protéines de capside et matrice ainsi que les protéines associées a
I’ARN viral, pol (polymerase) pour les enzymes de transcriptase inverse, protéase virale
et intégrase, puis env pour I’enveloppe virale (gp120 et gp41).

e les genes codant pour les protéines régulatrices (tat, rev et nef), tat pour trans-activateur
de transcription, rev pour régulateur de 1’expression des protéines virales et nef pour
negative regulation factor.

e les genes codant pour des protéines accessoires (vpu, vpr et vif), non indispensables a la
réplication virale mais nécessaires a la maturation et au relargage des particules virales

infectieuses (48).

Les deux extrémités du génome sont bordées par des séquences nucléotidiques répétées, les
LTR pour Long Terminal Repeats. Ces séquences sont importantes pour la transcription du

génome proviral, notamment pour la fixation de facteurs de transcription (49).

2.2.1.2 Structure protéique du VIH-1

Le virus se présente en microscopie €lectronique sous forme d'une particule sphérique de 80 a
120 nm, comportant une enveloppe lipidique et une nucléocapside excentrée et cylindrique. La
nucléocapside contient : le génome viral, les protéines qui assurent la cohésion de la structure

et les protéines dont la fonction enzymatique est nécessaire a la réplication virale (Figure 15).

Vif, Vpr, Nef, protease
(PR ou p10)

matrice

(MA ou p17)
Membrane
gpa1 lipidique
intégrase capside
(IN ou p32) (CA ou p24)

nucléocapside
(NC ou pT7)

transcriptase
inverse

(RT ou p66/p51) Génome

ARN viral

Figure 15. Structure schématique d’une particule virale VIH-1.
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2.2.2 Le cycle de réplication virale

Le mode d’action du virus consiste a envahir les cellules hotes et a réquisitionner leur
machinerie afin de produire davantage de copies virales. La Figure 16 représente les étapes du

cycle de réplication virale.
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Figure 16. Cycle de réplication du VIH-1 (Pour la science, n°377, mars 2009).

La premicre étape (1) permet au virus de se fixer aux récepteurs de surfaces CD4 et CCRS de
la cellule hote, grace a ses glycoprotéines de surface gp120 et gp41. Dans un deuxiéme temps
(2), la fusion du virus avec la membrane de la cellule hote permet la libération dans le
cytoplasme du contenu du virus ou la transcriptase inverse copie I’ARN du génome du virus en
ADN double brin (3). Cette étape est hautement mutageéne pour le virus et ce phénoméne est
responsable de la diversité génétique des futures particules virales. L’intégrase insére I’ADN
viral dans I’ADN hote (4) et grace a la machinerie cellulaire de 1’hote, les genes viraux sont
transcrits en ARN qui sont dirigés vers le cytoplasme pour étre traduits en protéines virales ou
en néo-génome viral, nécessaire a la formation des néo-virus (5). Ces nouvelles molécules
migrent par la suite vers la membrane cellulaire ou elles s’assemblent en nouveaux virus (6).

Chez ces copies immatures, les protéases du VIH permettent de cliver les polyprotéines en
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protéines fonctionnelles afin de d’aboutir a des virions « matures », préts a infecter de nouvelles

cellules (7).

2.2.3 Tropisme cellulaire

Les cellules sensibles a I'infection VIH sont essentiellement celles exprimant a leur surface les
molécules CD4, CCRS5 et CXCR4, nécessaires a I'entrée du virus. Ces cellules incluent : 1) la
sous population CD4 (dont la déplétion progressive au cours du temps est caractéristique de
l'infection VIH); ii) les cellules de la lignée monocytaire-macrophagique (réservoir principal
du virus); iii) les cellules dendritiques; iv) les cellules de Langerhans de 1'épiderme, du sang et
des muqueuses. De méme les lymphocytes B, T CD8" et les cellules Natural Killer (NK)
peuvent étre infectés par le VIH, mais la démonstration in vivo reste a confirmer (50, 51).
Cependant, l'expression en surface des molécules nécessaires a l'entrée du VIH n'implique pas
forcément une infection, les adipocytes par exemple, expriment CD4, CCRS et CXCR4 et ne
sont pas sensibles a l'infection in vivo (52, 53). Il est a noter que le récepteur CCRS sert de

récepteur pour les souches RS monocyto-tropiques du VIH-1 (54).

Des cellules telles que certains précurseurs hématopoiétiques, les fibroblastes et certaines
cellules intestinales et nerveuses, ne présentent pas les récepteurs nécessaires a l'entrée du VIH
a leur surface et s'averent pourtant sensibles a l'infection. Il existe donc des mécanismes de
pénétration du virus dans la cellule, différents de celui mentionné precedemment. C’est
notamment le cas de I'entrée dans les cellules (T et macrophages notamment) du VIH complexé
avec des anticorps via les récepteurs du complément et le fragment Fc (55). Il faut cependant

noter que ces processus d'entrée restent limités, comparés au processus médié par CD4.

2.3 Mécanismes de pathogenese du SIDA

L'infection par le VIH entraine un déficit de I'immunité cellulaire marqué par une baisse de la
population lymphocytaire T CD4", mais également par de nombreuses altérations du systéme
immunitaire, dont les mécanismes ne sont toujours pas compleétement élucidés. D'une manicre
générale, les mécanismes moléculaires de la physiopathogenése du SIDA restent encore en

grande partie, a ce jour, un mystere, et les hypotheses sur ces mécanismes sont multiples.

2.3.1 Effets directs

La baisse progressive de la population de lymphocytes T CD4" pourrait s’expliquer par une

lyse directe des cellules infectées (56, 57). Cependant alors que environ 1% des cellules CD4"
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exprime le génome viral chez les sujets encore asymptomatiques, ce taux n’atteint que 10%
chez les sujets symptomatiques. Il est donc difficile d’expliquer la déplétion des lymphocytes
T CD4" par le seul effet cytopathogéne. 1l est possible, également, que les lymphocytes T CD4"
infectés fusionnent avec des lymphocytes T CD4" non infectés, ce qui étendrait 1’effet
cytopathogéne, avec pour conséquence la formation de cellules géantes multinucléées ou
syncytium. Une observation in vitro montre que les syncytiums sont rapidement lysés (58, 59),

mais I’existence d’un tel mécanisme in vivo reste a démontrer (60).

2.3.2 Effets indirects

Les effets cytopathogenes directs seuls n’étant pas suffisants pour expliquer la baisse du taux
de lymphocytes T CD4", les recherches se sont élargies a des hypothéses d’effets indirects du
virus qui causerait un déficit immunitaire. La lymphopénie CD4" et ’épuisement du systéme

immunitaire pourraient étre la résultante de mécanismes tels que ceux décrit ci-apres :

e Les cellules CD4" infectées sont la cible de puissantes réponses cytotoxiques
spécifiques car elles expriment a leur surface des antigénes VIH. Néanmoins, ces
antigénes peuvent étre solubles et adsorbés par des cellules non-infectées qui deviennent
des cibles des mécanismes de cytotoxicité (61, 62). De plus, la gp120, antigéne viral,
posséde des similitudes structurales avec les molécules HLA (human leucocyte antigen

en anglais), et donne lieu a des réactions auto-immunes de type allogénique (63).

e [’infection par le VIH engendrerait aussi une activation chronique et pathologique du
systéeme immunitaire accompagnée d’apoptose. Les superantigénes d’origine viral sont
capable d’activer les cellules T de fagon non spécifique (64, 65). Cette stimulation, en
produisant des cytokines pro-inflammatoires, induirait la différenciation et la mort des
lymphocytes T. De plus, elle favoriserait la production de particules virales par des
lymphocytes infectés, mécanismes contribuant a la déplétion progressive en
lymphocytes T (66, 67). Plusieurs études ont suggéré que la pathogenése et le stade de
progression de I’infection VIH pouvaient étre corrélés a une activation de 1’apoptose

des cellules CD4" infectées mais aussi des non-infectées (effet ‘bystander’) (68, 69).

e Les protéines virales telles que Nef, Tat et Vpu peuvent induire une diminution de
I’expression des molécules HLA de classe 1 (70-72) et ainsi protéger les cellules

infectées de la destruction par le systéme immunitaire.
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e Le déficit fonctionnel des CD4" se caractérise par un défaut de production d’interleukine
2 (IL-2) entrainant une anergie de ces cellules. De plus, I’absence de production
d’interféron gamma (IFN-y) met en défaut la fonction auxiliaire Th1 des lymphocytes
CD4" (associée a une forte inflammation et & I’immunité cellulaire) alors que ’absence
de sécrétion d’IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 et IL-3 concerne les Th2 (activatrices de
I’immunité humorale). L’ IFN-y joue, normalement, un réle primordial dans les réponses
antivirales et contribue a la mise en place de réponses immunitaires tout en s’opposant
a la mise en place des réponses Th2. Inversement, [L-4 et IL-10, secrétées par les Th2,
s’opposent a la mise en place des réponses Thl (50). L’infection par le VIH induit un
déréglement de cette balance cytokinique Th1/Th2 favorisant les cellules Th2 dans
lesquelles le VIH se réplique préférentiellement (73, 74).

e Plus récemment, il a ét¢ démontré que 1’infection par le VIH donne lieu a une attaque
massive des lymphocytes T CD4" situés dans les muqueuses gastro-intestinales. Cette
agression altére la fonction de barriére que joue I’intestin et facilite en conséquence la
translocation microbienne intestinale (75), permettant la présence dans la circulation
sanguine de lipopolysaccharides (LPS), constituants majeurs de la paroi de certaines
bactéries, ainsi que des composés toxiques, le tout capable de stimuler trés fortement le
systeme immunitaire (76, 77). Cela pourrait expliquer 1’état d’activation chronique du
systéme immunitaire. De plus, il semblerait que les lymphocytes T CD4" de I’intestin
soit une cible privilégiée du VIH puisqu’ils expriment immédiatement le corécepteur

CCRS par rapport a ceux de la circulation sanguine (75).

2.4 Les traitements actuels

Depuis l'introduction de 'AZT (azidothymidine) en 1987 (78), de nombreux progrés ont été
réalisés dans la thérapie antirétrovirale notamment avec l'utilisation de la trithérapie. Lors du
développement de médicaments antiviraux, il est important d'interrompre le cycle viral sans
tuer la cellule hote. Ainsi, le premier médicament anti-VIH visait la rétrotranscriptase virale, la
transcription inverse étant un processus absent des cellules eucaryotes. Les inhibiteurs de
transcriptases virales sont séparés en deux classes : NRTI (Nucleoside Reverse Transcriptase
Inhibitor) et NNRTI (Non Nucleoside Reverse Transcriptase Inhibitor). Les NRTI sont des
inhibiteurs compétitifs de la transcriptase inverse, ils se fixent au niveau du site actif et sont
reconnus comme des nucléotides. Ils sont donc incorporés dans I'ADN et provoquent I'arrét de

la synthése provirale. L'AZT (Zidovudine®) et I'Abacavir (Ziagen®) font partis de cette famille
46



d'inhibiteurs NRTI. Les NNRTI sont des inhibiteurs non compétitifs de la transcriptase virale

c'est a dire qu'ils ne ciblent pas le site actif de I’enzyme.

Par la suite, sont apparus les inhibiteurs de la protéase virale. Ces molécules anti-VIH, telles
que : le Rinatovir (Norvir®) ou I'Indivanir (Crixivan®), les deux premiers médicaments de cette
classe mis sur le marché, miment un peptide de liaison au niveau du site actif de la protéase.
Pour ces deux classes d'inhibiteurs, il a été rapidement constaté une pression de sélection, avec
I'émergence de virus mutants résistants a ces molécules antivirales (entre quelques semaines et
quelques mois) aboutissant a I'échec des monothérapies. Cette observation a mené au
développement de thérapies combinées des le début des années 1990 avec les trithérapies. Les
trithérapies actuelles sont composées de deux NRTI combinés a un NNRTI ou a un inhibiteur

de protéase.

Plus récemment, de nouvelles classes d'antirétroviraux sont apparues. Le Maraviraoc
(Celsentri®) est une petite molécule bloquant l'interaction entre le corécepteur de chimiokine
CCRS5 (79) et la protéine virale gp120, qui inhibe ainsi l'infection des cellules par les virus RS.
Le T20 (Fuezon®) bloque les changements conformationnels de la protéine gp41 nécessaire a
la réalisation de 1'étape de fusion entre le virus et la cellule cible. Enfin, des anti-intégrases ont

vu le jour, tel que I'Insentress (Raltégravir®) (80).

Tous ces traitements ont permis d'améliorer la qualité et 1'espérance de vie des patients infectés
par le VIH. Cependant, comme évoqué précédemment, ils ne permettent pas 1'éradication du
virus. De plus, ces traitements sont a I'origine de nombreux effets secondaires indésirables, de
virus résistants, et enfin, ces traitements sont trés onéreux. Toutes ces considérations
encouragent le développement de nouvelles thérapies anti-VIH, le graal étant ici bien entendu

la mise en place d'un vaccin prophylactique ou curatif

2.5 Facteurs génétiques de I’hote et SIDA

Les études génétiques contribuent a I’amélioration des connaissances sur les maladies et a une
meilleure compréhension des mécanismes de pathogenese afin de développer des stratégies
visant a enrayer ’infection et/ou I’évolution de la maladie. Dans le cadre du SIDA, les
premiceres études ont ciblé des genes participant au cycle de la réplication virale et a I'immunité
de I’hote. Cette approche « geéne candidat » a permis de décrire de nombreuses associations

génétiques dans I’infection du VIH (Figure 17) (81, 82).
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Un exemple de ces études est le cas du géne CCRS. Le récepteur de chimiokines CCRS est un
corécepteur du VIH pour son entrée dans la cellule. Une délétion de 32 pb a été identifiée au
niveau de la région codante (34, 83) : cette délétion aboutit a la synthése d'une protéine
tronquée, non fonctionnelle et non transportée en surface de la cellule. L'allele CCR5-A32 n'a
¢été observé que dans les populations d'origine européenne. Les individus homozygotes pour la
délétion (A32/A32) sont protégés de 1'infection par les souches R5 et représentent ~1-2% de la
population européenne. Les individus hétérozygotes A32/WT présentent une expression de
CCRS5 en surface cellulaire diminuée, une réplication virale et une progression vers le SIDA
ralenties. Un autre polymorphisme de CCRS a été découvert au niveau du promoteur : l'all¢le
CCR5-P1 est un haplotype composé de 10 SNPs qui augmenterait I'expression de CCRS et qui

est associé a une progression plus rapide vers le SIDA (84, 85).

Parmi les génes de 'immunité, les génes HLA jouent un role majeur dans la pathogenése du
VIH-1. En effet, les différents alleles HLA-I vont induire des présentations des antigénes viraux
aux cellules T CD8" différentes et initier des réponses lymphocytaires T cytotoxiques de force
variable. Les molécules HLA de classe I gouvernent ainsi la réponse immunitaire aux antigénes
viraux. La région HLA du chromosome 6 a donc été étudiée de fagon extensive et de
nombreuses associations avec la progression ont été révélées, notamment grace aux travaux de

Kaslow, Carrington, Hendel et Magierowska (86-88).

Depuis une dizaine d’années, la recherche sur le SIDA a pu bénéficier des nouvelles approches
« génome entier » et s’affranchir des a priori biologiques. Une premiére étude par Fellay et al.,
parue en 2007, a montré des associations génétiques entre les SNPs rs2395029 situé dans le
gene HCPS et 159264942 situé dans le gene HLA-C, et une charge virale plus faible (89). Le
SNP rs3869068 situé dans le géne ZNRD1, quant a lui, a été trouvé associé a I’aggravation de

la progression dans la maladie.

Dans le laboratoire GBA du Professeur Zagury, deux études de GWAS ont été publiées en
2009, par analyse de patients a profils de progression extrémes vers le SIDA (90, 91). Limou et
al. ont répliqué les principaux signaux trouvés par Fellay et al. grace a 1’étude de patients au
profil non-progresseurs a long terme vis-a-vis de la maladie. Dans I’article de Le Clerc et al. de
nouveaux signaux ont été observés, localisés dans des génes tels que PRMT6, SOX5 ou encore

TGFBRAPI, en comparant des individus témoins a des progresseurs rapides vers le SIDA.
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Figure 17. Liste de genes candidats trouvés en association avec le SIDA.
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3 D’HEPATITE C

3.1 La maladie

Dans les années 1960, le virus de I’hépatite A (VHA) et le virus de I’hépatite B (VHB) étaient
les seuls agents pathogénes connus comme étant responsables d’hépatites virales. Entre 1970
et 1988, plusieurs cas d’hépatites furent observés chez des patients ayant regu une transfusion
sanguine. Pendant cette période, Harvey J. Alter, responsable de la section des maladies
infectieuses au département de médecine transfusionnelle des National Institutes of Health
(NIH), a démontré avec son équipe que la plupart des cas d’hépatite post-transfusionnelles
n’¢étaient dus ni au VHA ni au VHB (92). Malgré cette découverte, les efforts de recherche
coordonnés au niveau international pour identifier le virus responsable de cette maladie,
initialement baptisée « hépatite non A non B » (NANBH en anglais), sont restés sans résultat.
Cen’est qu’en 1989, grace a des techniques de clonages moléculaires, que le virus de I’hépatite

C (VHC) fut découvert par isolement partiel et s€quencage de son génome (93).

Avant la découverte de 1’agent étiologique, le virus contaminait jusqu’a 90% des hémophiles
transfusés de 1’époque, du fait de I'insuffisance des contrdles des produits transfusés. En plus
des infections post-transfusionnelles, un risque de transmission nosocomiale ou un manque
d’hygiene lors de séances d’acupuncture, de tatouage ou encore de percement d’oreilles

augmentaient la propagation du virus.

Apres 1990, une loi concernant le controle des produits de transfusion réduira considérablement
I’incidence de la maladie grace a des dépistages du virus, sans toutefois I’annuler puisqu’une

grande partie des donneurs de sang ne connaissaient pas leur statut de séropositif.

De nos jours, parmi les séropositifs VHC, 60 a 80 % sont des toxicomanes ou des transfusés
d’avant 1990, le reste étant des personnes ayant des concentrations de transaminases
anormalement élevées témoignant d'une agression hépatique. C'est pourquoi les politiques de
dépistage se focalisent actuellement sur les trois T : Toxicomanes, Transfusés avant 1990 et

Transaminases élevées.
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3.1.1 Epidémiologie et modes de transmission du VHC

3.1.1.1 Prévalence de I’infection

Le nombre de personnes infectées par le VHC a travers le monde est estimé a plus de 170
millions et environ 500 000 patients meurent chaque année d’une maladie hépatique liée au
VHC (94). Avec 3 a 4 millions de personnes nouvellement infectées chaque année, le VHC
représente un probléme majeur de santé publique. De manicre globale (Figure 18), avec un
pourcentage de 4.7%, le Moyen-Orient posseéde la plus haute prévalence d’hépatite C, devant

I’ Afrique (3.2%), I’Europe (2.3%) et les Amériques (1.5%) (95).

- . 7 A Prevalence of Hepatitis C
: High: >3.5%
Moderate: 1.5-3.5%
Low: <1.5%
No Data

Figure 18. Prévalence du VHC dans le monde (96).

Cependant, d’importantes variabilités sont observées en fonction des pays. Ces différences
peuvent s’expliquer par une augmentation de sous-populations a risque ou encore par I’absence
de mise en place de mesures de prévention. Par exemple, des taux tres élevés d’hépatite C sont
observés en Chine a cause d’une augmentation de 1’usage de drogues injectées, ainsi qu’en
Egypte a cause d’une contamination en masse lors d’une campagne anti-schistosomes (95, 97).
De plus, I’absence de données issues des pays africains (71%) combinée aux dons sanguins peu

controlés et un dépistage tres limité, sous-estiment probablement les chiffres réels (98).
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3.1.1.2 Modes de contamination

Le VHC se transmet essentiellement par voie parentérale, avec du sang ou des produits sanguins
labiles contaminés. Les deux sources majeures de contaminations sont la transfusion sanguine
ou I’injection intraveineuse de drogues avec du matériel contaminé. Avant I’instauration du
dépistage systématique des dons sanguins au début des années 1990, de nombreux patients ont

¢té contaminés par le VHC lors de transfusions sanguines (99).

La toxicomanie est le mode de contamination le plus fréquent. Le partage de seringues infectées
par du sang contaminé est associé¢ a une prévalence de I’ordre de 80% chez les toxicomanes
(100). Malgré les mesures mises en place, telles que le dépistage ou la distribution de seringues
stériles, le risque de transmission du VHC reste important du fait d'une relative résistance du

virus dans le milieu extérieur (101).

La transmission nosocomiale est également une source potentielle d’infection par le VHC. Les
risques via les actes chirurgicaux comme des transplantations d’organe ou de tissus sont
désormais extrémement faibles grace au dépistage systématique des donneurs (102).
Néanmoins, des actes médicaux, tels que des hémodialyses, soins bucco-dentaires ou examens

invasifs (endoscopies) peuvent étre a 1’origine d’une contamination (103).

Bien que la transmission sexuelle représente une minorité¢ de cas (104, 105), ces dernicres
années le VHC a émergé comme une cause majeure de mortalité chez les patients coinfectés
avec le VIH et cela non 1i¢ au SIDA (106). Ce phénomene prend de plus en plus d’ampleur dans
les pays en voie de développement ainsi que chez les hommes homosexuels infectés par le VIH

(107).

Enfin, la transmission du virus de la mére a ’enfant au cours de la grossesse varie d’un taux de
42 7% (108). Le risque de transmission dépend du niveau de la charge virale et ce risque est

majore de 2-3 fois en cas de coinfection VIH/VHC.

3.2 Le virus de I’hépatite C

3.2.1 Organisation structurale et génomique du VHC

Le VHC est classé dans le genre Hepacivirus de la famille des Flaviridae, qui comporte les
genres Flavivirus, Pestivirus et Pegivirus. Le VHC est un virus enveloppé a ARN

monocaténaire de polarité positive.
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Figure 19. Le génome du VHC et ses protéines virales. A. Schéma du génome du VHC et
composition de la polyprotéine traduite puis clivée en protéines structurales ou non

structurales. B. Fonctions des protéines virales.

Le génome de 9,6 kb est composé d’une région 5° UTR comprenant une région IRES (internal
ribosome entry site) permettant I’initiation de la traduction d’un ARN messager de manicre
interne, un cadre ouvert de lecture codant pour une polyprotéine virale et une région 3° UTR
(109). Cette polyprotéine précurseur, d’environ 3 000 acides aminés, est clivée de maniere

co/post-traductionnelle par des protéases virales et cellulaires en protéines structurales (core,
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E1 et E2) et non structurales (p7, NS2, NS3, NS4A/B et NS5A/B) (109, 110) (Figure 19A). La

Figure 19B résume les fonctions des différentes protéines VHC.

La particule virale mesure entre 55 et 65 nm de diametre (111). Les glycoprotéines E1 et E2 du
VHC sont insérées dans une enveloppe lipidique dérivant de 1’hote. La nucléocapside est
composée de la protéine de capside core et de I’ARN du VHC (Figure 20A). Le virus circule
en association avec des lipoprotéines, formant des lipo-viro-particules. Ces associations
résultent en une importante variabilité morphologique du VHC, avec des densités hétérogénes

allant de 1,03 2 1,10 g/ml (112, 113) (Figure 20B).

E1-E2 glycoprotéines Organisation de surface
d’enveloppe Protéine de des dimeres E1-E2 3-like
capside - core - .
i} I | =
Enveloppe | :
ARN génomique

Figure 20. Représentations structurales du VHC. A. Organisation schematique du VHC. B.
Image de particules virales par microscopie électronique montrant [’hétérogénéité

morphologique des virions (112).
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3.2.2 Cycle réplicatif du VHC

Réticulum 2 Fusion et
endoplasmique decapsidation

Protéines de 1 Entrée

y>> structure

Protéines non-
structurale

Noyau

4 Réplication de
I'ARN

Lipo-viro-particule

6 Maturation

7 Libération

Figure 21. Représentation schématique du cycle réplicatif du VHC. Adapté de (114).

3.2.2.1 Entrée du VHC dans la cellule

Le VHC se multiplie dans les hépatocytes. L’entrée du virus dans la cellule (Figure 21) se fait
par un mécanisme d’endocytose grace a des interactions entre ses protéines d’enveloppe E1 et
E2 et des récepteurs des lipoprotéines de faible densité (R-LDL) mais aussi des facteurs
d’entrée. Les facteurs d’entrée jouent un role trés important dans I’infection par le VHC. En
effet, les cellules non hépatiques, qui normalement ne permettent pas 1’entrée du VHC,
deviennent permissives si les quatre récepteurs humains du VHC, présentés ci-apres, sont co-

exprimés (115).
a) Récepteur scavenger type B classe 1 (SR-BI/Cla-1)

Ce récepteur de lipoprotéines est ubiquitaire, mais présente une expression plus importante au
niveau hépatique et surrénal (116). Il joue un role dans I’attachement et le transfert lipidique en
association avec des lipoprotéines de haute, faible ou de trés faible densité, et participe au

métabolisme du cholestérol (117). Un réarrangement de la bicouche lipidique cellulaire a été
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observé suite a la liaison E2/SR-BI, permettant de rapprocher le virus des autres facteurs
d’entrée (118). Grace a la fonction d’endocytose de ses ligands, SR-BI pourrait également

faciliter I’entrée du VHC (119).
b) Récepteur CD81

Cette glycoprotéine fait partie de la famille ubiquitaire des tétraspanines, qui sont impliquées
dans la régulation de la prolifération ou de 1’adhérence cellulaire mais aussi dans d’autres voies
de signalisation (120). CD81 est le premier récepteur du VHC a avoir été identifié, et semble
jouer différents roles dans le cycle viral, notamment au niveau de la réplication (121, 122). Des
cellules normalement non permissives au VHC et modifiées pour exprimer CD81 permet leur
infection (123). Chez des souris dont le foie a ét¢ humanisé, des anti-CDS81 injectés en
prophylaxie empéchent totalement I’infection par le VHC démontrant sont aspect indispensable

a I’entrée du virus (124).
c) Protéine de jonction transmembranaire claudine-1 (CLDN1)

Les hépatocytes sont des cellules polarisées dont la partie apicale formant la lumiére des canaux
biliaires est séparée de la partie basolatérale en contact avec le sang par les jonctions serrées
(125). CLDNI se situe au niveau de ces jonctions, et participe a I’étanchéité de celles-ci, se
liant a la zonula occludens et au cytosquelette. Si CLDN1 est exprimée principalement dans la
partie apicale des cellules, il existe aussi des molécules de CLDN1 au niveau basolatéral de
facon co-localisée avec SR/B1 et CD81 (126). CLDNI1 est le troisiéme récepteur du VHC et
comme CD81, la diminution de son expression ou son blocage par des anticorps inhibe I’entrée
du virus, tandis que le VHC parvient a pénétrer dans des cellules non permissives lorsque
CLDNI y est exprimeée (127, 128). CLDNG6 et CLDNO, appartenant également a la famille des

claudines, participent aussi a I’entrée du virus (129).
d) Protéine de jonction transmembranaire occludine (OCLN)

Cette molécule est le 4éme facteur d’entrée du VHC. En effet, il a été montré que la présence
conjointe de SR-BI, CD81 et CLDNI, sans OCLN n’est pas suffisante pour permettre
I’infection virale, et que la diminution de I’expression d’OCLN dans des hépatocytes permissifs
inhibe I’entrée du virus. De plus, I’introduction de CD81 et OCLN humaines dans des
hépatocytes murins surexprimant SR-BI et CLDNI murines permettent 1’infection et la

production de virions VHC (130). OCLN posseéde les mémes caractéristiques de localisation
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(jonctions serrées, principalement apicales), et d’interactions (protéines de la zonula occludens
et du cytosquelette) que CLDNI1 (131). L’activit¢ d’OCLN est régulée par son état de
phosphorylation, qui est perturbé lors de I'infection virale VHC, déstabilisant les jonctions
serrées, et favorisant I’entrée du virus dans les hépatocytes (132). Les sites de phosphorylation

permettent a OCLN d’interagir avec différentes kinases comme Src, EGFR ou ERK (133).

D’autres facteurs d’entrée de moindre importance ont été mis a jour au cours des derniéres
années, comme les récepteurs tyrosine kinase. Différentes kinases sont également impliquées

dans I’entrée du virus en tant que co-facteurs, telles que EphA2 et EGFR (134).

3.2.2.2 Synthese des protéines virales et réplication de ’ARN du VHC

Apres la fusion du virus dans la cellule et sa décapsidation, le génome viral peut étre directement
traduit au niveau des ribosomes cytoplasmiques (Figure 21). L’IRES situé en partie 5’ non
codante du génome (voir Introduction section 3.2.1) permet la fixation du génome dans le
réticulum aux sous unités ribosomales pour assurer la transcription de I’ARN viral et la
traduction en une longue polyprotéine. La maturation de cette polyprotéine est réalisée par la
protéase NS3 du VHC et par des protéases cellulaires. La polymérase virale (ARN polymérase
ARN dépendante virale, NS5B) permet la synthése de I’ARN viral pour les nouveaux virions
au sein du complexe de réplication formé notamment par NS4B attaché aux membranes du

réticulum endoplasmique (135).

3.2.2.3 Assemblage et sécrétion des virions

Les ARNs néoformés sont ensuite encapsidés par interaction avec les protéines de capside core.
La nucléocapside bourgeonne au contact d’El et E2 retenues dans la membrane du réticulum
endoplasmique pour former le virion. Ce dernier est ensuite libérée par exocytose (Figure 21)

ou lyse des cellules infectées (113).

3.2.3 Variabilité génétique du VHC

Il existe une variabilité génétique du VHC liée a son fort taux de réplication et a ’absence
d’activité exonucléasique correctrice de I’ARN polymérase. Le taux de mutations du génome
du VHC est estimé entre 10~ et 10" substitutions par site par cycle réplicatif. Cette variabilité
s’exprime au niveau du génome par I’existence d’au moins sept génotypes majeurs et plusieurs
sous-types du VHC (Figure 22), plus particuliérement au niveau de la protéine d’enveloppe

E2/NS1 (dans des zones dites « hypervariables »).
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Figure 22. Arbre d'évolution des principaux génotypes du VHC. Adapté de (136).

Les génotypes sont définis par une divergence minimale de 30% de leurs séquences
nucléotidiques alors que les sous-types ont une divergence de seulement 20% (136). Bien que
présentant des caractéristiques relativement similaires de persistance, de dynamique de
transmission et de développement de la maladie, les génotypes du VHC peuvent se distinguer
par leur évolution séparée dans différentes régions géographiques. Le génotype 1 est le plus
décrit en Amérique, en Europe ainsi qu’au Japon, suivis des génotypes 3 et 2. Les génotypes 3
et 6 sont répandus en Asie du Sud et du Sud-Est. Les génotypes 4 et 5 sont couramment
retrouvés en Afrique mais se propagent actuellement en Europe (137-139). Enfin, le génotype
7 est retrouvé chez des patients en Afrique mais reste rare et d’importance clinique mineure
(140). De maniére intéressante, les différents sous-types sont majoritairement identifiés dans
des groupes a risques distincts, tels qu'une prédominance des génotypes la et 3a dans les
populations toxicomanes en Europe (141).

Chez le malade infecté, le VHC circule sous la forme d'un mélange de variants viraux
apparentés définissant une distribution en « quasi-especes ». Plusieurs « quasi-especes »

peuvent étre isolées chez un méme malade et cette hétérogénéité évolue au cours de la maladie
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(142). Ce phénomene confere au VHC un avantage considérable en termes de survie, car la
présence simultanée chez un méme individu de multiples séquences virales et la rapidité¢ de
génération de nouveaux variants permettent la sélection rapide des mutants les mieux adaptés
a I'environnement immunologique mis en place par 1'hote. Il est sans doute un élément essentiel
de persistance virale favorisant l'action d'autres facteurs de persistance davantage liés a la

régulation immunologique.

3.2.4 Tropisme cellulaire

Le tropisme du VHC est principalement hépatique. Le foie est la premicre cible de I’infection
VHC et plusieurs millions de copies d’ARN du VHC par gramme sont retrouvées dans le tissue
infecté. Néanmoins, ’ARN du VHC et/ou ses protéines ont été détectés dans d’autres organes
de patients infectés suggérant que I’hépatite C pourrait avoir des réservoirs extra-hépatiques.

Ces détections sont corrélées avec des manifestations extra-hépatiques apres infection (143).

Les mécanismes définissant I’hépatotropisme ne sont pas encore bien décrits. L’infection par
le VHC est liée a plusieurs facteurs cellulaires de I’hdte et ce a chaque étape du cycle du virus
(voir Introduction section 3.2.2). L’entrée du VHC nécessite au moins la présence de quatre
facteurs en surface cellulaire : CD81, SR-BI, CLDN1 et OCLN, mais aucun de ces facteurs
n’est spécifique du foie. Il semblerait que les niveaux d’expression de ces récepteurs a la surface

des hépatocytes soient importants pour I’entrée du VHC (144-147).

L’infection par le VHC est associée a des symptomes extra-hépatiques comme la fatigue et des
dysfonctionnements cognitifs (148). Ces symptomes suggerent que 1’infection par le VHC
pourrait se produire ailleurs que dans son principal organe cible et atteindre des cellules
neuronales via un neurotropisme du VHC mal connu. Des preuves de la présence de I’ARN du
VHC dans le cerveau ont vite vu le jour avec le développement de techniques de détection
comme la RT-PCR (149-151). De plus, plusieurs études ont évalué et identifié une expression
des facteurs d’entrée de 1’hote (CD81, SR-BI, CLDN1 et OCLN) dans des lignées cellulaires

dérivées du cerveau (152, 153).

Il semblerait que des cellules mononuclées du sang periphérique (CMSP) soient aussi un
réservoir potentiel pour le VHC. Des protéines virales ainsi que I’ARN du VHC ont été détectés
dans des monocytes, des cellules dendritiques mais aussi dans des lymphocytes B et T (154-
159). Toutefois, d’autres études argumentent que la détection de 1’infection par le VHC dans

les CMSPs est le résultat d’artefacts expérimentaux dus aux techniques utilisées (160-162). La
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présence d’ARN viral pourrait étre due a la capacité naturelle d’adsorption de certaines cellules
(163) mais des études ont montré une réplication du VHC dans les CMSPs (164, 165). Cela
montre que le sujet de la réplication du VHC dans les CMSPs reste controversé (166) et donne

matiére a discussion.

3.3 Histoire naturelle de I’infection par le VHC

L’hépatite C est une maladie progressive (Figure 23): I’infection par le VHC entraine
obligatoirement une phase aigué, et I’organisme peut ¢liminer spontanément le virus dans 10 a
40% des cas pendant cette phase. Dans la majorité des cas, la maladie persiste donc et devient

chronique, on parle d’hépatite C chronique.

L'hépatite C aigué évolue de maniére asymptomatique chez la majorité des individus (167).
L’infection aigu€ symptomatique implique des symptomes non spécifiques tels que malaise,
fatigue, myalgies, jaunisse et nausées. On observe aussi dans ce cas une augmentation des
enzymes du foie comme l'alanine amino-transférase (ALAT) et l'aspartate amino-transférase
(ASAT). Par ailleurs, il est intéressant de noter que la majorité des cas de guérisons spontanées
sont observés chez les patients atteint d’une infection aigué symptomatique (168, 169). Dans
de tres rare cas, moins de 1% des patients, on peut observer une hépatite fulminante qui conduit

généralement a la mort du patient.

Foie Normal

Hepatite
_Chronique

Infection VHC Clrhose

75-85% Hepatocarcinome

2-7% par an

N

Figure 23. Histoire naturelle de [!’infection par le VHC. L’évolution vers le carcinome
hépatocellulaire prend environ 30ans. Adapté de http://vourhealtheducator.com/hepatitis-

inflammation-liver-cells/.
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Apres la primo infection, le VHC va persister chez environ 75% des individus malgré la réponse
immunitaire cellulaire et humorale (170). L'infection chronique par le VHC est définie par la
présence de 'ARN du VHC 6 mois apres la date estimée de 1’infection. On observe alors au
cours du temps des Iésions d’infection chronique menant a I’apparition d’une fibrose. Il a
cependant été observé une élimination spontanée de l'infection chronique par le VHC dans 0,5%
-0,74% des cas (171). Mais dans 20 a 30% des cas l'infection chronique peut amener a des
complications graves comme le développement de cirrhose du foie (172) qui peut conduire dans

1-5% des cas a un hépatocarcinome cellulaire (HCC) (Figure 23).

I1 est important de noter que plusieurs facteurs favorisent la progression vers la fibrose comme
I’insulino-résistance et la stéatose hépatique (accumulation d’adipocytes intra-hépatocytaire)
(173). Le genre masculin, un age supérieur a 50 ans, et surtout la surconsommation d’alcool ou
une coinfection par le VIH ont aussi €été¢ associés a une progression accélérée de la fibrose
hépatique et une augmentation de 1’incidence de la cirrhose et du carcinome hépatocellulaire

(170).

En conséquence de I’infection par le VHC, des complications ou manifestations extra-
hépatiques du VHC peuvent apparaitre. Elles sont peu connues et pourtant trés importantes si
I’on considére que pratiquement tous les organes peuvent étre affectés par ce virus (148). Par
exemple, le risque d’infarctus du myocarde et d’accident vasculaire cérébral est augmenté,
indépendamment des facteurs de risques bien connus tels que le tabagisme, I’hypertension ou
encore 1’exces de cholestérol. Des troubles métaboliques peuvent aussi intervenir, augmentant
’apparition de diabete de type 2 et donc I’insulino-résistance favorisant la fibrose. Des atteintes
rénales séveres ont aussi €té observées, ainsi que la survenue de lymphomes ou des désordres

touchant le systéme nerveux central (148).

3.4 Mc¢écanismes de pathogenese liés au VHC

Des progres considérables ont été réalisés dans la connaissance du virus, de son épidémiologie
et des pathologies associées, mais les mécanismes de persistance/pathogenese restent encore
mal connus. Malgré tout, plusieurs modeles in vivo et in vitro ont récemment vu le jour (174)
et permettent d’améliorer la compréhension des mécanismes immunitaires, des interactions
hote/virus ou de la pathogenése associée aux différents stades induit par I’infection par le VHC

(Figure 24).
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Figure 24.Histoire naturelle du VHC et les causes biologiques induisant des pathologies liées

a l'infection. Adapté de (175).

3.4.1 Réponses immunitaires innées et adaptatives au VHC

Comme pour la grande majorité des infections, une réponse immunitaire innée de 1’hote est
mise en place. Cela se traduit par une activation de cellules NK et de la voie de production
d’IFN de type I et III. Cette réponse innée précéde et prépare la mise en place de la réponse
adaptative qui se traduit par la maturation des lymphocytes B en plasmocytes sécrétoires
d’anticorps spécifiques anti-VHC : « la réponse humorale » ; mais aussi abouti a I’activation de

la division lymphocytaires T cytotoxiques : « la réponse cellulaire ».

3.4.1.1 Laréponse immunitaire innée

La réponse immunitaire innée est la premiere ligne de défense contre le VHC et se met en place
environ deux semaines apres infection lors de la phase précoce de la phase aigu€ de la maladie.
Son role est de détecter le VHC, d’initier des réponses antivirales locales dans les cellules
infectées et de recruter des cellules immunitaires a la médiation des réponses adaptatives. Les
récepteurs TLR-3 et RIG-I reconnaissent les composants du virus appelés PAMPs (pathogen-

associated molecular patterns en anglais). TLR-3 reconnait I’ARN double brin alors que RIG-
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I reconnait les extrémités 5° et 3 non codantes du génome du VHC. La conséquence est
I’activation de voies de signalisations par ces deux récepteurs, induisant la sécrétion par les
cellules infectées d’IFN-B de type I et d’IFN-A de type III. Ceux-ci activent des mécanismes
d’apoptose via la voie des caspases (176). La production d’IFN de type I et III pourrait moduler
I’apoptose par plusieurs mécanismes dont la voie JAK/STAT (177). Il semblerait que le virus
ait évolué pour échapper a I'immunité innée. Les protéines virales NS3-NS4A jouent un role
central dans le processus de I'évasion virale en bloquant la protéine RIG-I et I’induction de la
mort cellulaire. En outre, les protéines du VHC sont antagonistes a la voie de signalisation
JAK/STAT induite par les IFN de type I et III. Un autre mécanisme de 1’évasion viral repose
sur la modulation de 1'expression des génes stimulés par ces IFN, supprimant ainsi les réponses

immunitaires innées (178).

En plus de I’induction de la réponse antivirale dans les cellules, les IFN de type I et III sont
principalement responsables de I’activation/régulation des cellules de I’immunité telles que les
cellules NK qui jouent un role important dans le contrdle de I’infection virale. Les NK sont a
I’origine d’effets cytolytiques directs des cellules infectées médiés par les perforines ou le
TRAIL (TNF related apoptosis-inducing ligand en anglais) et d’effets indirects non-
cytolytiques médiés par les IFN-y. Mais la encore, le virus a développé des mécanisme pour
échapper a ’'immunité innée via la protéine E2 qui interagit avec le récepteur CD81 des cellules

NK pour altérer leur fonctionnement (179).

3.4.1.2 Laréponse immunitaire adaptative

La réponse immunitaire innée participe aussi a la mise en place de la réponse adaptative qui est
beaucoup plus spécifique et durable. La réponse adaptative intervient par deux mécanismes
(humorale et cellulaire) et sa détection se fait a partir de la quatriéme semaine post-infection

environ.
a) La réponse adaptative cellulaire

Les IFN sécrétés par les éléments de la réponse innée induisent les cellules dendritiques, qui
sont utilisées comme cellules présentatrices d’antigenes (CPA). Suite a la détection des CPA,
la réponse adaptative est mise en place. Interviennentt, alors, des lymphocytes T auxiliaires

CD4" et des lymphocytes T cytotoxiques CD8™.
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L’action de la réponse CD4" participe a la clairance du virus pendant la phase de ’hépatite
aigué. En effet, une réponse CD4" de type Th1, faisant intervenir les voies de I’IFN-y et de I’TL-
2, est soutenue, rapide, forte et peut aboutir a la clairance du virus. A I’opposé, une réponse
CD4" de type Th2 est beaucoup plus retardée, faible et méme transitoire, faisant intervenir les

voies de I’IL-4 et de I’'IL-10 et ne permettant pas a bloquer le passage vers la chronicité (180).

La réponse CD8" vise a inactiver et éliminer le virus par une action cytolytique directe des
lymphocytes mais aussi par un mécanisme non cytolytique via la sécrétion de cytokines anti-
inflammatoire. Toutefois, il a déja ét¢ montré que l’infection est capable d’inhiber la
prolifération des CD8", leur fonction cytotoxique mais aussi et surtout leur capacité a sécréter
des cytokines (181). Les CD8" sont aussi capables de reconnaitre différents épitopes des
protéines virales (principalement NS3 et NS5B). Selon I’épitope ciblé par la réponse
cytotoxique, la clairance du virus est plus ou moins variable et la coordination entre les deux
composants CD4" et CD8" est nécessaire afin de pouvoir établir une réponse suffisante a la
clairance virale (182). De puissantes réponses lymphocytaires CD4" multi-épitopes spécifiques
et CD8" ont ainsi été observées chez les patients guérissant spontanément lors de la phase aigué

de la maladie (183).
b) La réponse adaptative humorale

La réponse humorale commence a s’établir pendant la phase aigué de 1’hépatite C, a partir de
la quatriéme semaine post-infection. L’installation de la réponse humorale se traduit par la
sécrétion d’anticorps anti-VHC ciblant différentes protéines virales. Cependant, la capacité de
neutralisation de ces anticorps n’est pas claire in vivo. En effet, certains patients chroniquement
infectés possédent des anticorps neutralisants. Cette observation peut étre expliquée par
I’existence d’anticorps non-neutralisants dirigés contre les mémes épitopes que les anticorps
neutralisants, ou des épitopes chevauchants, et qui pourraient empécher leur activité
neutralisante (184). De plus, le virus est capable de se soustraire a cette réponse humorale en
raison de son processus de réplication d'erreurs qui se traduit par une grande variabilité dans la
région E1E2, cible d’une grand majorité des anticorps neutralisants (185). Par conséquent, le
VHC persiste malgré la détection des anticorps anti-VHC neutralisants chez les patients atteints

d'hépatite C chronique.

Le rdle de la réponse humorale dans la lutte contre 1’infection par le VHC reste cependant tres

important. En effet, une étude portant sur une cohorte de patients infectés par le VHC lors
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d’injection d’immunoglobuline contaminée, indique qu'un développement précoce d'anticorps
neutralisants peut contribuer a la clairance de l'infection par le VHC alors qu’une réponse
tardive peut conduire a une infection chronique (186). De plus, la présence d'anticorps
neutralisants a été associé a une faible charge virale, ce qui indique leur rdle dans le controle de

la virémie VHC (187).

3.4.2 Mécanismes pathogéniques associés a I’hépatite C chronique

L'hépatite C chronique est caractérisée sur le plan histologique par la présence d'infiltrats
lymphoides dans les espaces portes (ou espaces de Kiernan) des lobules hépatiques (Figure 25),
souvent sous la forme d'agrégats ou de follicules lymphoides. Ceux-ci sont souvent situés a
proximité des canaux biliaires qui peuvent alors étre 1€sés. Les 1ésions hépatocytaires associent
typiquement une nécrose cellulaire périportale et une inflammation lobulaire modérée. Une

stéatose macrovésiculaire modérée associée est également fréquente.

Veine centrolobulaire

Hépatocyte

Cellule de Kpffer
Sinusoide —+

Canalicule biliaire

Branche de — Canal biliaire

I" artére hépatique

Branche de la veine porte

Figure 25. Schématisation d’un lobule hépatique. Regroupement de cellules en unité
fonctionnelle du foie. L’espace porte est [’ensemble composé de I’artére hépatique, de la veine

porte ainsi que du canal biliaire. (Image Servier Medical Art)
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Plusieurs arguments expérimentaux pointent le role de la réponse immune cellulaire dans le

processus de destruction progressive du tissu hépatique caractérisant I'hépatite C chronique

chez I'homme (188).

En l'absence d'action cytopathique directe du VHC, les réponses immunes jouent un role de
premier plan dans l'apparition et I'évolution des Iésions hépatiques de I'hépatite C chronique.
Des lymphocytes T CD4", principalement de type Thl, et des lymphocytes T cytotoxiques
s'accumulent au niveau du foie (voir Introduction section 3.4.1). La lyse hépatocytaire induite
par ce mécanisme serait largement dépendante du type de cytokines secrétées (189-191).
Certaines ¢tudes suggerent que le virus altére directement la production de cytokines et de
facteurs de croissance dans le tissu hépatique des malades infectés (192, 193). Ainsi, le
déséquilibre dans l'expression des cytokines pro-inflammatoires et anti-inflammatoires au cours
de I'hépatite C chronique pourrait soit aboutir a une réponse immunitaire qualitativement
inadaptée a 1'élimination virale (194), soit étre a l'origine d'une réaction inflammatoire non

spécifique excessive supportant I'évolution en fibrose de la maladie (189).

3.4.3 Mécanisme de fibrose li¢ a I’hépatite C

La fibrose hépatique est la principale complication de I'hépatite C chronique. Son terme
évolutif, la cirrhose, est responsable de la morbidité et de la mortalité de 1'hépatite C (195). Le
foie réagit a l'agression par le VHC par la mise en place d’une réaction inflammatoire donnant
lieu a de la fibrogenéese. La fibrogenése est un processus dynamique caractérisé par la synthése
de molécules constitutives de la matrice extracellulaire (MEC), ensemble complexe de
molécules protéiques (collagene, €lastine), glycoprotéiques (fibronectine, laminine, etc...) et

de protéoglycanes, organisée en réseaux tridimensionnels interconnectés (196, 197).

Il s'agit d'un mécanisme non spécifique d'organe qui se pérennise tant que 1'agent agresseur reste
présent dans le foie et qui vise a limiter 1'extension de la réaction inflammatoire. Il s'agit donc
au début d'un mécanisme physiologique bénéfique pour I'organisme et qui fait partie intégrante
du mécanisme de cicatrisation. La fibrose est quant a elle un mécanisme pathologique
consécutif a une fibrogenése prolongée liée a la persistance du VHC dans le foie. La fibrose est
caractérisée par le dépdt anarchique des molécules de la MEC et leur organisation en polymeres

complexes et peu solubles aboutissant a la perturbation de 1'architecture hépatique (198).
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Figure 26.Le foie normal présente des cellules étoilées (HSC) quiescentes et une matrice
extracellulaire (MEC) de faible densité dans [’espace peri-sinusoidal. Lors de lésions
chroniques, les HSC proliferent et sont activées. Cela favorise la production d’une MEC de

haute densité qui a long terme abouti a la fibrose (199).

11 est établi que la plupart des cellules hépatiques sont susceptibles de participer a la synthése
matricielle (200). C’est ainsi le cas des hépatocytes (201, 202), des cellules épithéliales biliaires
(203) et des cellules endothéliales sinusoidales (201). Cependant, le role majeur de la

fibrogenese est joué par la cellule étoilée hépatique (HSC, hepatic stellate cell en anglais).

Une des hypothéses serait que les HSC expriment des récepteurs d’entrée du VHC (204), ce qui
les rendraient permissives a une infection in vivo par le VHC, mais cela n’a pas encore été établi
et une étude récente a montré, in vitro, la non-infection de ces cellules par le VHC (205). Sous
I’influence de cytokines, notamment par le transforming growth factor beta (TGF-f) produit
par les cellules de Kupffer lors de dommages hépatiques, les HSC acquiérent des propriétés
myofibroblastiques et se mettent a synthétiser des constituants de la MEC (Figure 26) (206). La
prolifération des HSC est quant a elle soumise a 1’influence du platelet-derived growth factor
(PDGF) aussi produit lors de dommages hépatiques (207). La synthese de cytokines, lors de la
réaction inflammatoire chronique due au VHC, a donc pour action avec le temps, la
prolifération et la différenciation des HSC favorisant I’accumulation exagérée de MEC au sein

du parenchyme hépatique.
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3.4.4 Cirrhose et hépatocarcinome cellulaire (HCC)

La cirrhose est le stade final des maladies chroniques du foie. C’est une condition pathologique
définie par une architecture hépatique déréglée et une régénération nodulaire parenchymateuse
résultant d’une fibrose progressive. Aprés 10 a 15 années, on parle de cirrhose décompensée
lorsque 1’adaptation des mécanismes pour compenser les effets nuisibles de la pathologie n’est
plus suffisamment efficace. Le foie n’est alors plus capable d’assurer ses fonctions normales et
des symptomes graves apparaissent comme des hémorragies cesophagiques ou du tube digestif,
des ascites (¢panchement liquidien intra-abdominal) ou encore des cedémes. Le développement
de la cirrhose est aussi la condition la plus commune prédisposant pour le HCC. Une fois la

cirrhose établie, le risque de développement de HCC augmente de 1 a 6% par an (208).

Les mécanismes de progression vers le HCC ne sont pas bien connus. Les protéines du VHC
peuvent indirectement conduire a une instabilité génétique des cellules infectées via la
suppression des systémes de réparation de I’ADN, a I’apparition de cassures d’ADN, & une
augmentation de la fréquence de mutation et a des réarrangements chromosomiques (209). En
effet, la protéine core du VHC, capable d’induire le HCC chez des souris transgéniques (210),
est impliquée dans des voies de signalisation cellulaires, d’activation de transcription,
d’apoptose, de métabolisme des lipides ou encore de transformation (211). D’autre part, la
protéine E2 peut interagir avec le systéme immunitaire et inhibe I’action des cellules T et NK
afin de promouvoir la prolifération et la survie des cellules malignes (212, 213). Enfin, la
protéine NS3 ayant des activités de protéase, hélicase a ARN et NTPase peut induire la

carcinogenese par interaction avec p21 et p5S3, deux oncogenes (214, 215).

D’autres mécanismes pourraient aussi intervenir dans le développement d’un HCC. Ainsi, il a
été observé que les télomeres sont plus courts chez certains patients avec une infection VHC
chronique ou en rémission, cela pouvant causer des instabilités génétiques, des aneuploidies et
des transformations malignes (216, 217). Des analyses de pertes d’hétérozygoties ont aussi
montré, de fagon significative chez des patients avec un HCC primaire, plusieurs loci
chromosomiques abritant des génes suppresseurs de tumeur potentiels tels que 7P53 et IGF2R
(218-220). 11 a aussi été identifié des mutations somatiques lors d’induction de HCC par le VHC
dans des genes tels que 7P53, la catenin beta-1 (CTNNBI) et le phosphoinositide-3-kinase-
catalytic-alpha (PIK3CA) (221). Les mutations dans 7P53 affectent en aval les geénes liés au
cycle cellulaire ou encore a la prolifération. Les mutations dans CTNNBI sont présentent dans

33% des cas de HCC induit par le VHC (222).
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3.5 Les traitements de I’hépatite C

Le traitement standard et seul traitement de I’infection par le VHC était, jusque fin 2011, la
bithérapie par interféron pégylé et ribavirine (PEG-IFN/RBV). Historiquement, le traitement
de I’hépatite C chronique était I’interféron alpha simple mais qui avait comme désavantage
majeur de nécessiter plusieurs injections par semaine. La pégylation (PEG) de ’interféron,
c’est-a-dire la fixation d’un résidu polyéthyléne glycol inerte, a permis de contourner ce
probléme en conférant au produit une demi-vie plus longue et permettant de réduire la fréquence
d’injection (223). Cependant, il a ét¢ démontré que ’origine ethnique des patients a une
influence sur la réponse au traitement PEG-IFN/RBV. Ainsi, des polymorphismes fréquents
chez les européens dans le géne /L28B favorisent deux fois plus une réponse virologique
soutenue (SVR, sustained virological response en anglais) apreés traitement par rapport aux

patients d’origine africaine (224).

Les IFN-a 2a et 2b agissent au niveau de la réponse innée (225). Toutes les étapes du cycle
viral (voir Introduction section 3.2.2) peuvent étre inhibées par les IFN. Ils n’agissent pas
directement sur le virus mais indirectement par induction de la transcription de génes codant
pour des protéines médiatrices des effets antiviraux (226). Cela va d’une activité antivirale
comme l’induction de la dégradation d’ARN simple brin via D’activation de la 2°5’A
synthetase/RNaselL (227), a une action immuno-modulatrice via notamment 1’activation de
cellules T CD8 cytotoxiques et NK, une augmentation de I’expression de molécules HLA de

classe I sur les cellules infectées et d’une inhibition de 1’apoptose des cellules T (228, 229).

La ribavirine (RVB) appartient a la classe thérapeutique des analogues nucléosidiques de
synthese, trés important dans le traitement de 1’hépatite C. Plus précisément, la RBV est un
analogue de la guanosine, synthétisé pour la premiere fois en 1970 (230). Son activité antivirale
a spectre large a été rapportée en 1972 (231). Sa forme aérosol a été approuvée dans le
traitement pour le virus respiratoire syncytial chez les enfants en détresse respiratoire dans le
milieu des années 1980, avant la découverte du virus de 1'hépatite C en 1989. De nombreuses
propriétés antivirales in vitro contre de nombreux virus ont été démontrées (232-235). Méme si
son activité antivirale reste modérée in vivo a ’encontre du VHC (236), sa synergie avec le
PEG-IFN est indiscutable sans que ce mécanisme d’action ait été €lucidé (237). Bien que la
RBYV joue clairement un role dans la réponse au traitement contre le VHC, le mécanisme
antiviral reste controversé. Il existe plusieurs mécanismes proposés pour l'action de la RBV

(238-240) comme ’inhibition de la polymérase virale ou du coiffage des ARNs ou encore de
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facon indirecte un effet immuno-modulateur. En effet, il a été prouvé qu’elle réduit, in vitro, la
prolifération lymphocytaire induite par les agents mitogenes tels que le VHC. Son effet
immuno-modulateur provient de sa capacité a réguler la réponse immune en diminuant la
réponse Th2 au profit de la réponse Thl, augmentant ainsi la production d’IFNy (voir
Introduction section 3.4.1). Cette immuno-modulation augmente la clairance virale alors que la

réponse Th2 augmente le risque de passage a la chronicité (236, 237, 241).

Depuis 2011, le traitement de I’hépatite C a connu une avancée majeure avec le développement
de nouveaux antiviraux a action directe (DAA pour direct acting antiviral) dirigés contre les
protéines du VHC. La prise en charge des patients infectés par le génotype 1 du VHC a
grandement été améliorée par la combinaison du traitement PEG-IFN/RBYV avec le télaprévir
ou le bocépevir, deux DAAs. Cette combinaison a permis d’atteindre des taux de SVR de 70 a
75% avec le télaprévir et de 68% avec le bocépévir (242-244). Bien qu’efficaces, ces molécules
présentent néanmoins d’importantes limites : des effets secondaires majeurs (rash cutané et
d’anémie sévere nécessitant la co-prescription de facteurs de croissance hématopoiétique, voir
des transfusions itératives), un colt élevé et I’émergence de mutations résistantes en cas d’échec
(compromettant les stratégies ultérieures). Tous ces éléments restent un frein a la généralisation

de ces traitements.

La mise a disposition en 2014 d’une nouvelle génération de DAA tres efficace et disposant d’un
bon profil de tolérance a laissé entrevoir une guérison possible de la majorité des personnes
porteuses d’infection chronique par le VHC. En effet, aprés un traitement de 12 ou 24 semaines,
90% de réponse soutenue virologique sont observés (245, 246). Cette guérison est associée a
une réduction des complications, des cirrhoses, des cancers et des transplantations. Apres le
premier de cette nouvelle classe thérapeutique : le sofosbuvir, un inhibiteur de polymérase
NS5B, de nombreux autres produits ont vu le jour comme le siméprévir et le daclatasvir, tous
deux inhibiteurs du complexe NS5A (245). Encore, ces traitements sont trés couteux et ne sont
pas disponibles pour tous les patients infectés. Le sofosbuvir n’est ainsi remboursé que pour les

malades avec une atteinte hépatique sévere.

D’autres approches sont en voie de développement comme cibler les récepteurs cellulaires
nécessaires a I’entrée du virus (voir Introduction section 3.2.2.1) par des molécules ou des

anticorps spécifiques (242-244, 247-249).
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3.6 Facteurs génetiques de 1’hote et I’hépatite C

L’avancé clinique de la maladie différe grandement entre les individus infectés par le VHC.
Les variations virales et/ou celles de I’hote ainsi que les facteurs environnementaux influencent
cette progression (Figure 27). Depuis quelques années et jusqu’a récemment, plusieurs GWAS
ont identifié¢ des facteurs génétiques de 1’hote impliqués dans la progression de la maladie ou
dans I’efficacité des traitements. La principale découverte a été 1’association de variations
génétiques dans IFNL3-IFNL4 (aussi nommé [L28B), tout comme le locus HLA de classe 11
avec la clairance spontanée, lors de I’hépatite C aigué. D’autres variants génétiques ont été
associés a I’activité de I’hépatite ou a la progression de I’hépatite C chronique. Ainsi, des génes
liés a I’apoptose comme RNF7, TULPI et MERK ont été associés a une progression de la

fibrose, et des variants dans DEPDC5 et MICA ont été associés a des HCC 1ié au VHC.

Infection VHC Hépatite Cirrhose Hépatocarcinome
chronique cellulaire
Infection Stéatose Progression Carcinogenése
chronique Activité de la fibrose

inflammatoire

gZ:Qt?;fes IFNL3-IENL | | 1ENL3-1ENLa A’;:: :K MICA
de I'hote HLA-DQ PNPLA3 AT DEPDC5
HLA-DR, DQ
IFNL3-IFNL4
PNPLA3
Genre Alcool Gone Afsoc]
Autres Genre | |Age Obésité o Aleocl,
facteurs Ethnicité | | Génotype VHC Diabétes L beés
Immunosuppression Ethnicité Diabetes

Figure 27. Variations génétiques de l'hote et autres facteurs associés a l'évolution clinique de
l'infection par le VHC. Les genes en gras ont été identifies par GWAS alors qu'en police
normale par approche "gene candidat". Adapté de (250).

3.6.1 Guérison sous traitement ou spontanée

En 2009, quatre groupes indépendants ont publiés simultanément des GWAS testant le rdle

génétique dans la réponse au traitement PEG-IFN/RBV chez des patients infectés
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chroniquement par le VHC (224, 251-253). Les quatre études ont montré une forte association
entre des polymorphismes dans/prés du locus /FNL3-IFNL4 et la clairance VHC induite par le
traitement, les patients homozygotes pour 1’allele favorable ayant un taux de deux a trois fois
plus ¢élevé pour une SVR. Les données se sont accumulées en regard de la significativité des
polymorphismes du locus /FNL3-IFNL4 non seulement dans la réponse aux traitements mais
aussi avec la clairance spontanée lors de la phase aigué de ’infection par le VHC. Une GWAS
de 347 patients clairés spontanément, 567 infectés chroniques et de 448 coinfectés VIH/VHC a
permis d’identifier le rs8099917. Ce SNP est situé¢ en amont de 9kb d’/FNL3 et en dehors
d’IFNL4 (251). Des études « gene candidat » ont aussi été réalisées comme celle de Thomas et
al. en 2009 (254) qui a étudié le cas du rs12979860 dans la clairance spontanée du VHC, situé
a 3kb en aval d’/FNL3 dans le premier intron d’/FNL4. La forte association entre le rs12979860
et la guérison spontanée a été observée au sein d’Européens et d’Afro-américains (254). Il
semblerait que la fréquence génotypique d’/FNL3-IFNL4 varie parmi la population mondiale
impliquant probablement un taux de guérison variable selon les ethnies (255-257). Récemment,
un nouveau polymorphisme dans le premier exon d’/FNL4 a été associ€ a la clairance (258). 1l
s’agit du rs368234815 (TT ou G) en fort LD avec le rs12979860, ou I’all¢le G, favorisant la
guérison, permet un cadre de lecture pour la traduction de la protéine IFN-A4 de type III

similaire a IFN-A3.

En 2013, une GWAS entre la guérison spontanée du VHC et un large nombre d’individus
d’origine européenne et africaine a observeé le rs12979860 (/FFNL4), mais aussi, associé de fagon
indépendante, le rs4273729 pres du locus HLA-DQBI (259). Une association entre le HLA de
classe II et la clairance spontanée avait déja été rapportée par analyse « gene candidat » (260,

261).

3.6.2 Progression de la maladie

L’infection chronique améne a la fibrose hépatique et par conséquence a la cirrhose et au HCC.
Cependant, I’activité inflammatoire et la progression vers la cirrhose et le HCC varient selon
les individus. Plusieurs études ont déja montré que I’age, le genre, le génotype VHC, la prise
d’alcool, I’obésité, la résistance a ’insuline, les diabétes ou encore I’immunosuppression
influencent et favorisent la progression de la maladie vers la cirrhose et le HCC. Plusieurs
¢tudes « géne candidat » ont révélé des associations entre la progression de la fibrose et des
marqueurs génétiques impliqués dans la séquence de plusieurs genes de cytokine et de

chimiokines comme /L6, CCL2, CCLS8, TNF et le TGFBI1 (262-266). 11 a aussi été rapporté que
72



le HLA de classe II influence I’activité inflammatoire hépatique et la progression vers
I’infection chronique (267, 268). Le locus /FNL3-IFNL4 semble aussi jouer un role dans la
progression de la maladie, comme ses associations avec un risque de fibrose sévere (269), ou

une haute activité inflammatoire et une progression de la fibrose (270).

En 2008, une GWAS a mis en avant une association entre la stéatose hépatique non-alcoolique
(NASH) et le gene de la patatin-like phospholipase domain-containing protein 3 (PNPLA3). Le
1s738409, variant de PNPLA3, code pour un isoforme protéique (I148M), influencgant la
stéatose sans affecter la résistance a I’insuline (271). Ce polymorphisme a aussi été associé avec
des maladies hépatiques dues a I’alcool et des cirrhoses alcooliques (272). Lors d’une étude
avec la stéatose hépatique et la progression de la fibrose chez des patients européens infectés
chroniques, 1’allele G homozygote du rs738409 augmente les risques de stéatose avec un Odd-

Ratio (OR) de 2,55 et de fibrose (OR = 3,13) (273).

En 2012, Patin et al. ont réalisé une GWAS pour identifier des facteurs génétiques associés a
la progression de la fibrose hépatique au sein d’une cohorte de patients européens infectés VHC
trés bien caractérisés (274). Le rs16851720, dans le géne RNF7 qui code pour un antioxydant
protégeant de 1’apoptose, a été significativement identifié, tout comme les rs4374383 et
r$9380516 situés dans ou prés de MERTK et TULPI qui sont impliqués dans la phagocytose

cellulaire apoptotique par les macrophages.

3.6.3 Hépatocarcinogenése

Plusieurs ¢tudes ont identifi¢ des facteurs génétiques prédictifs du HCC li¢ au VHC. Par
approche « géne candidat », plusieurs génes comme EGF, TP53 ou encore MDM?2 ont été
associés a I’hépatocarcinogenése (275-277). Par analyses « génome entier », les geénes

DEPDCS5 et MICA ont été identifiés.

En 2011, une GWAS de patients japonais infectés par le VHC, avec ou sans HCC, a révélé un
variant intronique, le rs1012068, localisé dans le locus DEPDC5, associé significativement
avec la susceptibilité au HCC (OR = 1,96) (278). De facon intéressante, le niveau d’expression
de DEPDCS est plus important dans des tissus tumoraux que dans du tissu non-tumoral sans
étre relié¢ aux génotypes du rs1012068. Cependant, 1’allele a risque (G) est significativement
plus fréquent chez les hommes présentant un ratio > 5 de DEPDC5 ARNm tissu tumoral/tissu
normal, alors que ce n’est pas le cas chez les femmes (278). La fonction de DEPDCS5 n’est

toujours pas connue mais il semblerait que la protéine soit impliquée dans des signaux de
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transduction intracellulaire selon I’homologie entre les domaines DEP de DEPDCS et ceux de

Dishevelled-1.

Une autre étude en « cas/témoins », toujours composée de patients japonais, ayant un HCC lié
au VHC ou chroniquement infecté par le VHC sans HCC, a montré une association entre le
1s2596542, situé en 5’ de la région du MHC class I polypeptide-related sequence A (MICA) et
le HCC li¢ au VHC (OR = 1.39). Plus précisément, I’association de MICA concerne la
progression vers le HCC depuis ’infection chronique et non la susceptibilité de la chronicité de
la maladie (279). MICA est une protéine membranaire qui agit comme un ligand pour les
cellules NK groupe 2D (NKG2D). Cette interaction MICA/NKG2D déclenche la cytotoxicité
médiée par les NK vers les cellules infectées. C’est aussi une molécule importante dans la
surveillance immunitaire de la sénescence cellulaire (280). Le niveau d’expression de MICA
est plus faible chez les individus présentant un all¢le A du rs2596542. Cela pourrait expliquer
la faible activation des cellules NK et du systéme immunitaire chez les patients infectés
chroniques possédant un allele A du rs2596542 et donc une progression vers le HCC (279).
Cette association a été répliquée chez des patients caucasiens mais avec un effet inverse a la
premiére GWAS, D’allele A du rs2596542 protégeant du développement d’HCC (281). En
affinant cette derniere analyse, un nouveau polymorphisme, le rs2244546 situé¢ dans HCP5 en
amont de MICA, a été identifié comme étant un fort prédicteur de HCC li¢ au VHC dans cette
cohorte de caucasiens. Il est a noter que le rs1012068, associ¢ avec le HCC chez les japonais,

n’est pas retrouvé chez les caucasiens (281).
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4 COINFECTION PAR LES VIRUS DU VIH ET VHC

4.1 Epidémiologie

L’infection par le VHC est fréquemment retrouvée chez les patients atteints par le VIH. Le
nombre d’individus coinfectés est estimé a prés de 7 millions a travers le monde (282). La
coinfection est devenue un événement plus qu’anecdotique. Les deux virus partagent des voies
communes de transmission (voies parentérale, sexuelle et verticale), et I’infection chronique
par le VHC émerge comme la cause majeure de comorbidité, aprés complications liées au
SIDA, chez les individus infectés par le VIH ayant un accés aux thérapies par HAART (highly

active antiretroviral therapy en anglais) (283).

Le VHC se transmet 10 fois plus efficacement que le VIH via une exposition parentérale, et les
patients coinfectés sont souvent en premier touchés par le VHC (284, 285). Avant 1990,
I’injection de drogue intraveineuse et les transfusions sanguines répétées ont toujours été

identifiées comme étant les facteurs de risque les plus importants (286).

Concernant la transmission par voie sexuelle, le VHC est transmis moins efficacement que le
VIH (104, 105, 107). Malgré tout, une explosion mondiale d’infection par voie sexuelle du
VHC est apparue au cours des dernicres années chez des patients contaminés par le VIH. En
effet, énormément de cas ont été rapportés parmi la communauté homosexuelle masculine aux
Etats-Unis et en Europe (287). Ces infections résultent d’une agrégation de plusieurs facteurs

de risque non reliés a la toxicomanie et a un comportement sexuel a haut risque (288).

4.2 Histoire naturelle de la coinfection

4.2.1 Effet de la coinfection VIH/VHC sur ’histoire naturelle du VHC

La coinfection par le VIH a un impact significatif sur le cycle réplicatif du VHC ainsi que sur
I’histoire naturelle de 1’infection par le VHC. Des charges virales plasmatiques VHC plus
¢levées ont été montrées parmi les patients coinfectés VIH/VHC (289, 290) et la virémie a été
inversement corrélée aux taux de CD4*(291). Une augmentation d’ARN VHC hépatique a aussi
¢té observée chez les individus coinfectés VIH/VHC (292). Cet effet serait di a

I’immunodépression liée au VIH ou bien a une interaction entre les deux virus. Depuis
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I’introduction des thérapies par HAART, les individus coinfectés montrent une légere
augmentation paradoxale des niveaux d’ARN VHC sériques (293, 294), suggérant que

I’immunosuppression et un effet direct du VIH ne sont pas les seuls facteurs impliqués.

L’impact majeur de la coinfection VIH/VHC sur 1’évolution de I’infection liée au VHC est une
accélération de la progression des maladies hépatiques. La coinfection montre une mortalité
plus ¢élevée que lors des cas de monoinfection (295). Avant I’¢re des thérapies par HAART, la
mortalité des coinfectés était due au SIDA masquant d’autres causes potentielles. Cependant,
depuis I’introduction des thérapies VIH efficaces, la mortalité liée au SIDA a fortement diminué
et la comorbidité associée aux maladies du foie a émergé comme la cause principale de déces

chez les patients infectés par le VIH et spécialement parmi les coinfectés VIH/VHC (296).

Les complications en phase terminale de maladies hépatiques ou un HCC sont associés a la
principale cause de mortalité parmi les patients coinfectés VIH/VHC (297). Plusieurs études
ont démontré un degré d’inflammation hépatique et des taux de progression de fibrose plus
¢levés lors de la coinfection VIH/VHC par rapport a la monoinfection VHC (284), et les
biopsies hépatiques de patients coinfectés montrent des fibroses avancées des la phase aigué de
I’infection par le VHC (298). 1l a aussi clairement ét¢ démontré que la coinfection augmente le

risque de déclarer une cirrhose de deux fois par rapport a 1’infection VHC seule (299).

4.2.2 Effet de la coinfection par le VHC sur les maladies associées au SIDA

Le VHC ne semble pas avoir d’impact majeur sur 1’évolution du SIDA. Avant I’¢re des
thérapies par HAART, aucun effet du VHC n’a pu étre observé sur la progression du SIDA
(300). Depuis, plusieurs études ont cherché a identifier des effets mais les rapports étaient
souvent contradictoires (301). Selon The Swiss Cohort Study, I’infection par le VHC accélere
la progression du SIDA et la mort des patients (302) alors qu’une étude américaine n’a pu
trouver de différences entre des patients coinfectés et monoinfectés VIH (303). Cependant, les
deux études se basaient sur des cohortes dont la date de séroconversion VIH était inconnue et
I’analyse présentait des biais potentiels (304). Il est aussi difficile de savoir si la coinfection
VIH/VHC est associée a la restauration des propriétés des cellules CD4" par la thérapie par
HAART. Encore une fois, les études réalisées sont contradictoires, et montrent souvent des

effets faibles (305).
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4.2.3 Les mécanismes d’interaction VIH/VHC

CCRSY CXCR4
o)
5 » (TRAIL/DR
'

'

l Increased fibrosis ‘ ’ Increased HCV replication l ’ Cell death ‘

Figure 28. Interaction entre le VIH et le VHC dans les hépatocytes et les HSC, contribuant a
la fibrose hépatique. Le VIH active plusieurs mécanismes qui augmentent la fibrose, la
réplication du VHC et I’induction de I’apoptose (306). Abbréviations: CCR5, C-C chemokine
receptor type 5; COLIAI, type 1 collagen;, CXCR4, C-X-C chemokine receptor type 4; DR,
death receptor; HSC, hepatic stellate cell; MCP-1, monocyte chemoattractant protein 1; ROS,
reactive oxygen species; TGF-f1, transforming growth factor beta-1; TIMP-1, tissue inhibitor
of metalloproteinases;, TRAIL, TNF-related apoptosis-inducing ligand.

Plusieurs mécanismes pathogéniques pourraient expliquer I’accélération du taux de progression
des maladies hépatiques chez les individus coinfectés (Figure 28). Bien que le VIH ne se
transmette pas directement aux hépatocytes, il a été montré que le VIH améliore la réplication
du VHC dans des cellules hépatiques in vitro. Cet effet pourrait étre médié¢ par l'interaction
entre la gp120 du VIH et les corécepteurs CCRS5/CXCR4 sur les hépatocytes, par l'intermédiaire
du TGF-B (307). Le TGF-p est un médiateur clé dans le processus de fibrose du foie, car il est
I'une des cytokines les plus profibrogénique. Le VIH peut également favoriser la fibrogenése
par l'induction de la production d'especes réactives d'oxygene par les hépatocytes et les HSC,
par l'intermédiaire de la voie de NFk-B dépendante ; cet effet est renforcé en présence du VHC.
Le VIH peut également induire I'apoptose des hépatocytes par une sensibilité accrue au TRAIL
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(TNF-related apoptosis-inducing ligand en anglais) induisant l'apoptose (308). L'activation
systémique du systéme immunitaire lors de l'infection VIH a été associée a I'activation des HSC,
qui ont un role central dans le développement de la fibrose (voir Introduction section 3.4.3).
L'infection directe des HSC par le VIH a ét¢ documentée, bien que le mécanisme exact reste
inconnu (309). De plus, I’activation des HSC altére 1’activité anti-fibrotique des cellules NK,

observée lors de I’infection au VIH, en raison de la perte de fonction des cellules CD4" (310).

L’infection au VIH a été associée a des taux sanguins ¢€levés d’hepcidine, plus que ceux
observés lors de la monoinfection VHC et la coinfection VIH/VHC (311, 312). L’hepcidine est
une hormone peptidique qui régule ’homéostasie du fer. L’augmentation des réserves de fer
hépatique dans la monoinfection VHC et la coinfection VIH/VHC reste a prouver. Néanmoins,
le fer hépatique a été démontré comme étant stimulant des HSC et affecte négativement la

progression de la fibrose parmi les individus monoinfectés par le VHC (313).

Les réponses immunitaires anti-VHC sont compromises lors de la coinfection par le VIH. Un
taux faible de CD4" engendre des réponses immunitaires T CD8" spécifiques du VHC
largement atténuées (314). La population virale d’infection VHC semble plus diversifiée dans
les cas de coinfections VIH/VHC. Ceci refléte la faible pression de sélection par le systéme
immunitaire affaibli. De ce fait, la forte hétérogénéité en quasi-especes pourrait affecter

négativement la réponse au traitement par le PEG-IFN (315).

Le VIH conduit a une dérégulation et a une activation chronique du systéme immunitaire. La
baisse des CD4" dans le tissu lymphoide associé a I’intestin se produit relativement t6t dans
I’évolution de I’infection par le VIH et conduit a une translocation microbienne a travers la
muqueuse intestinale avec la forte présence de LPS dans la circulation sanguine (75). Ces
niveaux €levés en LPS circulant ont été associés a un risque plus ¢élevé de développement d’une

cirrhose lors de la coinfection VIH/VHC (316).

4.3 Traitement des individus coinfectés VIH/VHC

La diminution de la mortalité des patients coinfectés par le VIH, suite a I’utilisation généralisée
des HAART apres 1996, a été contemporaine de 1’amélioration du traitement anti-VHC. Ces
avancées majeures ont été validées par des essais thérapeutiques pour les patients coinfectés
VIH/VHC. Plusieurs essais thérapeutiques ont ét¢ concluants avec la combinaison PEG-
IFN/RBV, thérapie anti-VHC, chez les individus coinfectés. A noter que les taux de guérison

SVR fluctuaient selon le génotype VHC et étaient toujours inférieurs aux patients monoinfectés
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VHC (317). De fagon similaire a ce qui est observé chez les monoinfectés VHC, une réponse
virologique précoce (négativation de la charge virale VHC a la douziéme semaine de traitement
), chez les individus coinfectés VIH/VHC, prédit une SVR associée a une non-progression, une

amélioration hépatique (318) et la réduction significative de la décompensation hépatique ou

d’un HCC (319).

Plus récemment, les nouveaux traitements par DAA contre le VHC ont démontré une efficacité
absolument identique chez les coinfectés VIH/VHC et chez les monoinfectés VHC. Une
guérison virologique soutenue est obtenue dans plus de 90% des cas méme chez des patients
cirrhotiques. Seule une vigilance est requise quant aux nombreuses interactions entre les

HAART et DAASs chez ces patients coinfectés (320).

4.4 Hépatotoxicité des thérapies par HAART

Plusieurs rapports d’hépatotoxicité ont émergés apres 1’avénement des thérapies par HAART.
Tous faisaient observations d’une association avec un risque élevé d’hépatotoxicité dii aux
HAART (321, 322). A priori, la plupart des cas d’élévation enzymatique ne sont pas associés a
des symptomes cliniques et se résolvent avec la modification du traitement. Cependant, de
graves complications peuvent apparaitre et une sévere toxicité hépatique est observable (définie

par un taux de ALAT 10 fois supérieur a la normale) (323).

Les mécanismes d’hépatotoxicité liés aux HAART ne semblent pas étre si différents entre la
coinfection VIH/VHC et la monoinfection VIH (324), mis a part le développement potentiel de
1ésions hépatiques suite a la restauration immunitaire et I’aggravation des dommages immuno-
médiés des hépatocytes infectés VHC (325). Les facteurs de risque d’hépatotoxicité liés aux
HAART, parmi les coinfectés VIH/VHC, incluent le degré de fibrose préexistante et I’ infection
par le génotype 3 du VHC (324). Certaines molécules telles que la névirapine, la stavudine, la
didanosine ont été particuliecrement incriminées mais sont désormais trés peu ou tres
exceptionnellement prescrites. L’élimination de I’infection VHC par le traitement PEG-
INF/RBV, et donc I’atteinte de la réponse SVR, est associée a une réduction des risques
d’hépatotoxicité liés aux HAART (326), donnant un argument supplémentaire a traiter ces

patients pour le VHC le plus tot possible.
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5 OBJECTIFS DE MA THESE

J’ai rejoint I’équipe du Pr Zagury au cours de I’année 2011 en qualité d’ingénieur pour un projet
d’une année financé par le SIDACTION en collaboration avec le laboratoire « Interaction
hote/virus » (Inserm, U1016, Hopital Cochin, Paris) dirigé par le Dr Emiliani. Le projet
consistait en I’analyse bioinformatique de données obtenues par CLIP-seq (Cross-Linking
Immunoprecipitation suivi de séquencgage haut-débit) afin d’identifier des miRNA mobilisés

lors de I’infection par le VIH-1, ainsi que leurs cibles pour comprendre les voies touchées (327).

En paralléle de ce projet, j’ai pu me familiariser avec les approches génomiques mises en ceuvre
au laboratoire GBA et acquérir la capacité d’analyser des données de génotypage. A la fin de
mon contrat SIDATION, fin 2012, le Pr Zagury m’a proposé de réaliser une thése au sein du
laboratoire GBA et j’ai décidé de m’engager afin d’enrichir mes connaissances et mon

expérience en génomique.

Mon projet de thése a consisté a analyser par GWAS la cohorte ANRS CO 13 HEPAVIH
comprenant des patients coinfectés par le VIH et le VHC. L’objectif principal de ce travail était
I’identification des facteurs génétiques impliqués dans le développement des symptomes liés a
la coinfection VIH/VHC et notamment la progression de la fibrose hépatique bien documentée
sur le plan clinique dans cette cohorte. Ce projet avait I’intérét de pouvoir mettre en valeur des
interactions possibles entre les virus VHC et VIH pour des phénotypes déja bien étudiés en
mono-infection pour chacun d’entre eux. Mon projet de theése s’est déroulé selon les étapes

suivantes :

e Exploration des données démographiques de la cohorte ANRS CO 13 HEPAVIH afin
de définir les phénotypes et les covariables.

e Exploitation de données génomiques issues des puces de génotypage par étude
d’association « génome entier ».

e Identification et interprétation biologique d’associations génétiques liées a la fibrose
hépatique dans la coinfection VIH/VHC.
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Deuxieme partie

Matériels et méthodes
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1 OUTILS GENOMIQUES ET BIOINFORMATIQUE

1.1 Bases de données bioinformatiques

La premiere GWAS générant des associations significatives a été publiée en 2005 (328).
Depuis, le nombre de GWAS publiées chaque année n’a cessé d’augmenter et on recense plus
de 1 900 études publiées (35). Cette croissance rapide s’explique notamment par 1’émergence

de plusieurs bases de données utilisées pour réaliser des GWAS.

1.1.1 dbSNP

La base de données « SNP database », connue sous le nom de dbSNP, est une base de données
publique qui a pour but de répertorier les variations génétiques recensées chez plusieurs espéces
animales dont I’étre humain (5). Les SNPs ne sont pas les seuls polymorphismes a étre
renseignés dans cette base, les indels ou les microsatellites y sont également inclus. Au total,
plus de 60 millions de polymorphismes sont actuellement décrits dans cette banque. Cette base
de données représente une source d’information majeure pour la communauté scientifique
puisque le but de ce catalogue est d’annoter de fagon précise les polymorphismes découverts
dans le génome. Ainsi, lorsqu’un SNP est répertorié dans la base de données, des informations
concernant sa localisation, ses conséquences fonctionnelles possibles ou encore les fréquences
alléliques sont disponibles. De plus, lorsque des publications relatives a un SNP existent, la
fiche dbSNP de ce site les recense et propose de liens vers celles-ci. Par conséquent, cette base
de données constitue un outil majeur dans les études génomiques en permettant de connaitre

rapidement et facilement les caractéristiques d’un polymorphisme.

1.1.2 Le projet HapMap

Les haplotypes constituent une information essentielle dans les études génétiques. Ainsi, en
2002, un consortium international a entrepris une cartographie des haplotypes dans plusieurs

populations : le projet HapMap (12, 329). Ce projet s’est déroulé en trois phases.

-Phase I du projet, environ 1 million de SNPs génotypés chez 270 individus originaires de 4

populations différentes :

e 90 nigériens (Yoruba d'Ibadan) formant 30 trios (deux parents et un enfant),
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e 90 résidents des Etats-Unis originaires d’Europe du Nord et d’Europe de I’Ouest

formant 30 trios,
e 45 japonais non apparentés de la région de Tokyo,
e 45 chinois non apparentés de la région de Pékin

-Phase II du projet, augmentation du nombre de SNPs génotypés : environ 3,1 millions de

SNPs chez les mémes individus (330).

-Phase III du projet, augmentation de la densité de SNPs génotypés et du nombre d’individus,

dont certains issus de populations non étudiées dans les phases précédentes (331) :

e Pour les populations originelles du projet, 90 nouveaux individus africains, 90 nouveaux
individus d’origine européenne et 45 individus pour chacune des deux populations
asiatiques ont été rajoutés au projet. Environ 5 millions de polymorphismes, dont des

CNVs, ont été génotypés pour ces individus.

e Sept nouvelles populations (des afro-américains, des chinois résidant aux Etats-Unis,
des mexicains résidant aux Etats-Unis, des toscans, des kenyans de la tribu Luhya, des
kenyans masais et des indiens Gujarati vivant aux Etats-Unis) ont été ajoutées au projet.

Environ 1,4 millions de SNPs ont été génotypés pour ces individus.

L’intérét du projet HapMap est multiple. Tout d’abord, les données obtenues par le projet, et en
particulier les génotypes, ont ét¢ mises gratuitement a la disposition de la communauté
scientifique constituant une source d’information importante. De plus, il a permis d’identifier
et de caractériser une grande partie des SNPs fréquents (dont la fréquence de I’alléle mineur est
supérieure a 5%) dans plusieurs populations. Ainsi, le projet permet de connaitre la fréquence
de ces SNPs au sein des différentes populations génotypées. Enfin, I’inclusion de trios dans
certaines populations a permis une cartographie des haplotypes. Etant donné ’existence de
blocs haplotypiques au sein du génome (voir Introduction section 1.4.3), beaucoup des SNPs
génotypés dans ce projet sont corrélés entre eux. La cartographie des haplotypes a alors permis
la caractérisation des déséquilibres de liaison pour les paires de SNPs d’une méme région. Cela
a conduit a D’identification d’un nombre plus restreint de SNPs représentant la méme
information génétique qu’avec I’ensemble des polymorphismes. De tels SNPs sont appelés

tagSNP (Figure 29). On estime ainsi que seulement 600 000 SNPs permettraient de capturer la
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diversité¢ des 10 millions de SNPs fréquents du génome. Cette découverte a largement ¢été

utilisée pour la conception des puces de génotypage.

SNP SNP SNP
a SNPs
v v v
Chromosomé 1 AACACGCCA.... TTCGGGGTC.... AGTCGACCG....
Ghromosome2 AACACGCCA..:ss TTCGAGGTC.ses AGTCA ACCG.sss
Chromosome3 AACATGCCA.... TTCGGGGTC.... AGTCA ACCG....

Chromosomed AACACGCCA.... TTCGEGGBTC..co ABGTCCACCG.uas
FE
b Haplotypes . 1"r -|'----
Haplotype1 CTCAAAGTACGGTTCAGGCA
Haplotype 2 TTGATTGCGCAACAGTAATA
Haplotyped CCCGATCTGTGATACTGGTG
Haplotype 4

¢ Tag SNPs

O\ -
0=
N B

Figure 29. Notion de "tagSNP" (12). (a) Identification de 3 SNPs (en couleur) dans une portion
chromosomique. (b) Reconstruction des haplotypes constitués de 20 SNPs dont les trois
identifies précedemment. (c) Détermination de 3 tagSNPs dont la connaissance suffit pour
identifier les 4 haplotypes de la population. Par exemple, un profil G-T-C pour ces 3 tagSNPs

correspond toujours a [’haplotype 3.

1.1.3 Le projet 1000 Genomes

Plus récemment, le projet 1000 Genomes, dont 1’objectif est de séquencer le génome de 2 500
individus issus de 28 populations différentes, a vu le jour (4). Le séquencage intégral de ces
génomes vise principalement a identifier I’ensemble des polymorphismes et en particulier les
SNPs de faible fréquence qui ne sont pas inclus dans le projet HapMap. A I’instar de ce dernier,
le projet 1000 Genomes s’est déroulé en plusieurs phases se différenciant principalement par le
nombre de polymorphismes inclus dans 1’étude. Actuellement, 2 577 individus ont été
séquenceés et environ 80 millions de polymorphismes ont été identifiés. Cependant, certaines
précautions doivent étre prises concernant les données mises a disposition. En effet, en plus des
nombreuses difficultés inhérentes au séquengage, la couverture moyenne est de 4x (un locus est
« lu » 4 fois en moyenne), ce qui entraine une certaine incertitude quant aux polymorphismes
repérés. Pour la méme raison, les génotypes ne sont donnés que sous la forme de probabilité.

Enfin, la faible fréquence de certains polymorphismes peut étre a 1’origine d’incertitude
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concernant leur qualité. En conséquence, les données mises a disposition sont régulieérement
corrigées ou mises a jour et il est alors préférable d’utiliser des versions moins complétes mais

plus fiables du projet.

Cependant, ce projet ouvre de larges perspectives concernant 1’implication de polymorphismes
peu fréquents dans les maladies multifactorielles. En effet, le role de ces mutations est
aujourd’hui largement soutenu (332). Enfin, les données de 1000 Genomes servent également

de panel de référence pour de nombreuses problématiques telles que le phasage ou I’imputation.

1.2 Le génotypage et les puces a ADN

Le génotypage vise a déterminer les génotypes d’un polymorphisme chez un individu. Des
puces a ADN, permettant de génotyper un nombre croissant de SNPs ont été développées depuis
10 ans. Schématiquement, selon le procédé¢ utilisé par Illumina, une puce est une plaque sur
laquelle se trouvent des microbilles, chacune spécifique d’un SNP (Figure 30), recouvertes de
fragments d’ADN, appelés oligonucléotides. Ces oligonucléotides correspondent a la séquence
située en amont du SNP. L’ADN génomique, préalablement amplifié et segmenté, est ensuite
mis en contact avec les microbilles et les fragments se fixent sur les oligonucléotides
correspondants. La plaque est ensuite lavée afin d’éliminer les fragments d’ADN qui ne se sont
pas fixés. Des terminateurs de synthése (didésoxyribonucléotides) associés a des
fluorochromes, rouge ou vert selon la base, sont ensuite déposés sur la plaque et vont
s’additionner a I’oligonucléotide de manieére complémentaire a I’ADN génomique grace a une
polymérase. La couleur rouge ou vert permettant d’indiquer 1’alléle observé, la plaque est

scannée pour analyser la fluorescence et déterminer les génotypes des SNPs de la puce.

Depuis 10 ans, le nombre de SNPs caractérisés sur les puces ADN a été multiplié et il est
désormais possible d’analyser jusqu’a 5 millions de polymorphismes (SNPs et quelques CNVs)
par puce. De méme, une méme plaque peut servir au génotypage de plusieurs individus

simultanément, réduisant ainsi le colt des procédures expérimentales.
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Figure 30. Schématisation des étapes du génotypage selon le procédeé Illumina.

Le développement des projets HapMap (12) et 1000 Génomes (4) a largement contribué a
I’augmentation de la couverture des puces. En effet, bien qu’utilisant des stratégies différentes,
les deux grandes sociétés de génotypage, Affymetrix et Illumina, ont utilisé les SNPs
identifiables a 1’aide du projet HapMap. Affymetrix a initialement basé le choix des SNPs
présents sur les puces en fonction de leur position sur le génome et de leur fréquence dans la
population d’intérét pour essayer d’assurer une couverture homogene du génome alors que la
stratégie développée par Illumina utilise les tagSNPs permettant de capturer le plus de

variabilité génétique possible.

1.3 Reconstruction des haplotypes

Considérons par exemple deux SNPs S1 et S2 dont les alleles respectifs sont A/a et B/b. Pour
chacun de ces deux SNPs, trois génotypes sont possibles (AA, Aa ou aa pour S1) et les
techniques de génotypage donnent cette information pour chaque individu. Toutefois, ces
données ne permettent pas de connaitre la phase de ces all¢les, c’est-a-dire les haplotypes (voir
Introduction section 1.4.3). En effet, supposons que les génotypes d’un individu pour S1 et S2
soient respectivement Aa et Bb. Dans ce cas, deux paires d’haplotypes (AB/ab ou Ab/aB)

peuvent étre observés chez cet individu. Les méthodes d’haplotypage visent a attribuer une
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paire d’haplotypes a chaque individu d’un groupe a partir des génotypes de ce groupe (Figure
31).
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Figure 31. Problématique de l'haplotypage

Plusieurs méthodes ont été¢ développées afin de reconstruire les haplotypes. Les méthodes
combinatoires ¢€tudient tous les haplotypes possibles et n’en conservent qu’une paire pour
chaque individu en se basant sur un critére de parcimonie (333) ou de phylogénie (334, 335).
Des méthodes d’inférence statistique ont été développées et se basent sur la vraisemblance en
recherchant les haplotypes qui sont les plus probables étant donnés les génotypes observeés (336,
337). Enfin, plus récemment, des méthodes bayésiennes utilisant des a priori biologiques et des
modeles de coalescence ont été mises au point (338-340). Ces derni¢res méthodes semblent étre

les plus précises (341).

1.4 Imputation

L’imputation vise a déterminer les génotypes de SNPs absents de la puce en se basant sur les
informations de déséquilibre de liaison et des taux de recombinaison des haplotypes mesurés a

I’aide d’un panel de référence (Figure 32). Ces panels de référence sont constitués d’un grand
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nombre de données haplotypées renseignant un nombre de SNPs supérieur a celui de marqueurs
présents sur la puce. Généralement, les données de grands projets comme 1000 Genomes ou

Hapmap sont utilisées.
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Figure 32. Représentation schématique du probleme d'imputation. Les génotypes manquants

de la puce seront imputés a [’aide des haplotypes d’un panel de référence. Adapté de (342).

Les puces de génotypage sont congues a partir d’une liste de polymorphismes déterminée a
priori permettant de capturer la majorité de I’information génétique. Bien que leur
développement permette le génotypage d’un nombre important de SNPs (jusqu’a 5 millions), il
reste un grand nombre de polymorphismes non renseignés. De plus, les SNPs génotypés d’une
puce a ’autre ne sont pas identiques, ce qui rend souvent difficile la réplication des résultats
obtenus d’une GWAS a l’autre. Enfin, certains SNPs peuvent étre exclus d’une ¢tude GWAS

lors des contrdles de qualité en raison d’un trop grand nombre de données manquantes.

Les méthodes d’imputation développées au cours de ces derniéres années peuvent apporter une
réponse a ces problématiques en permettant : la connaissance de génotypes de SNPs absents de
la puce de génotypage, la caractérisation des données manquantes, la comparaison de jeux de
données obtenus par I’intermédiaire de puces différentes, 1’augmentation de la puissance
statistique de I’étude, la caractérisation plus fine de régions chromosomiques identifiées lors

d’une GWAS.

&9



En pratique, la qualité de I’imputation dépend grandement de la taille du panel de référence.
Plus ce panel inclut de SNPs et d’individus, plus la caractérisation des déséquilibres de liaison
est fine et plus I’inférence des SNPs est fiable. Cependant, la complexité de I’imputation et les
temps de calcul augmentent avec la taille du panel. Pour cette raison, il peut étre trés efficace
de réaliser I’imputation a partir de données phasées car cette étape de reconstruction des
haplotypes permet un gain de temps considérable tout en assurant une qualité d’imputation

quasi-identique (343).
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2 ETUDES D’ASSOCIATION GENOME ENTIER

2.1 Population étudiée

2.1.1 La cohorte ANRS CO 13 HEPAVIH

La collaboration ANRS CO13 HEPAVIH est un dispositif de cohorte prospective
multicentrique de patients coinfectés par le VIH et le VHC, inclus et suivis actuellement dans
17 services hospitaliers frangais (CHU Cochin, Pitié-Salpétriére, Tenon, Avicenne, Bichat -
Claude-Bernard, Saint Louis, Saint Antoine, Bicétre, Paul-Brousse, Necker, a Paris; CHU
Sainte-Marguerite a Marseille, CHU Purpan et Hopital Joseph-Ducuing a Toulouse, CHU
I’ Archet a Nice, CHU Pellegrin, Saint-André¢ et Haut-Levéque a Bordeaux). Cette collaboration
a été mise en place afin de disposer d’un outil de suivi prospectif pour répondre aux diverses
questions que pose la prise en charge des patients coinfectés VIH/VHC mais aussi pour décrire
I’histoire naturelle de cette coinfection en termes de morbidit¢ et de mortalité et ses

déterminants afin de mieux comprendre les mécanismes mis en jeu.
Les critéres d’inclusion des patients dans la cohorte ANRS CO13 HEPAVIH sont :
e Lamajorité¢ (> 18 ans) ;

e Une coinfection par le VIH-1 et le VHC, confirmée par un test positif anti-VIH-1 et
détection d’ARN VHC par PCR ;

e Etre suivi dans I’un des centres cliniques associés ;
e Avoir donné un consentement écrit.

Il s’agit d’une cohorte prospective de type fermé. La participation des différents centres
cliniques est volontaire. Des questionnaires standardisés permettent la collecte confidentielle
des données ¢épidémiologiques, socio-comportementales, cliniques, biologiques,
thérapeutiques, ainsi que des données relatives a 1I’évaluation de 1I’atteinte hépatique (ponction-

biopsie hépatique PBH, Fibroscan®, Fibrotest®).
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La durée de suivi est de cinq ans renouvelables. Cette durée est justifiée par la durée de
I’évolution de la maladie hépatique. Deux types de suivi sont proposés selon le stade
histologique de I’hépatite C : un suivi annuel pour les patients non porteurs de cirrhose (suivi

standard) et un suivi semestriel pour les patients ayant une cirrhose (suivi cirrhose).

La période des inclusions s’est étalée sur environ trois ans, a partir de fin 2005. Au total, 1166
patients ont été inclus dans la cohorte. Les données de 494 de ces patients ont servi a I’analyse

lors de ma thése.

2.2 Phénotypes analysés

2.2.1 Mg¢éthodes d’évaluation de la fibrose hépatique

L’évaluation initiale de la fibrose hépatique, a I’exception du diagnostic évident de cirrhose,
peut étre fondée sur la réalisation de I’une des trois méthodes actuellement validées: PBH,
Fibrotest® ou Fibroscan®. Les résultats de ces méthodes sont généralement convertis en scores

reflétant le grade d’activité et le stade d’avancée de la fibrose.

2.2.1.1 LaPBH

La PBH est I’examen de référence pour évaluer la fibrose hépatique. L’évaluation de I’atteinte
hépatique au cours de I’hépatite C guide et conditionne [D’attitude thérapeutique et la
surveillance du patient. Elle a un intérét diagnostique par la recherche d’autres comorbidités
ayant une valeur pronostique sur la progression de la fibrose telles que la stéatose. Ainsi,
I’importance de la fibrose est décrite en routine de fagon semi-quantitative en utilisant des

scores de précision variables qui sont parfois peu reproductibles hormis le score METAVIR
(344).

La PBH consiste en un prélevement d’un petit fragment de foie, réalisé sous anesthésie locale
ou générale, par voie transpariétale (percutanée intercostale droite) ou par voie transjugulaire
(en cas de troubles de I’hémostase). Elle est réalisée sous guidage échographique afin
d’améliorer la qualité¢ du prélévement. Les limites de ce geste sont la nécessité d’un bilan
prébiopsie, des effets secondaires, son coft, et les contraintes pratiques qu’il engendre. De plus,
ce geste invasif comporte des risques de morbidité de 0,3 % a 0,6 % et un risque de mortalité

de 020,05 % (345).
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2.2.1.2 Marqueurs non-invasifs

Le Fibrotest® et I’ Actitest® sont deux marqueurs sériques non invasifs de I’activité nécrotico-
inflammatoire et de la fibrose hépatique. Le Fibrotest® combine cinq marqueurs (alpha-2-
macroglobuline, haptoglobine, apolipoprotéine Al, bilirubinémie totale, gamma-glutamyl
transpeptidase) avec un ajustement sur le sexe et 1’age. L’ Actitest® requicre en plus le dosage
des ALAT. Le résultat, combinant les différentes valeurs biologiques obtenues, est compris

entre O et 1 et ce dernier est converti en score METAVIR.

Les principales limites du Fibrotest® (346) sont constituées par les conditions suivantes
susceptible d’induire des faux positifs : hémolyses chroniques, sepsis, maladie de Gilbert
(touchant 5 % de la population générale), hépatite aigué, syndrome inflammatoire, cholestase
extra-hépatique, traitements par anti-protéases (atazanavir et indinavir) parfois responsables
d’une hyperbilirubinémie, patients porteurs de valve cardiaque, causes associées

d’hépatopathie, dont certaines sont plus fréquentes chez les patients coinfectés VIH/VHC.

2.2.1.3 L’¢élastographie transitoire

L’¢élastographie transitoire, évaluée par le Fibroscan® (EchoSens, Paris, France) (347), est une
méthode non-invasive de diagnostic de la fibrose hépatique. Le principe est de mesurer
1’¢lasticité du foie a partir d’'une onde sonore a basse fréquence qui est générée par une sonde
placée a la surface de la peau. La vitesse de propagation de 1’onde dans le foie, mesurée par
ultrason, permet d’estimer 1’¢lasticit¢ du foie. Plus le foie est rigide, plus ’onde se propage
rapidement. La mesure obtenue est en kilo Pascal (kPa) et peut étre convertie en score

METAVIR gréce a une table de correspondance.

Cette méthode est performante pour le diagnostic d'une fibrose avancée ou d'une cirrhose et
pour prédire les complications associées a la maladie hépatique. Cependant ses limites sont
l'applicabilité, la reproductibilité et I'influence d'autres facteurs que la fibrose sur 1'¢lasticité du
foie. Il est ainsi nécessaire d’effectuer 10 mesures au minimum avec un niveau de
reproductibilité acceptable (réussite de mesure > 60%, disparité¢ des valeurs : interquartile <
30%). Néanmoins, cette méthode présente une meilleure précision diagnostique que les

marqueurs sériques chez les patients coinfectés VIH/VHC.

2.2.14 Lescore METAVIR

Le score METAVIR, proposé en 1996 par des hépatologistes frangais (344), sert a estimer le

grade d’activité et le stade d’avancée de la fibrose. Le grade d’activité (A) traduit ’activité
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hépatique et la rapidité¢ de 1’évolution alors que le stade de fibrose (F) caractérise les Iésions

fibreuses hépatiques existantes. C’est une ¢évaluation semi-quantitative qui permet de

«normaliser » la plupart des méthodes d’évaluation de la fibrose hépatique. Concernant la

PBH, la conversion se fait par observation des coupes histologiques hépatiques. Les

caractéristiques principales du score de Fibrose (F) sont résumées dans le Tableau 1.

Tableau 1. Classification METAVIR (344)

Score Activité

Score Fibrose

A0 sans activité FO sans fibrose
Al activité minime F1 fibrose portale sans septa
A2 activité modérée F2 fibrose portale et quelques septas
A3 activité sévere F3 fibrose septale sans cirrhose
- - F4 cirrhose

Pour la conversion du score quantitatif obtenu par Fibroscan®, il a été nécessaire de définir des

limites pour chaque stade de I’échelle METAVIR (Figure 33). A noter que les deux premiers

stades METAVIR ne sont pas significativement distinguables par le test Fibroscan®.

2,5

Absence de fibrose
Fibrose minime

Fibrose séveére

Fibrose modérée

Cirrhose

75 kPa

Figure 33. Echelle des valeurs d’élasticité hépatique en kPa (2.5, 7, 9.5, 12.5, 75) selon le

stade de fibrose et sa correspondance en score METAVIR (stade F du vert au rouge).




2.2.2 Définition des phénotypes analysés

Pour chacun des individus, il a été estimé un score de fibrose METAVIR a I’inclusion et un

suivi de I’¢lasticité du foie par Fibroscan®.

A P’inclusion, le score METAVIR a été défini par différents examens selon les individus, une
PBH (22.5%), un Fibrotest® (23%) ou un Fibroscan® (54.5%). Ainsi, un phénotype
dichotomique a été défini : fibrose minime ou modérée pour un score METAVIR FO, F1 ou F2
et fibrose sévere ou une cirrhose pour des scores F3 ou F4. Ce phénotype sera, dés lors, décrit

comme METAVIR FOF1F2 vs F3F4 représentant la comparaison de ces deux groupes.

Lors du suivi des patients apres inclusion, 1’¢élasticité hépatique a été évaluée par Fibroscan®
au cours du temps. Afin de définir un phénotype quantitatif, il a été décidé de sélectionner la
premigére valeur de Fibroscan® obtenue lors du suivi, en démarrant dés 1’inclusion si un examen
de Fibroscan® était disponible. La variance et ’asymétrie de la distribution de ce phénotype
quantitatif ont été réduites en normalisant 1’¢lasticité¢ hépatique par transformation de la racine

carrée. Ce phénotype sera, dés lors, décrit comme sqrtLS (square root transformation of Liver

Stiffness).

2.3 Covariables utilisées dans 1’analyse statistique

Plusieurs facteurs susceptibles d’avoir une influence sur 1I’évaluation de la fibrose ont été pris

en compte lors des analyses statistiques :
e L’age en années
e Le genre (femme ou homme)
e La consommation d’alcool en trois classes (jamais, passée ou courante)
e Le génotype du VHC (1 versus les autres)
e Le temps supposé en années de coinfection VIH/VHC

e Le temps effectif en années de traitement anti-VIH
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2.4 Génotypage

Sur les 494 patients prévus pour le génotypage initial, 120 échantillons d’ADN n’ont pas été
sélectionnés pour cause de données manquantes au niveau des covariables, indispensables pour
la correction des tests statistiques. Les 374 individus restants ont été génotypés en utilisant des
puces de génotypage Illumina Omni2.5 BeadChip renseignant 2 391 739 polymorphismes.
L’ADN génomique de chacun des individus a été amplifié, fragmenté, dénaturé puis hybridé
sur une puce pendant au moins 16 heures a 48°C. Les fragments hybridés de maniére non
spécifique ont été ¢liminés apres lavage. Les fragments restants, hybridés de fagon spécifique,
ont ¢ét¢é marqués par fluorescence et détectés en utilisant un scanner Illumina IScan. Les
intensités normalisées ont ensuite été interprétées en génotypes en utilisant la version 1.6.3 du
logiciel GenomeStudio d’Illumina. Pour la suite des analyses, nous nous sommes focalisés

uniquement sur les SNPs.

2.5 Contrdle qualité du génotypage

Les données brutes de génotypage ont été analysées a 1’aide de la version 1.6.3 du logiciel
GenomeStudio développé par Illumina. Tout d’abord, 30 individus ont ét¢ ¢liminés de 1’étude
en raison d’un taux de SNPs génotypés par individu (call rate en anglais) inférieur a 95%.
Ensuite, les SNPs avec une proportion d’individus génotypés (call frequency en anglais)
inférieure a 99% ont été a nouveau inférés. Suite a cela, les individus dont le call rate était
inférieur a 98% ont été exclus des analyses. Ce protocole correspond aux recommandations
faites par [llumina afin de minimiser les erreurs d’inférence et de les corriger manuellement si
nécessaire. Deux paires d’individus ont présenté un niveau €levé de parenté en analyse par le
logiciel PLINK (348). Le patient de chaque paire avec le moins de données manquantes a été

retenu pour 1’analyse.

Ensuite, 210 240 SNPs présentant un taux de données manquantes supérieur a 2% ont ¢€té
exclus. Afin de limiter les erreurs de génotypage, 1 025 509 SNPs dont la fréquence de ’all¢le
mineur (MAF, Minor Allele Frequency en anglais) était inférieure a 5% n’ont pas été retenus
pour I’analyse. Enfin, un écart trop important a 1’équilibre d’Hardy-Weinberg pouvant étre la
conséquence de problemes de génotypage, 312 SNPs dont la p-valeur du test exact d’adéquation
a 1’équilibre d’Hardy-Weinberg était inférieure a 10 ont également été exclus. Finalement,
1 155778 SNPs et 342 individus ont été sélectionnés pour les procédures d’imputation et

d’analyse.
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2.6 Etude de la stratification de la population

Afin de corriger une possible stratification au sein de la cohorte, les génotypes ont été analysés
par I’intermédiaire d’une analyse en composantes principales implémentée dans le logiciel
EIGENSTRAT issu de la suite EIGENSOFT (349). Au préalable de cette analyse, 23 individus
ont été exclus, puisque lors du questionnaire sociodémographique, ils s’étaient décrits comme
« non-européen ». Une premicre analyse, réalisée en incluant deux populations asiatiques de
HapMap (Chinois de Pékin, CHB, et Japonais de Tokyo, JPT), deux populations africaines
(Yoruba du Nigéria, YRI, et Masai du Kenya, MKK), ainsi qu’une population d’origine
européenne (Caucasien de 1’Utah USA, CEU), a permis d’identifier 27 individus atypiques.
Une seconde analyse, réalisée sur la cohorte en écartant les individus éliminés lors de la
premicre anayse, a permis de conclure que les individus restants formaient une population
homogene par rapport a la population contréle CEU de HapMap. Au total, 50 individus ont été
¢cartés de I’analyse lors de 1’analyse de la stratification. Finalement, une dernicre analyse a été
réalisée avec les individus restants afin de déterminer les deux premiers vecteurs propres de la
stratification, inclus dans les analyses d’associations afin de tenir compte de la structure de la

population.

2.7 Imputation

Tout d’abord, les données ont été phasées a 1’aide du logiciel SHAPEIT2 (338). Les données
phasées ont ensuite été imputées en utilisant le logiciel IMPUTE2 (342). Les génotypes de la
population européenne du projet 1000 Genomes (EUR, 1000 Genomes phase 1 integrated
release version 3, ftp:/ftp.1000genomes.ebi.ac.uk/voll/ftp/release/20110521/) ont été utilisés

comme panel de référence. Aprés toutes les procédures, 8 426 597 SNPs avec un score
d’imputation supérieur a 0,8 et une MAF supérieure a 5% sont retenus pour les analyses

statistiques.

2.8 Analyses statistiques

Sur les 494 patients initialement sélectionnés pour 1’étude, 170 d’entre eux ont été écartés : 120
présentaient des données manquantes au niveau d’un ou plusieurs facteurs ayant une influence
sur la progression de la fibrose (95 avec une date de contamination inconnue, 6 avec un statut
manquant de consommation d’alcool, 31 sans renseignement sur le temps de traitement anti-

VIH et 13 sans génotype du VHC connu), 23 se sont déclarés non-européens et 27 ont été
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identifiés comme ¢étant des individus atypiques lors de 1’étude de la stratification. Finalement,

292 patients ont été inclus dans les analyses.

Les caractéristiques démographiques des 292 patients ont été résumées statistiquement, grace

au logiciel R version 3.0.2 (https://cran.r-project.org/). Les médianes et les écart-types des

variables quantitatives ont été calculés, ainsi que les pourcentages de répartition des variables
qualitatives et cela en fonction de la date d’examen du Fibroscan® pour le phénotype sqrtLS et
de la date d’inclusion pour la comparaison des scores METAVIR FOF1F2 et F3F4. Les
statistiques ont aussi €té€ obtenues selon la sévérité de la fibrose par un phénotype METAVIR
dichotomique (<F3 : fibroses faibles ou modérées, >=F3 : fibroses séveres ou cirrhoses). Pour
la comparaison des scores METAVIR FOF1F2 vs F3F4, les groupes étaient déja définis. Pour
le phénotype sqrtLS, la conversion en groupes METAVIR a été effectuée selon que les données
non-transformées du phénotype soient inferieures a 9,5 kPa (< F3) ou supérieures a 9,5 kPa

(>=F3), grace aux seuils de correspondances présentés Figure 33.

Ensuite, pour chacun des 1 155 778 SNPs, les associations entre les génotypes, imputés ou non,
et chacun des phénotypes définis ont été mesurées en utilisant des régressions linéaires
multivariées pour le phénotype quantitatif sqrtLS et des régressions logistiques multivariées
pour la comparaison des scores METAVIR FOF1F2 vs F3F4, a I’aide du logiciel SNPTEST
version 2.5.2 (350). Dans les deux cas, les différentes covariables ainsi que les deux premiers

vecteurs propres de la stratification ont été inclus dans le modele.

La correction des tests multiples a été prise en compte pour chaque phénotype analysé. Les p-
valeurs d’association ont été ajustées selon la méthode de Bonferroni et comparées au seuil de

significativité « génome entier » (5x107%).
2.9 Approfondissement des associations trouveées

2.9.1 Déséquilibre de liaison

Pour chaque SNP identifié lors des études d’association, tous les SNPs en fort déséquilibre de
liaison avec ce polymorphisme (12 > 0,8) dans la population européenne du projet 1000
Genomes (EUR, 1000 Genomes phase 1 integrated release version 3) ont ét¢ identifiés. Seule

la liste de SNPs distincts a été conservée.

98


https://cran.r-project.org/

2.9.2 Exploration des résultats par bioinformatique

Pour chaque SNP d'intérét, nous avons exploré différentes bases de données afin d'établir
d'éventuelles associations avec un mécanisme biologique. Plusieurs bases de données
d'expression, disponibles publiquement, permettent d'établir des corrélations entre
polymorphisme et variation du niveau d'expression des ARNm, ainsi que 1’expression tissu

spécifique des génes:

e (Genevar (www.sanger.ac.uk/resources/software/genevar/),

e mRNA by SNP Browser (www.sph.umich.edu/csg/liang/asthma/),

e GHS-Express (http://genecanvas.ecgene.net/uploads/ForReview/),
e BioGPS (http://biogps.org/)

e ct plus récemment GTex Portal (www.gtexportal.org/home/).

Des informations sont également disponibles sur des données de méthylation (Genevar,

http://www.sanger.ac.uk/resources/software/genevar/) ; de polyadénylation (PolyApred,

http://www.imtech.res.in/raghava/polyapred/submission.html) ; de sites de fixation de facteurs

de transcription (regulomedb, http://regulomedb.org/ dérivée de la base de données

TRANSFAC et HaploRegv2, www.broadinstitute.org/mammals/haploreg/haploreg.php) ;

genes ou cibles de miRNA (miRBAse, http://www.mirbase.org/; miRTarBase,
http://mirtarbase.mbc.nctu.edu.tw; et MicroCosm Targets, http://www.ebi.ac.uk/enright-
srv/microcosm/htdocs/targets/vS/); et les données d’ENCODE  (regulomedb,
http://regulomedb.org/).

2.9.3 Reéplication dans des cohortes de patients monoinfectés VHC

Une étude de réplication a été effectuée dans une cohorte de patients infectés par le VHC seul.
Cette cohorte est la combinaison de deux cohortes de patients adultes européens d’origine
francaise (groupe d’étude ANRS Genoscan) et d’origine Suisse (the Swiss Hepatitis C Cohort
Study) avec une infection chronique au VHC. Les patients ont tous un niveau de fibrose

déterminé par PBH convertit en score METAVIR.

Une précédente GWAS de cette cohorte Franco-Suisse relative a la progression de la fibrose
dans la monoinfection VHC a servi pour tester les résultats d’association génétiques présentant
des p-valeurs < 107 observées avec les phénotypes sqrtLS et la comparaison des scores

METAVIR FOF1F2 vs F3F4 définis dans la coinfection. Le phénotype utilisé lors de cette
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http://www.ebi.ac.uk/enright-srv/microcosm/htdocs/targets/v5/
http://regulomedb.org/

GWAS a été défini comme étant le taux de progression de fibrose (FPR, fibrosis progression
rate en anglais) et correspond au ratio du score METAVIR et du temps estimé d’infection en
années (unités METAVIR/an). Ce phénotype ne suivant pas une distribution normale, il a subi
une transformation logarithmique. Afin de pouvoir comparer le log(FPR) avec le sqrtLS, une
corrélation par la méthode Spearman a été effectuée a partir des individus possédant a une méme
date un score METAVIR, pour générer un FPR, et la valeur de Fibroscan® ayant servi pour le

phénotype sqrtLS.
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Troisieme partie

Résultats
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Le travail réalisé durant ma thése a essentiellement porté sur 1’analyse du phénotype de fibrose
hépatique chez les patients coinfectés par le VIH et le VHC. 1l a abouti a deux articles en cours

de publication qui sont présentés ci-apres.
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1 Etude « génome entier » de la cohorte ANRS CO13
HEPAVIH de patients coinfectés par le VHC et le VIH : a
la recherche d’associations liées a la quantification de la

fibrose

A new 3p25 locus is associated with liver fibrosis progression in HIV/HCV co-infected
patients

Damien Ulveling®, Sigrid Le Clerc®, Aurélie Cobat”, Taoufik Labib, Josselin Noirel, Vincent
Laville, Cédric Coulonges, Wassila Carpentier, Bertrand Nalpas, Markus H. Heim, Thierry
Poynard, Andreas Cerny, Stanislas Pol, Pierre-Yves Bochud, Frangois Dabis, loannis
Theodorou, Yves Lévy, Dominique Salmon, Laurent Abel”, Stéphanie Dominguez™ and Jean-
Frangois Zagury and the HEPAVIH ANRS CO13 cohort, the Swiss Hepatitis C Cohort Study
Group, and the French ANRS HC EP 26 Genoscan Study Group.

Hepatology (en seconde révision)

RESUME :

Afin d’identifier les facteurs génétiques impliqués dans la sévérité de fibrose hépatique lors de
la coinfection VIH/VHC, nous avons réalis¢ une analyse « génome entier » sur 289 patients
issus de la cohorte ANRS CO13 HEPAVIH (351), en prenant en covariables les facteurs non-
génétiques connus pour influencer la fibrose hépatique tels la surconsomation d’alcool, le sexe
ou encore le temps d’infection. L’elasticité hépatique (en kPa) définissant le niveau de fibrose
a ¢té évalué par Fibroscan® pour chaqun des patients et la premiére valeur disponible apres
inclusion dans la cohorte a permis I’établissement d’un phénotype quantitatif apres

normalisation (sqrtLS, racine carré de 1’elasticité du foie en kPa).
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Nous avons analysé un jeu de données de 8 426 597 de SNPs génotypés ou ayant un fort score
de qualité¢ d’imputation, aprés un contrdle qualité et des procédures d’imputation utilisant le
panel de référence Européen de 1000 Génomes Phase I (N = 379) a partir de données de
génotypage d’une puce Illumina Omni2.5 BeadChip (Illumina, San Diego, USA).

Nos résultats ont permis de mettre en évidence deux locus présentant des signaux dont la p-
valeur d’association en mode dominant était inférieure au seuil de significativité génome-entier
(5x10®). Le premier locus, constitué de cinq SNPs, était localisé sur chromosome 3p25 dans le
gene OXTR. Le signal était représenté par le SNP génotypé rs61183828, un variant intronique
du géne OXTR (beta = 1,02, standard error (SE) = 0,17, p-valeur = 3,8x10°). Ce SNP
rs61183828 expliquait 11% de la variance de notre phénotype. Ce locus a été répliqué dans
deux cohortes de patients monoinfectés par le VHC renforgant son intérét biologique. Le second
signal, situé sur le chromosome 9p22 dans le pseudogene MAPILC3BPI, correspondait a deux
SNPs représenté par le SNP génotypé rs11790131 (beta = 0,60, SE = 0,11, p-valeur = 9,3x10"
%). Ce signal n’a pas été répliqué dans les cohortes de monoinfection par le VHC. Finalement,
OXTR ne présentant pas de lien avec la fibrose hépatique, nous avons étendu 1’analyse aux
génes voisins CAV3 et RAD18 ou le signal était présent grace au déséquilibre de liaison. Ces
deux geénes présentent un intérét biologique lié¢ a la fibrose hépatique car CA V3 est important

dans les mécanismes de maintien cellulaire et RADI8 a été relié a la réplication du VHC.

Cette ¢tude a donc permis d’identifier deux locus significativement associés a la sévérité de la
fibrose. L’un des résultats majeurs de cette étude est la réplication du locus 3p25 dans la
monoinfection par le VHC, présentant deux genes pertinents sur le plan biologique de par leur
fonction dans la cellule et leur potentiel impact sur les mécanismes de fibrogenese hépatique.
Ces nouvelles perspectives dans la compréhension des mécanismes de fibrose dans le contexte
de la coinfection VIH/VHC pourraient aider a I’identification de nouvelles cibles pour la

création de médicaments ou de tests diagnostiques afin d’améliorer les soins des patients.
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Background: There is growing evidence that human genetic variants contribute to liver fibrosis
in subjects with hepatitis C virus (HCV) mono-infection, but this aspect has been little
investigated in patients co-infected with HCV and human immunodeficiency virus (HIV). We
performed the first genome-wide association study (GWAS) of liver fibrosis progression in
patients co-infected with HCV and HIV, using the well-characterized French ANRS CO13
HEPAVIH cohort. Liver fibrosis was assessed by elastography (FibroScan®) providing a
quantitative fibrosis score. After quality control, GWAS was conducted on 289 Caucasian
patients, for a total of 8,426,597 genotyped (Illumina Omni2.5 BeadChip) or reliably imputed
SNPs. SNPs with p-values < 10 were investigated in two independent replication cohorts of
European patients infected with HCV alone.

Results: Two signals of genome-wide significance (p-value < 5x107®) were obtained. The first,
on chromosome 3p25 and corresponding to rs61183828 (p-value = 3.8x10), was replicated in
the two independent cohorts of patients with HCV mono-infection. The cluster of SNPs in
linkage disequilibrium with rs61183828 was located close to two genes involved in mechanisms
affecting both cell signaling and cell structure (CAV3) or HCV replication (RAD18). The second
signal, obtained with rs11790131 (p-value = 9.3x10™) on chromosome region 9p22, was not
replicated.

Conclusion: Our GWAS identified a new locus associated with liver fibrosis severity in
patients with HIV/HCV co-infection, on chromosome 3p25. This finding was replicated in
patients with HCV mono-infection. These results provide new relevant hypotheses for the
pathogenesis of liver fibrosis in patients with HIV/HCV co-infection that may help define new

targets for drug development or new prognostic tests, to improve patient care.
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Introduction

Hepatitis C virus (HCV) and human immunodeficiency virus (HIV) infections affect 185
million (1) and 37 million (2) individuals, respectively, worldwide. These two viruses are
transmitted in similar ways, and 15-30% of individuals with HIV infection are, therefore, also
co-infected with HCV (3). With the introduction of highly active antiretroviral therapy
(HAART), which has improved the survival of AIDS patients, HCV has emerged as a major
comorbid disease causing progressive liver disease, potentially leading to end-stage liver
disease, hepatocellular carcinoma, or death (4, 5). Liver disease has been observed to occur
more rapidly in patients with HIV/HCV co-infection than in patients infected with HCV
alone, but the risk factors for progressive liver disease in HIV/HCV-co-infected patients are
not yet fully understood (6-8). Several studies have suggested that the effective treatment of
HIV and HCV may be associated with a lower risk of liver disease progression (9-11). Risk
factors such as alcohol consumption, age, and obesity have also been described, but account
for only a small proportion of the variability in liver fibrosis development (12). There is
growing evidence to suggest that host genetic factors are involved, at least in patients infected

with HCV alone, but these factors remain largely unknown (13, 14).

A number of candidate gene approaches have been used to identify variants influencing the
development of liver disease in patients with HCV infection, generally as a single infection,
but most of these studies produced results that were not consistently replicated (15, 16).
Genome-wide association studies (GWAS) provide a broader, unbiased approach for the
discovery of genetic factors involved in disease susceptibility (17). In HIV-related
phenotypes, such studies have mostly identified HLA loci associated with the control of viral

load and with non-progression to AIDS (18). Several GWAS of HCV infection-related
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phenotypes have identified polymorphisms of the /L28B (also denoted as IFNL3/4) gene
associated with both the spontaneous clearance of HCV and a favorable response to
interferon/ribavirin-based treatment, both in patients infected with HCV only (19) and in
patients with HIV/HCV co-infection (20). By a candidate gene approach, polymorphisms of
IL28B gene have also been associated with liver inflammation and hepatic fibrosis in HCV
mono-infection (21-23). Only two GWAS have focused on the HCV-related liver fibrosis
outcome in patients with mono-infections. The first, in a Caucasian population, identified four
susceptibility loci, three of which were linked to genes involved in apoptosis (24). The
second, conducted in Japan, detected variants within the HLA region (25). Moreover, GWAS
identified DEPDC5 and MICA as susceptibility genes for HCV-induced hepatocarcinoma in
Japanese populations (26-28). No GWAS of fibrosis progression in patients with HIV/HCV
co-infection has yet been published. We therefore carried out this GWAS to identify new
genetic markers associated with fibrosis progression in the prospective French HEPAVIH

ANRS CO13 cohort of adults with HIV/HCV co-infection.
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Materials and methods

Study design and population

This study was based on a population sample of 374 patients with HIV/HCV co-infection who
had provided written informed genetic consent and were enrolled in the French National
Agency for Research on AIDS and Viral Hepatitis (ANRS) CO13 HEPAVIH cohort (29). The
enrollment criteria were as follows: patients aged 18 years or over, with chronic HIV/HCV co-
infection confirmed by a positive test for HIV-1 antibody and by an HCV RNA assay
(regardless of clinical stage, sex or transmission group). The dual infection in this cohort was
well-characterized because patients had full follow-up medical visits every six months in cases
of cirrhosis and annually for patients without cirrhosis (median follow-up for the cohort: ~4
years). A self-administered questionnaire was used to record sociodemographic characteristics

and data concerning past and current smoking habits, drug use and alcohol consumption.

Assessment of liver fibrosis and HCV fibrosis phenotype for the GWAS

Liver fibrosis was assessed by transient elastography (FibroScan®; Echosens, Paris, France)
(30). At least 10 valid elastometric measurements were required for each patient. Liver elasticity
was recorded as the median of all single measurements. Only liver stiffness measurements
obtained with at least 10 successful acquisitions and a success rate of at least > 60% and
interquartile ranges of < 30% were considered reliable. For the GWAS, we used the first liver
stiffness measurement, in kPa, obtained by the FibroScan® method during patient follow-up as
the phenotype of interest (Supplemental Figure 1A). The variance and skewness of the
phenotype distribution were reduced by normalizing the liver stiffness data by square root
transformation, to yield sqrtLS (Supplemental Figure 1B). We also converted liver stiffness in

kPa into a METAVIR score, from FO to F4 (31). We defined two groups of patients: FOF1F2
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(no or mild fibrosis, liver stiffness < 9.5 kPa) and F3F4 (advanced fibrosis, liver stiffness > 9.5

kPa) (32).

Genotyping and quality control procedures

The Ilumina Omni2.5 BeadChip (Illumina, San Diego, USA), which contains 2,391,739
markers, was used to genotype 374 patients. Raw data were first analyzed with Genome Studio
software (version 1.6.3; Illumina) to obtain genotype calls. Thirty samples with a call rate
(percentage of SNPs genotyped per sample) < 95% were removed. Two pairs of individuals
displayed high levels of relatedness on analysis with PLINK software (33). One patient from
each of these pairs was retained for the analysis. At this stage, 342 samples were retained. We
subsequently excluded 210,140 SNPs with a low call rate (< 98%), 312 SNPs not in Hardy-
Weinberg equilibrium (HWE, p-value < 10) and 1,025,509 SNPs with a low minor allele
frequency (MAF < 5%). In total, 1,155,778 SNPs were retained for imputation procedures and

analysis.

Population stratification analysis

The genotypes were analyzed by principal component analysis (PCA), with the SMARTPCA
utility of the EIGENSOFT package version 4.2 (34), to correct for possible population
stratification. Before the analysis, we removed 23 individuals who described themselves as
“non-European”. We then carried out two rounds of SMARTPCA, which identified 27 outliers.
These outliers were excluded from subsequent analyses (Supplemental Figure 2A), which were
carried out on a final sample of 292 patients used for the GWAS. A third analysis without

outliers was performed to determine the eigenvectors (Supplemental Figure 2B). In the
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statistical analysis, we used the two first eigenvectors as covariates to correct for population

substructure in the association analyses.

Imputation procedures

The genotype data were phased with SHAPEIT2, and the phased data were then imputed with
IMPUTE?2 (35, 36). Haplotype data for 1092 European individuals from the phase I integrated
variant set of the 1000 Genomes project released in March 2012 and updated in August 2012
(37) were used as a reference panel. After all procedures had been carried out, we retained
8,426,597 SNPs with a high imputation quality score, as measured by the information metric (>

0.8), and with a MAF > 5%.

Covariates used for the association analysis

We focused more specifically on the genetic factors affecting liver fibrosis, by adjusting the
regression analyses for possible confounding factors: sex, age (in years), alcohol consumption
(never, previous and current), HCV genotype (1 versus other), duration of HIV/HCV infection
(in years) and effective time on antiretroviral treatment for HIV infection (in years). The full
set of covariates was available for 289 patients. Overall, 200 patients (69%) received a
pegylated interferon +/- ribavirin treatment for HCV infection, and 26 of these patients (9% of
the total sample) achieved a sustained virological response (SVR) before the first FibroScan®
evaluation. Because of their low number and in order to assess the fibrosis evolution of SVR
patients, we kept those 26 patients in the initial analyses. However, we also assessed the effect
of SVR on our GWAS results by analyzing the most significant signals after removal of these

26 individuals in the regression model. The values used for all covariates were those on the date

114



of FibroScan® evaluation. The top two eigenvectors were also used to correct for population

substructure.

Statistical tests

Genomic associations with sqrtLS were investigated by linear regression analysis in SNPTEST
2.4.1 software (38), with a genetic additive model and genotype dosage for the imputed SNPs,

and a complete set of the relevant covariates. The classical genome-wide significance threshold

(p-values < 5X10'8) was used (38, 39).

Replication in patients with HCV mono-infection

Replication studies were performed in two cohorts of patients infected with HCV alone. The 22
SNPs with p-values < 107 in the primary scan were first tested for replication in the primary
cohort studied in a previous GWAS of liver fibrosis progression (24). This first replication
sample combined data from two cohorts of adult patients of European descent from France (the
ANRS Genoscan study group) and Switzerland (the Swiss Hepatitis C Cohort Study) with
chronic HCV infection. In these patients, liver fibrosis stage was determined by examining a
liver biopsy specimen obtained before treatment METAVIR scores from FO to F4 were
obtained. Liver fibrosis progression was also considered as a quantitative phenotype, with
fibrosis progression rate (FPR), corresponding to METAVIR score divided by the estimated
duration of infection in years (METAVIR units per year) (40, 41). Given the distribution of
FPR, this phenotype was log-transformed to yield logFPR values. Genotyping was performed
with a combination of Illumina arrays (HumanCNV370-Duo and HumanIM-Duo), and
imputation was performed with the IMPUTE2 software package and the 1000 Genomes Project

haplotypes released on 16 June 2014 in the phase 1 integrated variant set release. FPR was

115



available for 1064 individuals and was used to test for replication of the 22 SNPs with a p-value

<10°.

The three clusters replicated in the Franco-Swiss GWAS for FPR phenotype were further tested
in a second independent sample of French patients with HCV mono-infection recruited from
several hospitals in Paris (follow-up of the ANRS Genoscan study). Liver fibrosis was assessed
by FibroScan® and data were available for 309 patients. Thirty-nine patients had a SVR before
liver fibrosis evaluation and were excluded from the analysis. In the remaining 270 patients, we
used the same phenotypic definition as in the HEPAVIH cohort: the square root transformation
of the liver stiffness obtained by the FibroScan® method. Genotyping was performed with the
TagMan® SNP Genotyping Assay. The association between logFPR (first cohort) or sqrtLS
(second cohort) and the number of alleles (additive model) was assessed by linear regression

analysis in R software (https://cran.r-project.org/). All the analyses were adjusted for sex, age

at infection, alcohol consumption, HCV genotype and mode of contamination.

Correlation between FibroScan® values and METAVIR scores converted into FPR

In addition to liver stiffness measurements by FibroScan®, 70 patients from the HEPAVIH
cohort also underwent a quantification of liver fibrosis based on the determination of
METAVIR score on liver biopsy. We were therefore able to evaluate the correlation
(Spearman’s rank correlation coefficient) between sqrtLS and logFPR phenotypes for the 70
patients for which both outcomes and the complete set of confounding covariates were

available.

Bioinformatics exploration databases
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We explored the polymorphisms detected in our GWAS further, by looking for changes in

mRNA levels (GTEx Portal, www.gtexportal.org/home/) , splicing

(NetGene2, www.cbs.dtu.dk/services/NetGene2/),  transcription  factor binding  sites

(RegulomeDB, www.regulomedb.org/, HaploReg v2,
www.broadinstitute.org/mammals/haploreg/haploreg.php), and miRNA genes or miRNA

targets (miRBAse, www.mirbase.org/, miRTarBase, www.mirtarbase.mbc.nctu.edu.tw/,

MicroCosm Targets, www.ebi.ac.uk/enright-srv/microcosm/htdocs/targets/v5/).
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Results

Sample description

The demographic characteristics of the 289 patients retained for the genetic association study
(see Methods) are presented in Supplemental Table 1. The data shown were recorded at the
time of the first FibroScan® measurement for the patient, generally in the year following
inclusion in the cohort. About 75% of the patients were infected via intravenous drug injection
and the median age at infection was about 20 years. The median duration of infection was 24.4
years. Men accounted for 70% of the patients in the cohort and most patients were infected with
HCV genotype 1 (57.5%). The median liver stiffness value obtained on FibroScan® was 6.7
kPa (standard deviation, SD = 9.8, range: 3.2-75) (Supplemental Figure 1A). Median CD4" cell
count was 468 cells/mm?® and median HIV viral load was 3.7 log viral copies/ml, with 24% of
patients having detectable amounts of virus. The median duration of antiretroviral treatment for
HIV infection was about 10 years. We also split the patients in two groups according to liver
stiffness converted into a METAVIR score (FOF1F2 versus F3F4). Sex ratio, mean age, and
duration of infection did not differ significantly between the two groups. As expected, there
was a significant difference in median liver stiffness (in kPa) between the two groups (FOF1F2:
5.9 + 1.5 versus F3F4: 15.3 + 13.9). Median CD4" cell counts were significantly lower for the
F3F4 group than for the FOF1F2 group, whereas there was no significant difference in HIV

viral load between these two groups (Supplemental Table 1).

Associations with sqrtLS

After the quality control and imputation procedures, we checked for genetic associations with
sqrtLS in an additive model, using data for 289 patients with HIV/HCV co-infection and

8,426,597 genotyped or reliably imputed SNPs. The genetic association results are shown in a
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Manhattan plot (Figure 1) and the distribution of p-values is shown in a QQ plot (Supplemental
Figure 3). The QQ plot gave a genomic inflation factor close to one (A = 0.996), indicating an
absence of stratification after adjustment for the first two principal components. Seven SNP
clusters provided p-values < 107 (Table 1), including two above the significant genome-wide

threshold of 5x10°8. The first significant signal, for chromosome 3p25, corresponded to a cluster

of five SNPs (r? > 0.8 in 1000 Genomes European population) tagged by the genotyped SNP
rs61183828, an intronic variant of the OXTR gene (beta = 1.02, standard error (SE) = 0.17, p-
value = 3.8x10). The second signal was located on chromosome region 9p22 and corresponded
to two SNPs tagged by the genotyped SNP rs11790131 within the MAPILC3BPI pseudogene
(beta = 0.60, SE = 0.11, p-value = 9.3x10°). The thorough analysis of the more recent 1000
Genomes phase 3 European data did not allow to detect any additional variants in strong LD
with the SNPs of these two clusters. Multivariate analysis confirmed that the association results
within each of the two clusters were supported by a single signal. In addition, haplotype analysis
within each of the two clusters did not identify any combination of alleles for which there was
substantially stronger evidence for association than for the best single SNP. Information about

the other clusters with p-values < 107 is provided in Table 1.

We then investigated the influence on the results of the 26 patients with a SVR before the
evaluation of liver fibrosis, by removing these patients from the analysis. The signal observed
for rs61183828 remained significant (p-value = 1.33x10®), and there was a slight increase in
the genetic effect, as measured by the regression coefficient beta (1.065 rather than 1.02). By
contrast, the association with rs11790131 no longer displayed GW significance (p-value =

5.5x10°%), and a decrease was observed in the beta coefficient (0.57 rather than 0.60).
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Replication in independent cohorts of patients with HCV mono-infection

The 22 SNPs with a p-value < 107, corresponding to seven independent clusters (Table 1), were
first tested for replication in the primary cohort of a previous Franco-Swiss GWAS of liver
fibrosis in patients infected with HCV alone. Only one of the 22 SNPs had been genotyped in
the Franco-Swiss GWAS. The other 21 SNPs were imputed in at least one cohort, but with a
high imputation quality score (imputation information > 0.7, Table 2). In this first cohort, we
used the log-transformed FPR phenotype, logFPR, as a proxy for sqrtLS phenotype. In the
HEPAVIH cohort, we found a significant correlation between logFPR and sqrtLS in one
subgroup of patients (r = 0.49, p-value= 6.5x107). Evidence for replication was found for three
of the seven clusters, on chromosomes 3p25, 11p13 and 13q12, in the Franco-Swiss GWAS,
with the same risk allele as in the HEPAVIH cohort, and with p values less than 0.05 (Table 2).
We also investigated whether our seven clusters could be related with variants that were found
in reported GWAS dealing with liver fibrosis from various etiologies. We identified 322 SNPs
with p-value < 107 in 31 previously published GWAS (Supplemental Table 3). These SNPs
corresponded to 131 genetic regions, and three of these regions, 623, 11p13 and 13q12, were
common with the 7 regions identified in our study (Table 1). None of the five SNPs of the
previous GWAS belonging to these common regions exhibited any LD with the significant
SNPs found in our study (distance more than 1Mb), and their p-values obtained in our GWAS

were not significant (p > 5x1072).

The three replicated clusters and the initial GW significant signal on chromosome region 9p22
were further tested for replication in an additional French cohort of patients with HCV mono-
infection for whom FibroScan® data were available. Only the cluster on chromosome region
3p25, with the rs61183828 SNP (beta = 0.625, SE=0.229, one-tailed p-value = 0.004) was

replicated in this second cohort. The initial replication of the 3p25 region with the logFPR
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phenotype in the Franco-Swiss cohort was observed with another SNP of the cluster,
rs73132859 (one-tailed p-value = 0.02, imputation score = 0.92 in the Franco-Swiss cohort)
whereas only a trend (p-value = 0.12) was observed for rs61183828. The SNPs rs73132859 and
rs61183828 are in strong LD (r> = 1 in the 1000 Genomes European reference population) but
the imputation score was slightly higher for rs73132859 than for rs61183828 (Table 2),
potentially accounting for the difference in the results of association analyses. Overall, the
replication study in subjects with HCV mono-infection replicated the most significant initial
signal for the cluster on chromosome 3p25, in particular with the SNP rs61183828 which was

genotyped in both the primary HEPAVIH cohort, and the second Genoscan replication cohort.

The cluster on chromosome 3p25 was significant genome-wide in the HEPAVIH sample, for
both the full sample and for the subsample of patients without SVR. This cluster was replicated
in two independent cohorts of patients with HCV mono-infection, via rs61183828 in particular.
This A/G SNP had a minor allele frequency (MAF) of 0.06 (allele G) in the 289 HEPAVIH
patients, with 32 heterozygous AG patients, and two homozygous GG patients. Demographic
information according to the SNP rs61183828 genotypes (AA versus AG+GG) is shown in the
supplemental Table 2. No significant differences were observed in the distribution of the
different covariates between the two genotype groups. A similar MAF was observed in the
French/Swiss GWAS (=0.05), and the second Genoscan cohort (=0.06), and a MAF of 0.04 was
obtained for the 1000 Genomes European population. The rare G allele was found to be
associated with greater liver stiffness, with a difference of almost 10 kPa between the means of
AA and the AG patients (Figure 2A). There were only two homozygous GG patients, but both
had high degrees of liver stiffness, with one having an extreme value of 47.2 kPa. Overall, SNP
rs61183828 explained 11% of the sqrtLS variance. The distributions of liver stiffness and of

the corresponding binary FOF1F2/F3F4 fibrosis phenotypes according to rs61183828 genotype
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are shown in Figure 2B. Both the GG patients had a binary fibrosis phenotype (Figure 2B) of
F3F4, and more than 50% of the AG heterozygotes were F3F4, versus only 22.8% of the AA
patients. According to this binary definition, the odds ratio of developing liver fibrosis (ie
having a F3F4 status) for subjects of AG or GG genotypes vs subjects of AA genotype was 4.3

[95% confidence interval: 1.9; 9.7].
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Discussion

The major pathological consequences of HCV infection are progression to liver fibrosis and its
potential complications. Several factors have clearly been shown to be associated with fibrosis
progression. These factors include the duration of infection, age, being male, obesity and
alcohol consumption (42). HIV/HCV co-infection also results in liver fibrosis progressing more
rapidly, with a viral load for HCV twice that in patients with HCV mono-infection (42). Co-
infected patients appear to be at high risk of developing insulin resistance or diabetes (43) and
are more likely to develop hepatotoxicity due to HAART than patients infected with HIV alone.
The HEPAVIH cohort is slightly particular since a rather high proportion of patients (69%,
more than usual) received anti-HCV treatment in addition to anti-HIV treatment, although only
9% of them achieved SVR before their fibrosis evaluation. Indeed, the French HIV guidelines
recommend to treat HCV infection in co-infected patients, irrespective to the CD4+ count, using
the less hepatotoxic drugs. Fibrosis progression was also found to be more likely in patients
with low CD4" cell counts and high viral loads for HIV (42), as in the patients of the HEPAVIH
cohort, despite the lack of a significant difference in HIV viral load between the FOF1F2 and
F3F4 groups (Supplemental Table 1). The identification of genetic variants associated with a
risk of developing liver fibrosis in this specific population of co-infected patients is therefore

of major interest.

Our GWAS detected, for the first time, two significant signals associated with severe liver
fibrosis in patients with HIV/HCV co-infection. One of these signals was weaker if patients
with SVR were removed from the analysis and was not replicated in two cohorts of patients
with HCV mono-infection. Additional samples of co-infected patients should therefore be
investigated to determine the role of this signal in this specific population. By contrast, the

signal on chromosome 3p25 clearly remained significant in the sample of co-infected patients
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without SVR, and was replicated in two independent cohorts of patients with HCV mono-
infection, through the highly correlated SNPs rs61183828 and rs73132859. The association
replicated in the mono-infected cohorts was of a smaller magnitude than that in the HIV/HCV
cohort, possibly due to the “winner’s curse” effect, sampling variation, and/or an impact of HIV
co-infection on the strength of the association. Furthermore, the weaker effect observed in the
first replication sample (Franco-Swiss GWAS) may reflect differences in the phenotypes
studied, despite the correlation between logFPR and sqrtLS (0.49). More significant replication
was observed in the second replication cohort, based on exactly the same phenotype as the

GWAS.

Extensive LD analysis of the 1000 Genomes European population showed that the replicated
cluster on chromosome 3p25 included five SNPs (1> > 0.8 with rs61183828) located in a region
containing three genes, OXTR, CAV3 and RAD18 (Supplemental Figure 4). Four of these SNPs
were found to be located in OXTR introns, including rs61183828, whereas rs73132859 was
intergenic. Four of the SNPs of the cluster were found to be located in a potential promoter
region enriched in CpG islands, including rs78828026 (r>=1 with rs61183828 according to 1000
Genomes European population), which is located in a validated transcription factor binding site
for FOXA1 (forkhead box protein A1) (44). FOXAI is a liver-specific transcriptional activator
(45), consistent with this signal being of biological interest for the phenotype studied. We found
no published evidence linking the five SNPs or FOXAT1 with the expression of OXTR, CAV'3 or
RADIS. One of these genes, OXTR, encodes a G-protein-coupled receptor that acts as a receptor
for oxytocin and does not seem to be related to liver or fibrosis outcomes. However, the other
two genes, CAV3 and RADIS, appear more interesting as their products are involved in
mechanisms likely to affect both cell signaling and the maintenance of cell structure for CAV3

or HCV replication for RADIS8.
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The CAV3 gene encodes a member of the caveolin family that functions as a component of the
caveolae found in the plasma membranes of most cell types, in which it acts as a scaffold,
organizing other proteins involved in cell signaling and the maintenance of cell structure (46).
However, this gene also encodes a long non-coding RNA (IncRNA, 680 bases) with exons
overlapping the intron sequences of RAD 18 (Supplemental Figure 4). CAV3 may belong to the
growing class of “bifunctional genes” encoding not only proteins but also IncRNA isoforms,
which often have a function antagonistic to that of the protein (47). CAV3 mRNA is also

detected in liver tissues (GeneAtlas U133A, germa) and this gene has been reported to be

associated with hepatic insulin signaling (48). The RADI18 gene may also be relevant. Indeed,
the potential promoter region mentioned above and including rs78828026, is located 5’ to
RADI8. This gene encodes a component of the DNA damage repair system. Cells lacking
Rad18 are hypersusceptible to infection with murine leukemia virus and HIV (49), and this
protein has been implicated in the post-replication DNA repair process occurring during HIV-
1 infection (50). Several viruses, including HCV, are known to disturb the cellular DNA repair

and cell cycle pathways to maximize their own replication (51).

In conclusion, we have identified, in this GWAS, a significant, replicated genetic association
on chromosome 3p25 with the SNP rs61183828 which exhibits a substantial impact on liver
stiffness in co-infected patients. These results suggest new relevant hypotheses for the
pathogenesis of liver fibrosis in co-infected patients, pointing out novel molecular mechanisms
potentially accounting for this genetic effect. These findings may help define new targets for

the development of drugs or prognostic tools in the treatment of HCV-infected patients.
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Table 1 — Associations from with the sqrtLS in additive mode such that p-value < 10, p-values

adjusted with covariates (see Methods)

Adjusted MAF
SNP CHR | BP(HGI19) MAF | Beta(SE) Genes
p-value 1IKG
rs73132848 3p25 8806424 A | 0.06 1.13 (0.18) 1.00x10° 0.04 OXTR
rs78828026 3p25 8807582 C | 0.06 1.01 (0.18) 2.02x10°8 0.04 OXTR
rs61183828 ¢ 3p25 8807809 C | 0.06 1.01 (0.17) 3.86x10° 0.04 OXTR
1s79896191 3p25 8808411 T | 0.06 1.02 (0.17) 3.24x10° 0.04 OXTR
rs73132859 3p25 8811394 C | 0.06 | 0.91(0.18) 2.20x107 0.03 intergenic
rs148718180 6923 131802744 | C | 0.05 1.01 (0.19) 1.28x107 0.04 intergenic
rs117102357 6923 131823969 | T | 0.05 1.01 (0.19) 1.19x107 0.04 intergenic
rs143633948 6923 131825594 | A | 0.05 1.07 (0.2) 9.34x10°8 0.04 intergenic
rs145959532 6923 131828358 | A | 0.05 1.01 (0.19) 1.22x107 0.04 intergenic
1s78203620 6923 131830410 | A | 0.05 1.01 (0.19) 1.21x107 0.04 intergenic
1575544527 6923 131832335 | A | 0.05 1.01 (0.19) 1.20x107 0.04 intergenic
rs112612132 6923 131838280 | A [ 0.05 1.01 (0.19) 1.17x107 0.04 intergenic
1s3904567 6923 131840255 | T | 0.05 1.01 (0.19) 1.17x107 0.04 intergenic
rs74819266 6923 131840790 | G | 0.05 1.01 (0.19) 1.17x107 0.04 intergenic
rs190131975 6923 131850254 | A | 0.05 1.01 (0.19) 1.20x107 0.04 intergenic
rs150383367¢ | 6q23 131851956 | T | 0.05 1.01 (0.19) 1.21x107 0.04 intergenic
rs11790112 9p22 19469751 A | 020 0.59 (0.1) 1.79x10°8 0.22 MAPILC3BPI
rs11790131¢ 9p22 19469846 T | 020 0.60 (0.1) 9.26x10° 0.22 MAPILC3BPI
1s35897606 11p13 | 33457857 G | 0.08 | 0.80(0.15) 5.76x10°8 0.07 intergenic
1s79709413 13q12 | 25314626 T | 0.05 | 0.95(0.19) 7.54x107 0.06 intergenic
rs35467001 ¢ 17925 | 71380062 [ A | 0.05 | 0.87(0.17) 4.57x107 0.06 SDK?2
rs73084982 20p13 3411053 A | 0.06 [ 0.92(0.18) 2.05x107 0.07 intergenic

G: indicates that the SNP is genotyped
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Table 2 — Replication table in the Franco-Swiss GWAS and the Genoscan cohort.

Tested allele MAF
GWAS Franco-
HEPAVIH / p-values GWAS Franco- Genoscan HEPAVIH /
CHR SNP . . Swiss .
Franco-Swiss | HEPAVIH | Swiss Imputation p-value (beta) | Franco-Swiss /
) p-value
/ Genoscan information® Genoscan
rs73132848 A 1.00x10? 0.92 0.107 - 0.06/0.05 / NA
rs78828026 C 2.02x10%8 0.92 0.081 - 0.06/0.05 / NA
0.06/0.05/
3p25 rs61183828 ¢ C 3.86x10° 0.91 0.123 0.004 (0.625) 0.06
1rs79896191 T 3.24x107 0.93 0.120 - 0.06/0.05 / NA
rs73132859 C 2.20x107 0.92 0.020 - 0.06/0.05/ NA
rs148718180 C 1.28x107 0.95 0.373 - 0.05/0.04 / NA
rs117102357 T 1.19x107 0.99 0.499 - 0.05/0.04 / NA
rs143633948 A 9.34x10° 0.96 >0.5 - 0.05/0.04 / NA
1rs145959532 A 1.22x107 0.98 0.484 - 0.05/0.04 / NA
1rs78203620 A 1.21x107 0.99 0.496 - 0.05/0.04 / NA
6923 175544527 A 1.20x107 0.98 0.492 - 0.05/0.04 / NA
rs112612132 A 1.17x107 0.98 0.481 - 0.05/0.04 / NA
1s3904567 ¢ T 1.17x107 0.98 0.472 - 0.05/0.04 / NA
rs74819266 G 1.17x107 0.98 0.478 - 0.05/0.04 / NA
rs190131975 A 1.20x107 0.98 0.468 - 0.05/0.04 / NA
rs150383367 T 1.21x107 0.98 0.474 - 0.05/0.04 / NA
rs11790112 A 1.79x10° 0.99 0.468 - 0.20/0.20/ NA
9p22 0.20/0.20/
rs11790131¢ T 9.26x10” 1 >0.5 >0.5
0.17
rs35897606 G 5.76x10® 0.80 0.006 - 0.08/0.07 / NA
11pl3 0.08/0.07/
rs17252741 T 1.05x10¢ 0.82 0.008 >0.5
0.05
0.05/0.06 /
13ql12 rs79709413 T 7.54x107 0.78 0.040 >0.5 0.05
17925 1$35467001 © A 4.57x107 0.86 0.448 - 0.05/0.05/NA
20p13 rs73084982 A 2.05x107 0.86 >0.5 - 0.06/0.04 / NA

$: Imputation information lies in the range (0,1). An information value of 0 indicates that the genotype probabilities are obtained

from the allele frequency (i.e. complete uncertainty about the imputed genotype), and an information value of 1 indicates that

there is no uncertainty about the imputed genotype (e.g. genotyped SNP as rs11790131).

G: indicates that the SNP was genotyped in the primary Hepavih cohort

*: 1835897606 could not be genotyped in Genoscan for technical reason and was replaced by rs17252741 (1> = 1 in 1000

Genomes European populations)

> ().5: indicates an opposite risk allele

Bold font indicates a replication in the GWAS Franco-Swiss (p-value < 0.05)

Bold and italic font indicates a replication in Genoscan (p-value < 0.05)
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Figure legends
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Figure 1 — Manhattan plot of the genome-wide association results with sqrtLS. After
genotype imputation, ~8,500,000 common variants were tested for association with sqrtLS in
289 individuals, in linear regression analysis with an additive model. Each dot corresponds to
a SNP, with it chromosomal position (x axis) and -log10(p-value) (v axis) as the coordinates.
Association signals of genome-wide significance (p-value <5 x 1078, red line) were observed
on chromosomes 3 and 9. The strongest associated SNPs were rs61183828 on chromosome

3p25 (p-value = 3.8x10) and rs11790131 on chromosome 9p22 (p-value = 9.3x10”).
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Figure 2 — Distribution of liver stiffness according to the genotype at SNP rs61183828
associated with sqrtLS. (A). Mean of non-transformed liver stiffness by genotype. Each
genotype, with its sample size, is plotted on the x-axis, whereas mean of liver stiffness, in kPa,
is plotted on the y-axis. Error bars represented the standard error of the mean and the two black
points show the GG individuals (B) Non-transformed liver stiffness converted into a
METAVIR score and used as a case/control outcome (FOF1F2 versus F3F4). For each
genotype on the x-axis, the sample size is also provided, and METAVIR scores group is

indicated on the y-axis, together with the percentage of the subjects in the corresponding group.

Supporting Information:

Separated file (Supplementary file ulveling et al.docx)

Acknowledgments: The authors thank all the members of the ANRS CO13 HEPAVIH Study

Group, the Swiss Hepatitis C Cohort Study Group, and the French ANRS HC EP 26 Genoscan
Study Group, especially the physicians and nurses involved in cohort follow-up, and all the

patients who took part in this study.

Conflict of Interest: The authors declare no conflict of interest

134



Supplemental Information:

Members of the Scientific Committee of the ANRS CO13 HEPAVIH Study Group:D Salmon

(Investigator coordinator), F Dabis (co-investigator coordinator), L Wittkop (scientific and
methodological coordinator), MA Loko, M. Winnock, P Sogni, P Trimoulet, J Izopet, V
Paradis, B Spire, P Carrieri, C Katlama, G Pialoux, MA Valantin, J Chas, I Poizot-Martin, B
Marchou, E Rosenthal, D Garipuy, O Bouchaud, A Gervais, C Lascoux-Combe, C Goujard, K
Lacombe, A Bicart-See, C Duvivier, D Vittecoq, D Neau, P Morlat, F Bani-Sadr, L Meyer, F
Boufassa, L Piroth, ML Chaix, F Abravanel, B Autran, AM Roque, C Solas, H Fontaine, L
Serfaty, M Guiguet, G Chéne, D Costagliola, D Zucman, A Simon, S Dominguez, E Billaud, P
Miailhes, J Polo Devoto, H Aumaitre, D Rey, O Segeral, L Marchand (ANRS), S Couftfin-
Cadiergues (ANRS).

Members of the Swiss Hepatitis C Cohort Study Group: Francesco Negro, Laurent Kaiser
(Geneva), Darius Moradpour, Vincent Aubert (Lausanne), Jean-Francois Dufour, Fabio
Giudici, Olivia Keiser, Meri Gorgievski (Berne), Markus Heim, Hans Hirsch, Marielle
Rutquist, Pascal Benkert, Thomas Fabbro (Basel), Andreas Cerny (Lugano), Gladys Martinetti-
Lucchini (Bellinzona), Raffaele Malinverni (Neuchatel), Hans H. Siegrist (La Chaux-de-
Fonds), David Semela, Pietro Vernazza, Patrick Schmid, Giinter Dollenmaier (St. Gallen), Beat
Miillhaupt, Philip Bruggmann, Elisabeth Probst-Miiller (Ziirich).

Members of the French ANRS HC EP 26 Genoscan Study Group: Bertrand Nalpas (Paris),
Laurent Abel (Paris), Mona Monteanu (Paris), Laurence Bousquet (Paris), Yen Ngo (Paris),
Pascal Lebray (Paris), Joseph Moussalli (Paris), Yves Benhamou (Paris), Dominique Thabut
(Paris), Anais Vallet-Pichard (Paris), Hélene Fontaine (Paris), Vincent Mallet (Paris), Philippe
Sogni (Paris), Jean-Baptiste Trabut (Paris), Marc Bourliere (Marseilles), loannis Theodorou

(Paris), Jean-Frangois Delfraissy (Paris), Thierry Poynard (Paris), Stanislas Pol (Paris).

135



Supplemental Tables:

Supplemental Table 1 — Demographic statistics based on the date of the first liver stiffness

measure by FibroScan®. Statistical differences (p) are determined between FOF1F2 and F3F4

using the t-test for quantitative variables or chi? test for qualitative variables, included in the R

software version 3.0.2 (https://cran.r-project.org/).

median +/- SD

o All patients FOF1F2 F3F4
Characteristic P
(n = 289) (n=210) (n="79)
Sex (Mrf‘l(?,f;emale) 200 (69.2) /89 (30.8) 138 (66) / 72 (34) 61 (77.2)/ 18 (22.8) 0.05
0
Age (years),
median /- SD 458 +/- 6.1 458 +/-6.3 457 +/-5.5 0.25
Liver stiffness (kPa) 14
median +/- SD 6.7 +/-9.8 5.9+/-1.5 153 +/-13.8 2x10
Infection time (years),
median +/- SD 244 +/-7.9 24.3 +/- 8.1 24.7+/-7.3 0.38
HCV genotype, n (%)
1 168 (58.1) 120 (57.1) 47 (59.5)
2 11 (3.8 8(3.8 3 (3.8
(3.8) (3-8) (3-8) 0.66
3 52 (18) 35 (16.7) 17 21.5)
4 57 (19.7) 46 (21.9) 12 (15.2)
5 1(0.3) 1(0.5) 0 (0)
METAVIR score, n (%)
0 109 (37.4) 109 (52.2) 0 (0)
1 49 (17 49 (23.4 0(0
a7 (23.4) (0) ND
2 52 (18) 52 (24.9) 0 (0)
3 20 (6.9) 0 (0) 20 (6.9)
4 59 (20.4) 0 (0) 59 (20.4)
49 (17)/81 (28)/ 159
Alcohol status, n (%) 34(16.1)/53 (25.2) / 15 (19)/ (28 (35.4) / 0.13
(never/past/current) (55) 123 (58.6) 36 (45.6)
SVR after treatment
(Yos/No) 1 (%) 26 (9) /263 (91) 21 (10)/ 189 (90) 5(6.3)/74 (93.7) 0.49
3
CD4+ (cell/mmc), 469 +/- 302.1 505 +/- 305.5 383 +/-278.8 0.003
median +/- SD
16 (20.3)/ 60 (75.9) / 3
66 (22.8) /223 (77.2 50 (23.8) /160 (76.2
HIV viral load * @25) (772) @35 (762) (3-8) 0.27
3.7+-1.7 3.7+/-1.5 37421
sk
ARVT ™ (years), 10.5 +- 4.7 10.4 +- 4.7 10.8 +/- 4.6 0.81

* HIV viral load: viral load status (detectable / undetectable / NA, n (%)) and logarithm of HIV copy per ml (median +/- SD)

** ARVT: effective time of HIV anti-retroviral treatment
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Supplemental Table 2 — Distribution of covariates according to the genotypes AA or
AG+GG at SNP rs61183828. Statistical differences (p) were determined between genotype
groups using the t-test for quantitative variables or chi? test for qualitative variables, included

in the R software version 3.0.2.

AA AG + GG
Characteristic (n = 255) (0= 3242) P
n= n= =+
8 Sex (Mrf‘l(‘f,gemale) 178 (69.8) / 77 (30.2) 22 (64.7)/ 12 (35.3) 0.68
g (1]
[
=
& Age (years), : 3
: i 4§D 45.4+/-6.1 472 +/-5.8 0.34
[
£ Infection time (years),
Pl dian 4. 3D 243 +/-8 252 +/-6.8 0.62
= o
£ g HCV genotype
3 | versns oher 144 (56.5) / 111 (43.5) 22 (64.7) /12 (35.3) 0.51
=
8 Alcohol status, n (%) 43 (16.9) /69 (27.1)/ 3(8.8)/12(35.3)/
= 0.32
-g (never/past/current) 139 (54.5) 19 (55.9) )
>
) ARVT * (years), .
O edian - SD 10.4 +/-4.7 10.4 +/- 4.7 0.83
SVR after treatment
(Yes/No) n (%) 25 (9.8) /230 (90.2) 1(2.9)/33 (97.1) 0.33
CD4+ (cell/mm3),
edian 4/ SD 473.5 +/-306.4 443 +/-273.3 0.21
3.7+-1.7 3.7+-1.7
HIV viral load ** 58 (22.7)/ 196 (76.9) / 1 9(26.5)/23(67.6)/2 | 0.51
(0.4) (5.9)

* ARVT: effective time of HIV anti-retroviral treatment

** HIV viral load: status (detectable / undetectable / NA, n (%)) and logarithm of HIV copy per ml (median +/- SD)

137



Supplemental Table 3 — GWAS associations dealing with liver diseases. List of 322 SNPs,
with p < 107 in GWAS catalog (https://www.ebi.ac.uk/gwas/), from 31 GWAS dealing with 6

liver diseases. Five SNPs belonging to three common regions of our study (6923, 11p13, 13q12)

are highlighted in green and the p-values of association obtained in our cohort are indicated (p

sqrtLS)

e Summary

. . Number of
Disease / Trait GWAS
PSC 6
Autoimmune hepatitis 1
PBC 5
ALD/NAFLD 12
liver related HBV 5
liver related HCV 2
e PSC = primary sclerosing cholangitis
rs4676410 2,00E-009  2q37 GPR35
rs1452787 3,00E-008 18q21 TCF4
| MelumE  NatGenet 21151127 153197999  1,00E-016 3p21 MSTI
1s6720394 4,00E-008 2ql3 BCL2L11
rs12735793 1,60E-006 - PTPRU
rs896403 1,50E-006 - 1924
154391646 8,80E-007 - 124
rs6678400 9,50E-007 - 1924
rs12043426  3,50E-006 - 1g42
1s6971637 1,60E-007 - PION
rs7791854 1,00E-007 - PION
rs3807746 2,10E-006 - MAGI2
16973565 1,40E-006 - PLXNA4
rs13231950  4,30E-006 - PLXNA4
rs7462577 1,90E-006 - 8q24
rs7038037 2,70E-006 - BSPRY
rs706778 5,40E-006 - IL2RA
rs3134883 8,50E-007 - IL2RA
rs4147359 4,70E-006 - IL2RA
rs10905718  2,40E-007 - IL2RA
rs10891130  5,00E-006 - FDXI
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rs1793660 3,60E-006 - KIRREL3
rs12808353  2,40E-006 - VPS26B
rs11168249 1,00E-006 - HDAC7
rs9520835 9,00E-006 - INFSFI3B
rs4321167 5,90E-006 - 15q26
rs17683107  8,50E-007 - GAS7
rs12458015  7,30E-006 - TCF4
rs3099844 2,60E-026  6p2l HLA-B
1s2844559 4,20E-026  6p21 HLA-B
1s2234161 1,53E-006 1 TNFRSF14
rs7608910 7,21E-006 2 PUSIO
157426056 4,36E-022 2 CD28
rs11306716  2,08E-006 2 NA
rs11676348  6,48E-007 2 CXCR2
rs7556897 4,74E-009 2 AC073065.3
rs3749171 3,67E-009 2 GPR35
rs3197999 1,84E-028 3 MSTI
rs116046827  4,50E-011 3 BSN
rs3774937 6,11E-009 4 NFKBI
rs13132308  2,53E-009 4 IL2]
rs9687958 1,28E-006 5 NA
rs72928038  §8,05E-012 6 BACH?
rs61839660 1,82E-010 10 IL2RA
rs3118471 1,70E-011 10 IL2RA
rs10748781 4,37E-006 10 NKX2-3
rs11168249  5,49E-009 12 HDAC7
rs12369214 1,29E-009 12 RICSB
rs3184504 1,73E-011 12 SH2B3
rs11649613 1,28E-011 16 RPI11-396B14.2
rs66504140 1,14E-006 18 CD226
1s259964 2,78E-006 20 ZNF831
rs9977672 4,90E-015 21 NA
rs1893592 5,93E-008 21 UBASH34
154456788 5,05E-006 21 AP001057.1
rs3748816 7,40E-012  1p36 MMELI
1s7426056 1,90E-020  2q33 CD28
rs317999 2,40E-026  3p2l MSTI
rs13140464  8,90E-013  4q27 IL2]
1s56258221 8,40E-012  6ql5 BACH?
rs4147359 8,20E-017 10pl5 IL2RA
rs7937682 3,20E-009 11q23 SIK2
rs11168249  5,50E-009 12ql3 HDAC7
rs3118504 5,90E-011 12q24 SH2B3
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rs1788097 3,10E-008 18q22 CD226
1s60652743 6,50E-010 19ql13 PRKD?
152836883 3,20E-017 21q22 PSMG1
rs3748816 2,10E-008 1 TNFRSF14
rs13132245 1,20E-007 4 1L21]
rs13119723  9,90E-008 4 IL2]
152903692 6,40E-006 16 CLECI64
rs602662 1,90E-006 19 FUT2
rs601338 2,70E-006 19 FUT2
rs11682163  7,60E-006 2 ALLC
rs281377 2,10E-006 19 FUT2

e AutoimmuneHepatitis

152187668

1,50E-078  6p21
rs3184504 7,70E-008 12q24
rs6000782  3,00E-006 22ql13

(HLA-DQAI)

(SH2B3)
(CARDI0)

e PBC = primary biliary cirrhosis

rs12712133  5,19E-009 2q12 ILIRI
154973341 2,34E-010 2q36 RNA5SSPI121
rs11724804  9,01E-012 4p16 GAK
1s526231 1,14E-008 5q21 PAM
rs2546890 1,06E-010 5q33 RNF145
rs1859308 0,000000163 16pl1 IL4R
rs6441286  2,00E-014 325 IL124
rs3790567  3,00E-011 1p31 ILI2RB2
rs907092 0,000008 17q12 IKZF3
rs10488631  0,0000002 7q32 IRF5-TNPO3
rs2395148,
rs3135363,
152856683, 1,00E-010 6p21 c6orfl0
rs9357152
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rs2395148,
i:;ggzgg 7,00E-010 6p21 c6orfl0
rs9357152
I LiuX  NatGenet 20639880 | rs10488631 3,00E-010 7432 TNPO3
rs9303277  0,000000002 17q21 GSDMB
rs3745516  8,00E-011 19q13 SPIB
rs3790567  8,00E-012 1p31 ILI2RB?2
rs6441286 8,00E-012 325 ILI124
rs7774434  3,00E-026 6p21 HLA-DOBI
| MellsGF  NatGenet 21399635  rs12134279 2,00E-014 1931 DENNDIB
rs10931468 2,00E-019 2q32 STAT4
rs2293370  3,00E-011 3ql3 CDS0
1s7665090  4,00E-012 4q24 NFKBI
rs860413 1,00E-011 5pl3 IL7R
rs6974491  0,00000004 Tpl4 intergenic
rs6421571  3,00E-012 1123 CXCRS
rs1800693  0,000000002 12p13 TNFRSFI1A4
rs911263  2,00E-011 14q24 RADSILI
rs12924729  3,00E-012 16p13 CLECI164
rs11117432  5,00E-011 16q24 intergenic
rs968451  0,000000001 22q13 MAP3K7IP1
rs17129789  9,00E-020 1p31 ILI2RB?2
rs485499 2,00E-016 325 IL124
rs12531711  9,00E-017 7q32 IRF5
rs7208487 0,0000008 17q12 ORMDL3
rs3745516  2,00E-013 19q13 SPIB
rs1372072  0,00000002 3p24 PLCL2
rs538147 2,00E-010 11q13 RPS6KA4
rs8017161 3,00E-013 14932 TNFAIP2
1s7774434  4,00E-034 6p21 MHC
_ rs6890853  0,00000004 5pl3 IL7R
rs9303277 0,000000004 17921 GSDMB
0,000001 2q32 STAT4
rs2293370  0,000000003 3ql3 CD&0
rs7665590  0,0000001 4923 NFKBI
154979462 3,00E-014 9q32 TNFSF15
rs4938534  0,00000002 11923 POU2AF1
e ALD = alcoholic liver disease / NAFLD = non-alcoholic fatty liver disease
rs738409 5,90E-010 22q13 PNPLA3
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Am J Hum Genet rs11597390 1,50E-008 10 CPNI
rs11597086 1,80E-008 10 CHUK
rs11591741 3,00E-008 10 CHUK
rs2281135 8,40E-016 22 PNPLA3
rs2143571 7,20E-009 22 SAMMS50
rs1169313 1,80E-010 12 HNF'14
rs4820599 4,00E-011 22 GGT1
rs1780324 7,00E-015 1 NBPF3-ALPL
rs9461011 1,90E-010 6 GPLDI
rs9467160 1,20E-011 6 GPLDI
rs8176720 4,30E-012 9 ABO
rs641959 2,10E-011 9 ABO
rs514708 1,90E-011 9 ABO
15672316 4,40E-010 9 ABO
1s657152 1,70E-030 9 ABO
15474279 8,30E-009 9 ABO
rs552148 1,20E-009 9 ABO
rs12355784  5,00E-010 10 JMJIDIC
rs10761779  6,90E-010 10 REEP3
Chambers JC rs6834314 3,10E-009  4q22 HSDI17B13
1s2954021 5,30E-009  8q24 TRIB1
rs10883437  4,00E-009 10q24 CPNI
rs738409 1,20E-045 22ql3 PNPLA3
rs1976403 1,80E-050  1p36 ALPL
rs16856332  1,60E-009  2q24 ABCBI1
rs1883415 5,60E-026  6p22 ALDHS5A1
rs6984305 2,10E-010  8p23 PPPIR3B
1s2954021 2,30E-013  8q24 TRIB1
rs10819937 1,00E-009  9q21 ALDOB
rs579459 2,60E-123  9q34 ABO
1s7923609 5,90E-023  10q21 JMJIDIC
rs174601 2,60E-009 11ql2 Cllorfl0
1s2236653 1,80E-009 11q.24 ST3GAL4
rs7186908 4,80E-009 1622 HPR
rs314253 8,40E-012 17pl13 ASGR1
rs281377 1,10E-015  19ql13 FUT2
1s7267979 7,40E-010 20pl1 ABHDI?
rs1497406 2,80E-019  1p36 RSGI
rs12145922  3,80E-011  1p22 CCBL2
rs1335645 7,30E-009  1pl13 CEPTI
rs10908458 1,70E-015  1q21 DPM3
rs1260326 3,90E-013  2p23 C2orfl6
rs13030978 1,10E-011  2ql2 MYOIB
1s2140773 1,10E-009  2q37 EFHDI
rs10513686  6,10E-011  3q26 SLC2A42
rs4547811 2,50E-027  4q31 ZNF827




rs6888304 1,20E-009  5pl5 CDH6
54074793 3,40E-010  5ql1 ITGAl
1s9296736 2,60E-009  6pl2 MLIP
rs17145750  2,90E-009  7qll MLXIPL
rs754466 6,40E-010 10923 DLGS
rs7310409 7,00E-045 12q24 HNFI1A4
rs944002 5,80E-029  14q32 Cl4orf73
rs339969 6,60E-020 15921 RORA
rs8038465 1,40E-009  15q23 CD276
rs4581712 3,10E-009 16923 DYNLRB?2
rs9913711 1,30E-009 17q24 FLJ37644
rs12968116  8,90E-010  18q21 ATP8BI
rs4503880 3,00E-012  18q21 NEDDA4L
rs516246 7,60E-010  19q13 FUT2
rs1076540 9,60E-017 22ql1 MICAL3
152739330 1,70E-009 22ql1 DDT
rs2073398 1,10E-109 22ql1 GGTI
rs2862954 4,88E-010 10q24 ERLINI
rs1408579 4,57E-010 10q24 ERLINI
rs10883451  4,29E-010 10q24 ERLINI
rs11597086  1,46E-009 10q24 CHUK
rs11591741  1,84E-009 10q24 CHUK
rs17729876  1,82E-009 10q24 CWFI9L1
rs17668255  1,82E-009 10q24 CWFI9L1
rs17668357  1,65E-009 10q24 CWFI9L1
rs12784396 2,47E-09  10q24 CWFI19LI
rs738409 1,54E-048 22 PNPLA3
rs10401969  7,89E-010 19 TM6SF2
rs58542926  1,33E-009 19 TM6SF2
1s626283 1,03E-009 19 MBOAT7
rs12743824  5,00E-006  1p21 LPPR4
rs222054 1,00E-006  4ql3 GC
157324845 3,00E-006 13ql4 LCPI
rs11864146  2,00E-006 16q23 SLC38
rs343064 3,00E-008  7pl4 intergenic
rs11669592  4,00E-006 19pl3 intergenic
rs4243849 2,00E-006  8q24 intergenic
1s2358462 4,00E-006  4q31 intergenic
rs9977253 5,00E-006 21q21 intergenic
rs6027755 6,00E-006  20q13 intergenic
rs6079395 7,00E-006  20p12 MACROD?
rs2800 3,00E-006  3q24 SLCY9A49
rs894177 3,00E-006  3q24 intergenic
p sqrtLS = 0.45 rs1305088 9,00E-006 13ql2 SLC4643
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rs1227756  2,00E-007  10g22 COLI3AI
rs887304  8,00E-007 12pl3 EFCAB4B
rs9584805  2,00E-006 13¢32 FARPI
rs4237591 2,00E-006 11q22 intergenic
rs2986971  3,00E-006 10pll intergenic
1s2216228  4,00E-006 12pl2 STSSIAI
1$7632299 4,00E-006  3q24 intergenic
rs10067427  5,00E-006  5q21 intergenic
rs10954668  7,00E-006  7q21 CACNA2DI
rs7077164  7,00E-006 10g22 COLI3Al
rs11083271  8,00E-006 1812 intergenic
1s2499604  2,00E-006  1q43 ZP4
rs2710833  6,00E-007  4¢32 DDX60L
p sqrtLS = 0.82 rs2049953 4,00E-006 6923 intergenic
rs12344488  5,00E-006 9921 intergenic
rs1529093 2,00E-006  2q31 intergenic
1959903 7,00E-006  4pl5 SELIL3
1s2645424  7,00E-007  8p23 FDFTI
rs1836127 3,00E-006 12q22 intergenic
rs643608 1,00E-006 21q22 intergenic
rs6591182  9,00B-007 11ql3 LTBP3
1s2645424  3,00E-006  8p23 FDFTI
rs6487679  1,00E-006 12pl3 PZP
rs1414896 2,00E-006  1p21 intergenic
rs10510146  7,00E-006  10q26 CI00rf122
| KawaguchiT  PLoSOne 22719876 | 15738409  1,00E-010 22ql3 PNPLA3
rs11206226  5,00E-006  1p32 YIPFI
rs1390096  3,00B-006  4pl5 HS3ST1
152143571 6,00E-007 22q13 SAMMS0
152073080  8,00E-007 22q13 PARVB
| Kitamoto T HumGenet 23535911 rs6691847  7,00E-006  1p35 PTPRU
1s7552722  7,00E-006  1pl3 NGF
152051090  7,00E-006 13q13 DCLKI
152896019 2,00E-020 22q13 PARVB
| Speliotes EK  PLoSGenet 21423719  rs738409  4,00B-034 22q13 PNPLA3
1s2228603  1,22E-011  19pl2 NCAN
rs12137855  2,59E-008 1 GCKR
| Kozlitina  NatGenet 24531328 rs738409  4,00E-016 22q13 PNPLA3
rs2281135  6,90B-012 22q13 PNPLA3
rs58542926  5,70E-008  19p13 TMG6SF?2
| DiStefano JK  Acta Diabetol 25246029 1510401969  3,10E-007 19p13 SUGPI
rs4823173  2,80B-007 22q13 PNPLA3
rs2896019  3,10E-007 22q13 PNPLA3




rs2281135 6,00E-007 22ql3 PNPLA3
e Hepatitis B liver disease
rs7574865 2,00E-010 2q32 STAT4
19275319  3,00E-017 6p21 HLA-DQ
[ Zhang B NG Genet. 206760961 517401966 2,00E-018  1p36  UBE4B
rs7898005  7,00E-008 10q24 intergenic
rs2396470  7,00E-007 2q37 SLCI943
LS T PLoS Genet | 22807686] rs455804  5,00E-010 21q21  GRIKI
rs9272105 5,00E-022 6p21 HLA-DRBI
rs7424161 8,76E-006 2q22 LRPIB
rs3825023  3,14E-006 11pl5 SAA2
rs10896464 6,45E-006 11ql3 MYEOV/CCNDI
rs3092194 4,41E-006 20ql12 CHD6
I AlQahtaniA  JMedGenet 24065354 rs7553612 4,33E-006 1p31  LOCI00289178
rs6716352  9,82E-006 2q22 ARHGAPIS5
rs34246867 2,54E-006 3q23 MRPS22
135312459 4,67E-006 4ql12 EXOCI
rs6867291  7,81E-006 523 intergenic
rs6867291  §,02E-006 523 intergenic
rs502071  7,68E-006 6q22 HSF2
rs4445240 5,93E-006 8q21 CNBD1
rs12784800 3,71E-006 10g22 PPIF
152724432  1,89E-007 11g22 FDXI
rs17033545 5,97E-006 12923  RPI11-328J6.1
| psatlS= 079 rs1778797 698E-006 13q12  AL390738.1 |
rs7998378  8,20E-006 13q22 KLF5
rs8054283  8,93E-006 16q23 CDHI3
rs753610  6,45E-006 1822 LOC643542
rs17766247 3,78E-006 18q22 LOC643542
1s5761699  3,98E-006 22ql2 CTA-21149.5
1s5761699  7,64E-006 22ql2 CTA-21149.5
rs5930539 1,49E-008 X MST4
rs5930539 4,26E-007 X MST4
rs6637934 1,80E-007 X FRMD7
rs6637934 3,70E-006 X FRMD7
rs16989995 7,93E-006 X DMD
rs12014086 4,06E-006 X EFHC2
rs17347621 2,31E-006 X ACOT9
rs12682266 6,69E-006 8 intergenic
rs7821974 7,01E-006 8 intergenic
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rs2275959  6,35E-006 8 intergenic
rs1573266 7,44E-006 8 intergenic

o Hepatitis C liver disease

rs16851720  9,00E-009 3923 RNF7
rs4374383  1,00E-009 2q13 MERTK
rs9380516  5,00E-007 6p21 TULPI
1s2629751 1,00E-007 12923 GLTSD?2
rs883924 2,00E-006 9q22 LOC340515
1s7800244  3,00E-006 Tpl2 PKDILI
| UrabeY  JHepatol 23321320 | rs910049  9,00E-011 6p21 C6orf10
13135363 1,00E-010 6p21 intergenic
153129860 1,00E-009 6p21 intergenic
1s3817963  1,00E-008 6p21 BTNL2
159405098 1,00E-010 6p21 intergenic
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Supplemental Figure 1 — Distribution of liver stiffness in the HEPAVIH sample used in

analysis. (A). Liver stiffness (LS) in kPa. (B).
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European samples. Stratification of the 292 individuals include in the analysis.
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Supplemental Figure 4 — Genomic context of the cluster signal on chromosome region
3p25. Four SNPs are located in OXTR in introns and one in the 5’ intergenic region of the gene;
the genotyped SNP rs61183828 is followed by an asterisk. The rs78828026; in perfect LD with
the rs61183828; is within a FOXA1 transcription factor binding site (TFBS in yellow). The
TFBS is in a potential transcriptional region (lightblue) which has 188 CpG islands (blue). Gene
regions are characterized by white box for UTR regions, black box for exons, and black line for
introns. The transcriptional direction is oriented by the arrow below the gene name. The CAV3

isoform 3 is in red line with two exons in RAD18 intronic sequences.
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2 Etude « génome entier » de la cohorte ANRS CO13
HEPAVIH de patients coinfectés par le VIH et le
VHC : a la recherche d’associations lices a I’impact

de la gravité de fibrose par comparaison de groupes

de score METAVIR FOF1F2 et F3F4.

A GWAS reveals CTNND?2 gene polymorphisms associations in liver fibrosis by
comparing FOF1F2 and F3F4 METAVIR score groups in HIV/HCV coinfection.
Damien Ulveling®, Sigrid Le Clerc, Taoufik Labib, Josselin Noirel, Vincent Laville, Cédric
Coulonges, Wassila Carpentier, Dominique Salmon, Francois Dabis, Yves Lévy, Stéphanie

Dominguez* and Jean-Francgois Zagury* and the HEPAVIH ANRS CO13 cohort

Article en préparation

RESUME :

Le score de fibrose METAVIR (F) permet d’estimer le stade de fibrose caractérisant les 1€sions
fibreuses hépatiques existantes. C’est une ¢évaluation semi-quantitative qui permet de
«normaliser » la plupart des méthodes d’évaluation de la fibrose hépatique. Dans cette étude
les scores METAVIR de 292 patients ont ét¢ évalués a partir d’examen de Fibrotest®,
Fibroscan® et ponction hépatique, a la date d’inclusion dans la cohorte ANRS CO13
HEPAVIH. Avec un phénotype dichotomique définissant un groupe de 197 patients avec pas
ou peu de fibrose (FOF1F2) et un groupe de 95 patients présentant des fibroses séveres voire
des cirrhoses (F3F4), nous avons entrepris de comparer ces deux groupes au niveau de chaque

variant génétique dans le cadre d’une analyse « génome entier ».

Nous avons analysé un jeu de données de 8 426 597 de SNPs génotypés ou ayant un fort score

de qualité¢ d’imputation, aprés un contrdle qualité et des procédures d’imputation utilisant le
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panel de référence Européen de 1000 Génomes Phase I (N = 379) a partir de données de
génotypage d’une puce Illumina Omni2.5 BeadChip (Illumina, San Diego, USA).

La comparaison des groupes de score METAVIR FOF1F2 et F3F4 a permis d'identifier deux
signaux « génome entier » significatif. Le premier a été trouvé dans la région chromosomique
1931 (rs72727113, beta = 2,37, SE = 0,41, p-valeur = = 8,2x10”) ou de nombreux CNVs ont
été décrits. Le second signal est situé dans la région chromosomique 5p15 et correspond a trois
SNPs et deux indels, tous en LD (1> > 0,9 selon 1000 Génomes) et introniques du gene CTNND2.
Le signal est porté par 1’association du SNP rs2158099 (beta = -1,67, SE = 0,29, p-valeur =
6,1x10). Le géne CTNND2 semble important dans les mécanismes de formation de cancer,
notamment pour les hépatocarcinomes cellulaires. Ce géne code une protéine, la -catenine,
impliquée dans les jonctions adhérentes cellulaires et interagit avec des protéines de la voie de
signalisation Wnt/Fzd/B-catenine, qui joue un rdle important dans la physiopathologie

hépatique.

Dans cette étude génome-entier, nous avons donc identifié deux signaux, dont un trés pertinent
pour les maladies hépatique. Ces résultats constituent une avancée dans la compréhension des
mécanismes moléculaires associés a la fibrose sévere. Il est important d’essayer de répliquer

ces résultats d’autres cohortes de patients coinfectés VIH/VHC.
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Abstract

Background: There is growing evidence that human genetic variants contribute to liver fibrosis
in subjects with hepatitis C virus (HCV) mono-infection, but this aspect has been little
investigated in patients co-infected with HCV and human immunodeficiency virus (HIV). We
performed the first genome-wide association study (GWAS) of liver fibrosis of patients co-
infected with HCV and HIV, using the well-characterized French ANRS CO13 HEPAVIH
cohort. Liver fibrosis was evaluated in METAVIR score from Fibroscan®, Fibrotest® or liver
biopsy, providing a qualitative fibrosis score. After quality control, GWAS was conducted on
292 Caucasian patients, by comparing 197 patients with low METAVIR score (< F3) with 95
patients with high METAVIR score (> F3), for a total of 8,426,597 genotyped (Illumina
Omni2.5 BeadChip) or reliably imputed SNPs.

Results: Two signals of genome-wide significance (p-value < 5x10°®) were obtained. The first,
on chromosome 1g31 and corresponding to rs72727113 (p-value = 8.18x10) a single imputed
SNP with no obvious link to a gene. The second signal, obtained through rs2158099 (p-value =
6.05x10°) on chromosome region 5pl5, includes 5 intronic variants of the CTNND2 gene
which seems involved in HCV-induced hepatocellular carcinoma mechanisms.

Conclusion: Our GWAS identified a new locus associated with liver fibrosis severity in
patients with HIV/HCV co-infection, on chromosome 5p15. This result was found in CTNND2,
a gene involved in the Wnt/Fzd/B-catenin signaling pathway which plays a role in liver
physiopathology. These findings provide new insight into the molecular mechanisms of liver

fibrosis in patients with HIV/HCV co-infection.
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Introduction

There are 37 million individuals living with the Human Immunodeficiency Virus (HIV)
infection (1) and it is estimated that approximately 20-30% of HIV patients are also infected
with the Hepatitis C Virus (HCV) (2). HIV/HCV co-infection is common due to their shared
routes of transmission and the main risk factor among co-infected patient is the intravenous
injection of drugs with prevalence rates reported as high as 90% (3). Since the introduction of
highly active antiretroviral therapy (HAART), which has improved the survival of AIDS
patients, HCV has emerged as a major comorbid disease causing progressive liver disease,
potentially leading to end-stage liver disease, hepatocellular carcinoma, or death (4, 5). It
appears that the rate of fibrosis progression and liver related diseases are accelerated in
patients with HIV/HCV co-infection than in patients infected with HCV alone (6, 7).
However, the risk factors for progressive liver disease in HIV/HCV-co-infected patients are
not yet fully understood (8). Several studies have suggested that the effective treatment of
HIV and HCV may be associated with a lower risk of liver disease progression (9-11). Risk
factors such as alcohol consumption, age, and obesity have also been described, but account
for only a small proportion of the variability in liver fibrosis development (12). There is
growing evidence to suggest that host genetic factors are involved, at least in patients infected

with HCV alone, but these factors remain largely unknown (13, 14).

Several candidate gene approaches have been used to identify variants influencing the
development or the treatment of liver disease in patients with HCV infection, generally as a
single infection, but most of these studies produced results that were not consistently
replicated (15, 16). Genome-wide association studies (GWAS) provide a broader, unbiased

approach for the discovery of genetic factor involved in disease susceptibility (17). In HIV-
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related phenotypes, such studies have mostly identified HLA loci associated with the control
of viral load and with non-progression to AIDS (18). Several GWAS of HCV infection-related
phenotypes have identified polymorphisms of the /L28B (also denoted as /FNL3/4) gene
associated with both the spontaneous clearance of HCV and a favorable response to
interferon/ribavirin-based treatment, both in patients infected with HCV only (19) and in
patients with HIV/HCV co-infection (20). By a candidate gene approach, polymorphisms of
IL28B gene have also been associated with liver inflammation and hepatic fibrosis in HCV
mono-infection (21-23). Only two GWAS have focused on the HCV-related liver fibrosis
outcome in patients with mono-infections. The first, in a Caucasian population, identified four
susceptibility loci, three of which were linked to genes involved in apoptosis (22). The
second, conducted in Japan, detected variants within the HLA region (24). Moreover, GWAS
identified DEPDC5 and MICA as susceptibility genes for HCV-induced hepatocarcinoma in
Japanese populations (25-27). We therefore carried out this GWAS to identify new genetic
markers associated with liver fibrosis by comparing subjects with a low METAVIR score
(FOF1F2 group) and with subjects with a high METAVIR score (F3F4 group), in the

prospective French HEPAVIH ANRS CO13 cohort of adults with HIV/HCV co-infection.
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Materials and methods

Study design and population

This study was based on a population sample of 374 patients with HIV/HCV co-infection who
had provided written informed genetic consent and were enrolled in the French National
Agency for Research on AIDS and Viral Hepatitis (ANRS) CO13 HEPAVIH cohort (28). The
enrollment criteria were as follows: patients aged 18 years or over, with chronic HIV/HCV co-
infection confirmed by a positive test for HIV-1 antibody and by an HCV RNA assay
(regardless of clinical stage, sex or transmission group). The dual infection in this cohort was
well-characterized because patients had full follow-up medical visits every six months in cases
of cirrhosis and annually for patients without cirrhosis (median follow-up for the cohort: ~4
years). A self-administered questionnaire was used to record socio-demographic characteristics

and data concerning past and current smoking habits, drug use and alcohol consumption.

374 patients were genotyped, however, after quality control and validation of the dataset
information (availability of covariates); only 292 patients remained included for the genetic
analyses (see below). All these patients are treated with HAART and two-thirds received a
pegylated interferon +/- ribavirin treatment for HCV infection (n=200). 25 (8.5%) patients have
achieved a sustained virological response (SVR) after treatment before the inclusion in the
cohort but continued the monitoring. Because of their low number and in order to assess the
fibrosis evolution after SVR, we kept those patients in the analysis. We also assessed the effect
of SVR on GWAS results by analyzing the most significant signals by removing of these 25

patients.

Liver histology and staging of liver fibrosis for the binary comparison of low versus high

METAVIR score groups
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The stage of liver fibrosis in patients co-infected was determined either by an examination of a
liver biopsy specimen (24%), or by a Fibrotest® (16.8%), or by a FibroScan® (59.2%), leading
to the standardized attribution of the METAVIR score in a five-point scale from FO to F4 (29).
The distribution of individuals according to their METAVIR score is presented in Supplemental
Tablel and Supplemental Figure 1.

We used a classic case/control approach to look for genetic determinants of liver fibrosis, by
comparing the group of patients with score of FO, F1, or F2 with the group of patients with

score F3 or F4.

Genotyping and quality control procedures

The Illumina Omni2.5 BeadChip (Illumina, San Diego, USA), which contains 2,391,739
markers, was used to genotype 374 patients. Raw data were first analyzed with Genome Studio
software (version 1.6.3; Illumina) to obtain genotype calls. Thirty samples with a call rate
(percentage of SNPs genotyped per sample) < 95% were removed. Two pairs of individuals
displayed high levels of relatedness on analysis with PLINK software (30). One patient from
each of these pairs was retained for the analysis. At this stage, 342 samples were retained. We
subsequently excluded 210,140 SNPs with a low call rate (< 98%), 312 SNPs not in Hardy-
Weinberg equilibrium (HWE, p-value < 10-6) and 1,025,509 SNPs with a low minor allele
frequency (MAF < 5%). In total, 1,155,778 SNPs were retained for imputation procedures and

analysis.

Population stratification analysis
The genotypes were analyzed by principal component analysis (PCA), with the SMARTPCA
utility of the EIGENSOFT package version 4.2 (31), to correct for possible population

stratification. Before the analysis, we removed 23 individuals who described themselves as
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“non-European”. We then carried out two rounds of SMARTPCA, which identified 27 outliers.
These outliers were excluded from subsequent analyses (Supplemental Figure 2A), which were
carried out on a final sample of 292 patients used for the GWAS. A third analysis without
outliers was performed to determine the eigenvectors (Supplemental Figure 2B). In the
statistical analysis, we used the two first eigenvectors as covariates to correct for population

substructure in the association analyses.

Imputation procedures

The genotype data were phased with SHAPEIT2, and the phased data were then imputed with
IMPUTE2 (32, 33). Haplotype data for 1094 European individuals from the phase I integrated
variant set of the 1000 Genomes project released in March 2012 and updated in August 2012
(34) were used as a reference panel. After all procedures had been carried out, we retained
8,426,597 SNPs with a high imputation quality score, as measured by the information metric

(> 0.8), and with a MAF > 5%.

Covariates used for the association analysis

We focused more specifically on the genetic factors affecting liver fibrosis, by adjusting the
regression analyses for possible confounding factors defined at the enrollment date: sex, age (in
years), alcohol consumption (never, previous and current), HCV genotype (1 versus other),
duration of HIV/HCYV infection (in years) and effective time on antiretroviral treatment for HIV
infection (in years). The full set of covariates was available of 292 patients. The top two

eigenvectors were also used to correct for population substructure.

Statistical tests
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Genomic associations with the comparison of FOF1F2 and F3F4 groups were investigated by
logistic regression analysis in SNPTEST 2.4.1 software (35), with a genetic dominant model
and genotype dosage for the imputed variants, and a complete set of the relevant covariates.

The classical genome-wide significance threshold (p-values < 5x107®) was used (35, 36).

Regional association plots
Regional association plots were created using the locus zoom “plot your own data” function
(https://statgen.sph.umich.edu/locuszoom/genform.php?type=yourdata). Plots were created

utilizing the genome build/LD population hg19/1000 Genomes Nov 2014 EUR.

Search of common signals with GWAS dealing with other liver diseases

From our results, we have performed a thorough search for replication in the GWAS dealing
with liver diseases, first in the GWAS catalog (https://www.ebi.ac.uk/gwas/), second in the
published literature (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed). Overall, we have recovered 322
SNPs (p-value < 10”) from 31 GWAS dealing with HCV liver diseases or non-HCV liver
diseases (Supplemental Table 3, HBV mono-infection, primary sclerosing cholangitis,
autoimmune hepatitis, primary biliary cirrhosis, alcoholic liver disease and non-alcoholic fatty

liver disease).

Bioinformatics exploration databases

We explored the polymorphisms detected in our GWAS further, by looking for changes in
mRNA levels (GTEx Portal, www.gtexportal.org/home/) , splicing (NetGene2,
www.cbs.dtu.dk/services/NetGene2/), transcription factor binding sites (RegulomeDB,
www.regulomedb.org/, HaploReg v2,

www.broadinstitute.org/mammals/haploreg/haploreg.php), and miRNA genes or miRNA
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targets (miRBAse, www.mirbase.org/, miRTarBase, www.mirtarbase.mbc.nctu.edu.tw/,

MicroCosm Targets, www.ebi.ac.uk/enright-srv/microcosm/htdocs/targets/v5/).
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Results

Sample description

Baseline demographic description of the 292 patients retained for the genetic association study
(see Methods) is described in Supplemental Table 1. The data shown were recorded at the
enrollment date of patients. About 75% of patients were co-infected via intravenous drug
injection and the median age at infection was about 20 years. The median duration of co-
infection was 24.1 years. Men accounted for 70% of the patients in the cohort and most patients
were infected with HCV genotype 1 (57.9%). Median CD4" cell count was 467 cells/mm?® and
median HIV viral load was 3.7 log viral copies/ml, with 28.1% of patients having detectable
amounts of virus. The median duration of antiretroviral treatment for HIV infection was about
10.3 years. We also split the patients in two groups according to METAVIR score FOF1F2 and
F3F4 groups. Sex ratio, mean age, and duration of infection did not differ significantly between
the two groups. Median CD4" cell counts were significantly lower for the F3F4 group than for
the FOF1F2 group, whereas there was no significant difference in HIV viral load between these

two groups (Supplemental Table 1).

Associations following the comparison of the FOF1F2 and F3F4 groups

After the quality-control analysis and imputation procedures, 292 patients remained included
in the study for a total of 8,426,597 genotyped or reliably imputed variants. The 197
individuals exhibiting a low METAVIR score (< F3) were compared with the 95 individuals
exhibiting a high METAVIR score (> F3) in the dominant genetic model. The p-value
distribution is shown in the Manhattan plot of Figure 1 and in the QQ plot of Supplemental
Figure 3. The QQ plot gave a genomic inflation factor close to one (A = 1.078), indicating an

absence of stratification after adjustment for the first two principal components. The GWAS

163



identified 6 variants in two distinct loci showing a genome-wide significance level (p-values <
5x10°®), for which information is provided in Table 1. The first significant signal, for
chromosome region 5pl5, corresponded to a cluster of five variants (three SNPs and two
indels, > > 0.9 in 1000 Genomes European populations and HEPAVIH cohort, Supplemental
Figure 4) tagged by two genotyped SNPs in total LD, rs2158099 and rs1423493, which are
intronic variants of the CTNND?2 gene (betas = -1.67, standard errors (SE) = 0.29, p-values =
6.1x10"). Multivariate analysis confirmed that these association results within the cluster
were supported by a single signal. The second signal was located on chromosome region 1q31
and corresponded to a single imputed SNP rs72727113 within an intergenic region (beta =
2.37, SE = 0.41, p-value = 8.2x10™). We also investigated the influence of the 25 patients who
achieved a SVR after treatment on the results, by removing them from the analysis. Both
signals remained significant, according to the genome-wide threshold (rs2158099, beta = -
1.69, SE = 0.31, p-value = 2.96 x 1078, and rs72727113, beta = 2.37, SE = 0.41, p-value = 1.09

x 10%).

We have fixed as a principal association of the chromosome region 5p15 cluster the
genotyped SNP rs2158099 for further representations. This C/G SNP had a minor allele
frequency (MAF) of 0.49 (allele C) in the 292 HEPAVIH patients. A similar MAF was
observed in the 1000 Genomes European population (MAF CEU = 0.49). The distribution of
the SNP rs2158099 genotype according to the binary FOF1F2/F3F4 definition is shown in
Figure 2. The homozygous CC patients (n = 85) in HEPAVIH cohort showed a greater
susceptibility to severe fibrosis (METAVIR score >=F3) with 57.65% of the sample size.
Supplemental Table 2 provides demographic information according to the SNP rs2158099
genotypes. By performing the Fisher exact test in dominant model (allele C dominant), an

Odd-Ratio (OR) of 0.194 [CI 95%: 0.103; 0.353] and a p-value = 3.5x10" were found. The
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second signal carried the G/A SNP rs72727113 which had a MAF of 0.06, as observed in the
1000 Genomes European population (MAF CEU = 0.06). No homozygous A A patients was
found in HEPAVIH cohort, and 25 heterozygous AG subjects (25/34) showed susceptibility to
severe fibrosis (METAVIR score >=F3). This is corresponding to an OR of 7.40 [CI 95%:
3.15; 18.94] and a p-value = 2.1x1077, obtained by performing the Fisher exact test in

dominant model (allele G dominant).

We have also investigated 322 SNPs (p-value < 10) previously published in 31 GWAS
dealing with other liver disease, including HCV monoinfection (Supplemental Table 3) These
SNPs corresponded to 131 genetic regions. None common regions could provide significance
evidence in this study, according to Bonferroni correction (p-value > 5x107) and taking into

account LD information.
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Discussion

The major pathological consequence of HCV infection is progression to liver fibrosis and its
potential complications. Several factors have clearly been shown to be associated with fibrosis
progression. These factors include the duration of infection, age, being male, and alcohol
consumption (37), which have been taken as covariates in our study. HIV/HCV co-infection
also results in liver fibrosis progressing more rapidly, with a viral load for HCV twice that in
patients with HCV mono-infection (37). Co-infected patients appear to be at high risk of
developing insulin resistance or diabetes (38) and are more likely to develop hepatotoxicity
due to HAART than patients infected with HIV alone. In the HEPAVIH cohort all patients
received anti-HIV treatment, and the French HIV guidelines also recommended to treat HCV
infection in these patients, irrespective to the CD4+ count, using the less hepatotoxic drugs.
Fibrosis progression was also found to be more likely in patients with low CD4" cell counts
and high viral loads for HIV (37), we indeed observe that patients with a high METAVIR
score display lower CD4+ cell counts. Interestingly, a recent study (39) has suggested that
HIV mono-infection does not impact the fibrosis progression. The identification of genetic
variants associated with a risk of developing liver fibrosis in this specific population of co-

infected patients is therefore of major interest.

The most significant associations found in our GWAS are located in the CTNND?2 gene and
include five intronic variants (two ‘indel’ and three SNPs). The CTNND2 gene encodes for a
d-catenin, an adhesive junction associated protein of the armadillo/B-catenin superfamily. The
d-catenin is important in brain and eye development (40) but also in cancer formation (41).
Several splice variants were described, and an isoform and dose feedback of the gene

expression is important in cellular morphogenesis, apoptosis, and cancer (42). However, no
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influence of the five associations on splicing mechanism was predicted. Indeed, this gene is
involved in the mechanisms of maintenance of adherence junctions which are responsible for
cell-cell contact (43). The d-catenin affects the localization and stability of p120-catenin
(CTNND1) by competitively interacting with E-cadherin that plays an essential role in the
formation of adherence junctions and in the function of epithelial cells (44). It has been
reported that abnormal expression of E-cadherin and p120-catenin in intra-hepatic cholangio-
carcinoma is correlated with tumor differentiation, intra-hepatic metastasis, and survival of
patients (45). Additionally, CTNND. is expressed in vascular endothelium and the simple lack
of one gene copy is sufficient to impair endothelial cell motility and vascular assembly in
vitro and pathological angiogenesis in vivo (46). CTNND?2 has also been reported as
deregulated in hepatocellular carcinoma (47, 48). Furthermore, 6-catenin has been reported to
interact with -catenin (49). This interaction is of particular interest in HCV induced
hepatocellular carcinoma because B-catenin together with the E-cadherin plays a significant
role in liver physiology and pathology through the Wnt/Fzd/B-catenin signaling pathway (50)

and they have been placed on the list of seric markers of liver carcinogenesis (50).

Regarding the second signal, LD investigation of the 1q31 region (Supplemental Figure 5) did
not reveal any obvious link with a gene or biological function. Nevertheless, SNP rs72727113
is located within a reported region of copy number variants. Several gains or losses of copies
that encompass the 1q31 locus have been described in specialized databases (51) with no

obvious functional impact.

The 6 SNPs found in our study were not present in the GWAS catalog, which records all the

genetic association p-values below 107, Reciprocally, we have also looked if identified

167



regions in our study on liver fibrosis could be replicate in other GWAS dealing with liver
fibrosis in HCV mono-infection and also in non-HCV-related liver diseases (see Methods).
Unfortunately, none of the regions tested (p < 10~) has emerged replicated in our study taking

account into LD information (p <5. 107%) (Supplemental Table 3).

To date, no GWAS dealing with fibrosis in HIV/HCV co-infection has been published. Here,
we have detected for the first time two significant signals associated with severe fibrosis
defined by METAVIR scores in patients with HIV/HCV co-infection. Both signals were
persistent with or without patients who achieved a SVR after treatment, suggesting
mechanisms independent from a sustained virological response. The CTNND?2 gene seems to
be involved in a spectrum of mechanisms that could be relevant to HCV-induced
hepatocellular carcinoma but no obvious biological function could be derived from the second
signal. As for any GWAS, it will be important to try and replicate these signals in other co-
infection cohorts. Several HIV/HCV co-infection cohorts have been described (52) and these

interesting results may trigger new genetic studies.
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Tables

Table 1 — Associations from with the binary METAVIR FOF1F2/F3F4 phenotype in dominant

mode such that p-value < 5x10°%, p-values adjusted with covariates (see Methods)

Alleles Adjusted MAF CEU
SNP CHR | BP(HG19) MAF Beta (SE) Genes
minor/Major p-value IKG
rs2158099 O | sp15 | 11362268 C/G 0.49 -1.67 (0.29) 6.05x10 0.49 CTNND?2
135268064 ©
‘ 5pl5 | 11362322 TG/T 0.48 -1.64 (0.28) 8.29x10° 0.50 CTNND2
indel
rs11367210
) 5pl5 | 11362853 GT/G 0.48 -1.69 (0.29) 4.80x10° 0.49 CTNND2
indel
rs1423493 G | sp15 | 11363645 C/T 0.49 -1.67 (0.29) 6.05x10° 0.49 CTNND2
rs2074260 O | sp15 | 11365166 C/T 0.48 -1.57 (0.28) 3.00x10% 0.49 CTNND2
rs72727113 1g31 | 191555232 G/A 0.06 2.37 (0.41) 8.18x10° 0.06 intergenic

C: indicates that the variant is genotyped
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Figures legends
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Figure 1 — Manhattan plot of the genome-wide association results by comparing FOF1F2
and F3F4 METAVIR score groups. After genotype imputation, ~8,500,000 common variants
were tested for association by comparing 197 subjects with low METAVIR score (< F3) with
95 subjects with high METAVIR score (> F3), in logistic regression analysis with a dominant
model. Each dot corresponds to a SNP, with it chromosomal position (x axis) and -log10(p-
value) (y axis) as the coordinates. Association signals of genome-wide significance (p-value <
5 x 1078, red line) were observed on chromosomes 1 and 5. The strongest associated locus were
on chromosome 5p15 carried by the SNP rs2158099 (p-value = 6.05x10™) and on chromosome

1931 with the SNP rs72727113 (p-value = 8.18x107).
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Figure 2 — Distribution by genotype for the SNP rs2158099 according to the FOF1F2 and
F3F4 METAVIR score groups. For each genotype on the x-axis, the sample size is also
provided, and METAVIR scores group is indicated on the y-axis, together with the percentage

of the subjects in the corresponding group.
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Supplemental Tables:

Supplemental Table 1 — Demographic statistics based on the date of patients inclusions in

the cohort. Statistical differences are determined between FOF1F2 and F3F4 using the t-test

(quantitatives variables) or the chi? test (qualitatives variables), included in the R software

version 3.0.2 (https://cran.r-project.org/).

median +/- SD

Characteristic All patients FOF1F2 F3F4
(n=292) (n=197) (n=95) P
Sex (Mrf‘l(igemale) 202 (69.5) /90 (30.5) 132 (67)/ 65 (33) 71 (74.7) 1 24 (25.3) 0.169
0
Age (years),
e D 454+4/-59 454+4/-59 45.7+4/-5.8 0.143
Infection time (years),
e 3D 24.1+4/-79 23.84/-8.5 243 4/-6.5 0.018
Alcohol status, n (%) 50 (17.1)/81 (27.7)/ 36 (18.3) /50 (25.4) / 14 (14.7)/ 31 (32.6) / 0398
(never/past/current) 161 (55.1) 111 (56.3) 50 (52.6) )
HCV genotype
L vs ofber, n.(%) 169 (57.9) / 123 (42.1) 112 (56.9) / 85 (43.1) 57 (60) / 38 (40) 0.701
METAVIR score, n (%)
0 11 (3.8) 11 (5.6) 0 (0)
1 134 (45.9) 134 (68) 0 (0) D
2 52(17.8) 52 (26.4) 0 (0)
3 22 (7.5) 0 (0) 22(23.2)
4 73 (25) 0 (0) 73 (76.8)
SVR after treatment
(Yos/Noyn (%) 25 (8.6) / 267 (91.4) 16 (8.1)/ 181(91.9) 9(9.5) /86 (90.5) 0.870
3
CD4+ (cell/mm?), 467 +/-297.3 468 +/- 307 430 +/- 269.7 0.025
median +/- SD
82 (28.1)/210 (71.9 57(28.9) /140 (71.1 25(26.3)/70 (73.7
HIV viral load * (28.0) (71.9) (28.9) LD (26.3)/70 (73.7) 0.303
3.74/-19 3.74/-17 374/-23
kk
ARVT ** (years), 103 +-4.6 10 +/- 4.6 10.6 +/- 4.6 0.264

* HIV viral load: HIV viral load status (detectable / undetectable, n (%)) and logarithm of HIV copy per ml (median +/- SD)

** ARVT: effective time of HIV anti-retroviral treatment
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Supplemental Table 2 — Demographic statistic based on Supplemental Table 1 according to

each genotype (CC/CG/GG) of the SNP rs2158099. p indicates the statistical difference from a

t-test for quantitative variable or from a chi® test for qualitative variable.

o cc CG GG
Characteristic P
(n = 85) (n=128) (n=179)
§ Sex (Mrf‘l(ﬁf;emale) 64 (75.3) /21 (24.7) 79 (61.7) / 49 (38.3) 60 (75.9) /19 (24.1) | 0.296
0
=
= _ Age (years),
é} "8 median /- SD 46.4 +/- 6.3 44.6 +/- 5 453 +/-6.6 0.928
e]
g g Infection time (years),
o o median +/- SD 242 +/-8.4 24.1+/-7.2 24 +/- 8.6 0.036
2.8
= HCV genotype
% 8 1 versus other 41 (48.2) /44 (51.8) 81 (63.3) /47 (36.7) 47 (59.5) /32 (40.5) 0.137
2 &
g L Alcohol status, n (%) 14 (16.5)/25(29.4) / 20 (15.6) /33 (25.8) / 16 (20.3) /23 (29.1) / 0.976
‘;’ (never/past/current) 46 (54.1) 75 (58.6) 40 (50.6) )
o
O ARVT * (years), : ~ _
median +/- SD 10.2 +/-5.1 9.8 +/-4.5 10.5 +/- 4 0.270
SVR after treatment
(Yes/No) n (%) 10 (11.8) /75 (88.2) 8(6.2) /120 (93.8) 7(8.9)/72(91.1) ND
€D+ (cel/mm3), 475 +/-258.6 468.5 +/- 309 441 +/-315.4 ND
median +/- SD
HIV viral | s 3.7+/-2 3.7+/-19 3.7+/-19 D
viral loa
24(28.2) /61 (71.8) 33 (25.8)/95 (74.2) | 25(31.6)/ 54 (68.4)

* ARVT: effective time of HIV anti-retroviral treatment
** HIV viral load: status (detectable / undetectable, n (%)) and logarithm of HIV copy per ml (median +/- SD)
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Supplemental Table 3 —- GWAS associations dealing with liver disease

e PSC = primary sclerosing cholangitis

178

rs4676410  2,00E-009 2q37 GPR35
rs1452787  3,00E-008 18q21 TCF4
| MellumE  NatGemet 21151127 153197999  1,00E-016 3p21 MST1
rs6720394  4,00E-008 2q13  BCL2LII
rs12735793  1,60E-006 - PTPRU
rs896403  1,50E-006 - 1q24
rs4391646  8,80E-007 - 1q24
rs6678400  9,50E-007 - 1q24
rs12043426  3,50E-006 - 1q42
rs6971637  1,60E-007 - PION
rs7791854  1,00E-007 - PION
rs3807746  2,10E-006 - MAGI2
rs6973565  1,40E-006 - PLXNA4
rs13231950  4,30E-006 - PLXNA4
1s7462577  1,90E-006 - 8q24
rs7038037  2,70E-006 - BSPRY
rs706778  540E-006 - IL2RA
rs3134883  8,50E-007 - IL2RA
rs4147359  4,70E-006 - IL2RA
rs10905718  2,40E-007 - IL2RA
rs10891130  5,00E-006 - FDX1
151793660  3,60E-006 - KIRREL3
rs12808353  2,40E-006 - VPS26B
rs11168249  1,00E-006 - HDAC7
rs9520835  9,00E-006 - TNFSF13B
rs4321167  5,90E-006 - 15426
rs17683107  8,50E-007 - GAS7
rs12458015  7,30E-006 - TCF4
| Karlsen TH  Gastroenterology 19944697 153099844  2,60E-026  6p21 HLA-B
rs2844559  4,20E-026 6p21 HLA-B
| Ellinghaus D Nat Genet 26974007 rs2234161  1,53E-006 1 TNFRSF14
157608910  7,21E-006 2 PUS10
157426056  4,36E-022 2 CD28
rs11306716  2,08E-006 2 NA
rs11676348  6,48E-007 2 CXCR2
157556897  4,74E-009 2 AC073065.3
rs3749171  3,67E-009 2 GPR35
153197999 1,84E-028 3 MSTI
rs116046827 4,50E-011 3 BSN




rs2187668

1,50E-078

rs3184504 7,70E-008

6p21
12q24
rs6000782  3,00E-006 22q13

1s3774937  6,11E-009 4 NFKBI
rs13132308  2,53E-009 4 IL21
rs9687958  1,28E-006 5 NA
1s72928038  8,05E-012 6 BACH2
rs61839660  1,82E-010 10 IL2RA
rs3118471  1,70E-011 10 IL2RA
rs10748781  4,37E-006 10 NKX2-3
rs11168249  549E-009 12 HDAC?7
rs12369214  129E-009 12 RICSB
rs3184504  1,73E-011 12 SH2B3
rs11649613  1,28E-011 16  RP11-396B14.2
166504140  1,14E-006 18 CD226
15259964  2,78E-006 20 ZNF831
19977672 4,90E-015 21 NA
rs1893592  593E-008 21 UBASH3A
rs4456788  5,05E-006 21 AP001057.1
| LuiJZ  NatGenet 23603763 rs3748816  7,40E-012 1p36 MMEL1
1s7426056  1,90E-020 2433 CD28
rs317999  2,40E-026 3p21 MSTI
rs13140464  890E-013  4q27 IL21
rs56258221  8.40E-012  6ql5 BACH2
rs4147359  820E-017 10pl5 IL2RA
1s7937682  3,20E-009 11q23 SIK2
rs11168249  5,50E-009 12q13 HDAC?7
rs3118504  5,90E-011 12q24 SH2B3
rs1788097  3,10E-008 1822 CD226
rs60652743  6,50E-010 1913 PRKD2
rs2836883  3,20E-017 21q22 PSMG1
| Folseraas T JHepatol 22521342 rs3748816  2,10E-008 1 TNFRSF14
rs13132245 120E-007 4 121
rs13119723  9,90E-008 4 121
152903692 6,40E-006 16 CLEC16A
rs602662  1,90E-006 19 FUT2
rs601338  2,70E-006 19 FUT2
rs11682163  7,60E-006 2 ALLC
15281377 2,10E-006 19 FUT2
e AutoimmuneHepatitis

(HLA-DQAI)

(SH2B3)
(CARD10)
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e PBC = primary biliary cirrhosis

180

rs12712133  5,19E-009  2ql12 ILIR1

rs4973341  2,34E-010  2g36  RNAS5SP121
rs11724804 9,01E-012  4pl6 GAK
rs526231  1,14E-008  5q21 PAM
rs2546890  1,06E-010  5¢33 RNF145
rs6933404  127E-010  6q23 LOC102723649
rs1859308 0,000000163 16pl1 IL4R

_ rs4679904  0,000001  3q25 ARF7
rs6441286  2,00E-014  3q25 IL12A
rs3790567  3,00E-011  1p31 IL12RB2
rs907092  0,000008  17q12 IKZF3
rs10488631  0,0000002  7q32  IRF5-TNPO3
rs2395148,
Egggzg 1,OOE-010  6p21 c6orf10
rs9357152
rs2395148,
Egggzg 700E-010  6p21 c60rf10
1s9357152

I LiuX  NatGenet 20639880 rs10488631 3,00E-010  7q32 TNPO3
rs9303277  0,000000002 1721 GSDMB
rs3745516  8,00E-011  19q13 SPIB
rs3790567  8,00E-012  1p3l IL12RB2
rs6441286  8,00E-012  3q25 IL12A
rs7774434  3,00E-026  6p21  HLA-DQBI

| MellsGF NatGenet 21399635 rs12134279 2,00E-014  1q31  DENNDIB
rs10931468  2,00E-019  2q32 STAT4
rs2293370  3,00E-011  3ql3 CDS0
rs7665090  4,00E-012  4q24 NFKBI
rs860413  1,00E-011  5pl3 IL7R
rs6974491  0,00000004  7pl4 intergenic
rs6421571  3,00E-012  11q23 CXCR5
rs1800693  0,000000002 12p13  TNFRSFIA
rs911263  2,00E-011  14q24  RADSILI
rs12924729  3,00E-012  16pl3  CLECI6A
rs11117432  5,00E-011 16q24 intergenic
rs968451  0,000000001 22q13  MAP3K7IP1
rs17129789  9,00E-020  1p31 IL12RB2
rs485499  2,00E-016  3q25 IL12A
rs12531711  9,00E-017  7q32 IRFS




1s7208487  0,0000008  17ql12 ORMDL3
rs3745516  2,00E-013 19q13 SPIB
rs1372072  0,00000002  3p24 PLCL2
rs538147 2,00E-010  11q13 RPS6KA4
rs8017161  3,00E-013 14q32 TNFAIP2
rs7774434  4,00E-034 6p21 MHC
_ rs6890853  0,00000004  5pl13 IL7R
rs9303277 0,000000004 1721 GSDMB
0,000001 2q32 STAT4
rs2293370  0,000000003  3ql3 CD80
rs7665590  0,0000001 4923 NFKBI
rs4979462  3,00E-014 9q32 TNFSF15
rs4938534  0,00000002 11923 POU2AF1

e ALD = alcoholic liver disease / NAFLD = non-alcoholic fatty liver disease
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1s738409  590E-010 22q13  PNPLA3
rs11597390  1,50E-008 10 CPNI
rs11597086  1,80E-008 10 CHUK
rs11591741  3,00E-008 10 CHUK
rs2281135  8,40E-016 22 PNPLA3
rs2143571  7,20E-009 22 SAMMS0
rs1169313  1,80E-010 12 HNF14
rs4820599  4,00E-011 22 GGTI
rs1780324  7,00E-015 1  NBPF3-ALPL
rs9461011  1,90E-010 6 GPLDI
rs9467160  1,20E-011 6 GPLDI
rs8176720  4,30E-012 9 ABO
rs641959  2,10E-011 9 ABO
rs514708  1,90E-011 9 ABO
1s672316  4,40E-010 9 ABO
rs657152  1,70E-030 9 ABO
rs474279  8,30E-009 9 ABO
1s552148  1,20E-009 9 ABO
rs12355784  5,00E-010 10 JMJIDIC
1s10761779  6,90E-010 10 REEP3
| ChambersJC  NatGenet 22001757 1s6834314  3,10E-009 4q22  HSDI7BI3
1s2954021  5,30E-009 8q24 TRIBI
rs10883437  4,00E-009 10q24 CPNI
1s738409  120E-045 22q13  PNPLA3
rs1976403  1,80E-050 1p36 ALPL
rs16856332  1,60E-009 2q24  ABCBII




rs1883415  5,60E-026 6p22 ALDHS5AI
rs6984305  2,10E-010 8p23 PPPIR3B
rs2954021  2,30E-013 8q24 TRIB1
rs10819937 1,00E-009 9q21 ALDOB
rs579459  2,60E-123 9q34 ABO
rs7923609  5,90E-023 10q21 JMJIDIC
rs174601  2,60E-009 11ql2 Cllorfl0
rs2236653  1,80E-009 11q.24 ST3GAL4
rs7186908  4,80E-009 1622 HPR
1314253 8,40E-012 17pl3 ASGRI1
1281377 1,10E-015 19q13 FUT2
rs7267979  7,40E-010 20pll ABHDI?2
rs1497406  2,80E-019 1p36 RSG1
rs12145922 3,80E-011 1p22 CCBL2
rs1335645  7,30E-009 1pl3 CEPTI
rs10908458 1,70E-015 1q21 DPM3
rs1260326  3,90E-013 2p23 C2orfl6
rs13030978 1,10E-011 2ql2 MYOIB
rs2140773  1,10E-009 2q37 EFHDI
rs10513686 6,10E-011 3q26 SLC242
rs4547811  2,50E-027 4q31 ZNF827
rs6888304  1,20E-009 5pl3 CDH6
rs4074793  3,40E-010 5qll ITGAI
rs9296736  2,60E-009 6pl2 MLIP
rs17145750 2,90E-009 7ql1 MLXIPL
1s754466 6,40E-010 10923 DLGS
rs7310409  7,00E-045 12q24 HNFIA
1s944002 5,80E-029 14q32 Cl4orf73
1s339969 6,60E-020 15g21 RORA
rs8038465  1,40E-009 15q23 CD276
rs4581712  3,10E-009 1623 DYNLRB?
rs9913711  1,30E-009 17q24 FLJ37644
rs12968116  §,90E-010 18g21 ATPSBI
rs4503880  3,00E-012 18qg21 NEDDA4L
rs516246  7,60E-010 19ql13 FUT2
rs1076540  9,60E-017 22ql1 MICAL3
rs2739330  1,70E-009 22ql1 DDT
rs2073398  1,10E-109 22ql1 GGTI
Feitosa MF Atherosclerosis 23477746 152862954  4,88E-010 10q24 ERLIN1
rs1408579  4,57E-010 10q24 ERLIN1
rs10883451 4,29E-010 10924 ERLIN1
rs11597086 1,46E-009 10q24 CHUK
rs11591741 1,84E-009 10924 CHUK
rs17729876  1,82E-009 10qg24 CWFI19L1
rs17668255 1,82E-009 10q24 CWFI19L1
rs17668357 1,65E-009 10924 CWFI19L1
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rs12784396  2,47E-09 10q24 CWFI19L1
Butch S Nat Genet 26482880 1s738409  1,54E-048 22 PNPLA3
rs10401969  7,89E-010 19 TM6SF2
rs58542926  1,33E-009 19 TM6SF2
15626283 1,03E-009 19 MBOAT7
Adams LA Hepatology 23213074 1s12743824 5,00E-006 1p21 LPPR4
rs222054  1,00E-006 4ql3 GC
1s7324845  3,00E-006 13ql4 LCPI
rs11864146  2,00E-006 16923 SLC38
Chalasani N Gastroenterology 20708005 | rs343064  3,00E-008 7pl4 intergenic
rs11669592  4,00E-006 19p13 intergenic
rs4243849  2,00E-006 8q24 intergenic
rs2358462  4,00E-006 4q31 intergenic
rs9977253  5,00E-006 21q21 intergenic
rs6027755  6,00E-006 20ql3 intergenic
rs6079395  7,00E-006 20pl12 MACROD2
rs2800 3,00E-006 3q24 SLC9A9
rs894177  3,00E-006 3q24 intergenic
rs1305088  9,00E-006 13ql2 SLC46A3
rs1227756  2,00E-007 1022 COL13Al
rs887304  8,00E-007 12pl13 EFCAB4B
rs9584805  2,00E-006 13q32 FARP1
rs4237591  2,00E-006 11qg22 intergenic
rs2986971  3,00E-006 10pl1 intergenic
1s2216228  4,00E-006 12pl2 ST8SIAL
1s7632299  4,00E-006 3q24 intergenic
rs10067427  5,00E-006 5q21 intergenic
rs10954668  7,00E-006 7q21 CACNA2D1
rs7077164  7,00E-006 10qg22 COL13Al
rs11083271 8,00E-006 18ql2 intergenic
rs2499604  2,00E-006 1g43 ZP4
rs2710833  6,00E-007 4q32 DDX60L
rs2049953  4,00E-006 6q23 intergenic
rs12344488 5,00E-006 9¢21 intergenic
rs1529093  2,00E-006 2q31 intergenic
rs959903  7,00E-006 4pl5 SELI1L3
rs2645424  7,00E-007 8p23 FDFTI
rs1836127  3,00E-006 12q22 intergenic
rs643608 1,00E-006 21q22 intergenic
rs6591182  9,00E-007 11ql3 LTBP3
1s2645424  3,00E-006 8p23 FDFT1
rs6487679  1,00E-006 12pl13 PZP
rs1414896  2,00E-006 1p21 intergenic
rs10510146  7,00E-006 10926 C10o0rf122
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[Kawaguchi T PLoSOne 22719876 rs738409 1,00E-010 22q13  PNPLA3
1511206226 5,00E-006 1p32 YIPF1
151390096  3,00E-006 4pl5  HS3STI
152143571 6,00E-007 2213  SAMMS0
152073080  8,00E-007 22q13  PARVB
| Kitamoto ™ Hum Genet 23535911 rs6691847 7,00E-006 1p35  PTPRU
157552722 7,00E-006 1pl3 NGF
152051090  7,00E-006 1313  DCLKI
152896019  2,00E-020 22q13  PARVB
| Speliotes BKC " PLoS Genet. | 21423719] 15738409  4,00E-034 22q13  PNPLA3
152228603  122E-011 19p12  NCAN
1s12137855  2,59E-008 GCKR
| Kozitina " NatGenet ||24531328] 15738409  4,00E-016 22q13  PNPLA3
152281135  6,90E-012 22q13  PNPLA3
1558542926  5,70E-008 19p13  TM6SF2
| DiStefano JK' " "Acta Diabetol 25246029 rs10401969 3,10E-007 19p13  SUGPI
154823173 2,80E-007 22q13  PNPLA3
152896019  3,10E-007 22q13  PNPLA3
152281135 6,00E-007 22q13  PNPLA3
o Hepatitis B liver disease
157574865  2,00E-010  2q32 STAT4
159275319  3,00E-017  6p21 HLA-DQ
| Zhang H " Nat Genet 20676096 rs17401966 2.00E-018  1p36 UBE4B
157898005  7,00E-008  10g24 intergenic
152396470  7,00E-007  2q37 SLCI9A3
[ LiSPLoS Genet | 22807686 rs455804  5.00E-010 21q2l GRIK1
1s9272105 5,00E-022 6p21  HLA-DRBI
157424161  8,76E-006  2q22 LRPIB
153825023  3,14E-006 11pl5 SAA2
1s10896464 6,456-006 11q13 MYEOV/CCNDI
153092194  4,41E-006 20q12 CHD6
| Al-Qahtani A J Med Genet 24065354 1s7553612 4,33E-006 1p31  LOC100289178
156716352 9,82E-006 2q22  ARHGAPI5
1534246867 2,54E-006  3q23 MRPS22
1535312459 4,67E-006  4q12 EXOCI
rs6867291  7,81E-006 523 intergenic
rs6867291  8,02E-006  5q23 intergenic
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rs502071  7,68E-006  6q22 HSF2
rs4445240  5,93E-006  8q21 CNBDI
rs12784800 3,71E-006 1022 PPIF
1s2724432  1,89E-007 11q22 FDX1
rs17033545 5,97E-006 12q23 RP11-328J6.1
rs1778797  6,98E-006 13ql2 AL390738.1
rs7998378  8,20E-006 13q22 KLF5
rs8054283  8,93E-006 16923 CDHI13
rs753610  6,45E-006 18q22 LOC643542
1s17766247 3,78E-006 18q22 LOC643542
1s5761699  3,98E-006 22ql2  CTA-211A9.5
1s5761699  7,64E-006 22q12  CTA-211A9.5
rs5930539  1,49E-008 X MST4
rs5930539  4,26E-007 X MST4
rs6637934  1,80E-007 X FRMD7
1s6637934  3,70E-006 X FRMD7
rs16989995  7,93E-006 X DMD
rs12014086  4,06E-006 X EFHC2
rs17347621  2,31E-006 X ACOT9
| ChanKY = PLoSOne 22174901 rs12682266 6,69E-006 8 intergenic
rs7821974  7,01E-006 8 intergenic
1s2275959  6,35E-006 8 intergenic
rs1573266  7,44E-006 8 intergenic
rs2611145  9,31E-006 11p13 ABTD2
e Hepatitis C liver disease
rs16851720 9,00E-009  3q23 RNF7
rs4374383  1,00E-009 2ql13 MERTK
rs9380516  5,00E-007  6p21 TULP1
rs2629751  1,00E-007 12q23 GLTS8D2
rs883924  2,00E-006  9q22 LOC340515
rs7800244  3,00E-006  7pl2 PKDILI
| UrabeY  JHepatol 23321320 rs910049  9,00E-011 6p21 C60rf10
rs3135363  1,00E-010  6p21 intergenic
rs3129860  1,00E-009  6p21 intergenic
rs3817963  1,00E-008  6p21 BTNL2
rs9405098  1,00E-010  6p21 intergenic
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Supplemental Figures:

F1=134

Fo=11
3.77%

Supplemental Figure 1 — Distribution of METAVIR scores in the HEPAVIH sample used
in analysis. The binary definition according to the breakpoint METAVIR F3 score is

represented by the yellow and red colors (yellow : <F3, n=197, red : >=F3, n=95)
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Supplemental Figure 2 — Principal component analysis (PCA) plots. (A) PCA of
HEPAVIH and HAPMAP individuals. Each point represents a patient. HEPAVIH
individuals are in green. (B) PCA of HEPAVIH individuals after removing of non-

European samples. Stratification of the 292 individuals include in the analysis.
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Observed —logio(p)
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Expected —logqo(p)

Supplemental Figure 3 — Quantile—quantile (QQ) plot. The plot displays the observed (y-
axis) versus expected (x-axis) —logio (p-value). The lambda value is the genomic inflation factor

which shows no inflation of the test statistic (lambda = 1.078).
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Supplemental Figure 4 — 5p15 associations regional plot for binary FOF1F2/F3F4. Locus
Zoom plots for the CTNND?2 gene region, with the most significant genotyped SNP rs2158099
(in purple). Vertical axis is —logio of the p-value, the horizontal axis is the chromosomal
position. Each dot represents a SNP tested for association by comparing FOF1F2 and F3F4
METAVIR score groups, in dominant model. Approximate linkage disequilibrium, between the
most significant SNP and the other SNPs in the plot, is shown by the r? legend in top left of the

plot. SNPs with missing LD information are shown in grey.
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Supplemental Figure 5 — 1q31 associations regional plot for binary FOF1F2/F3F4. Locus
Zoom plots for the surrounding region of the most significant SNP rs72727113 (in purple).
Vertical axis is —logio of the p-value, the horizontal axis is the chromosomal position. Each dot
represents a SNP tested for association by comparing FOF1F2 and F3F4 METAVIR score
groups, in dominant model. Approximate linkage disequilibrium, between the most significant
SNP and the other SNPs in the plot, is shown by the 1 legend in top left of the plot. SNPs with

missing LD information are shown in grey.
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3 RESULTATS ADDITIONNELS

3.1 Etude d’épistasie

Suite a I’association répliquée pour le SNP rs61183828 1i¢ a la sévérité de la fibrose dans la
coinfection VIH/VHC, j’ai réalis¢ une étude d’épistasie entre ce SNP et des variants connus
pour étre associés avec la charge virale lors de I’infection VIH ou la progression vers le SIDA.
Cette analyse avait pour but de déterminer si des interactions entre deux SNPs pouvaient étre
impliquées dans le phénomeéne d’accélération de la fibrose observé lors de la coinfection
VIH/VHC par comparaison avec la monoinfection VHC. Les variants liés au VIH ont été
choisis a partir de la revue récente faite par O’Brien ef al. datant de 2013 (81) (Tableau 2).

L’analyse d’épistasie a été effectuée grace au logiciel interSNP (www.intersnp.meb.uni-

bonn.de).

Tableau 2. Listes des genes et des SNPs associés dans le SIDA

Genes liés au VIH | SNPs associés | SNPs en LD*
CCR5 rs333 84
CCR2 rs1799987 2
CCLS rs2280789 101

HLA-C 1$9264942 gA*
HCPS5 1s2395029 49
ZNRD1 1s9261174 58
CXCR6 rs2234358 12
NOTCH4 rs8192591 16
MICA rs4418214 53%*

*SNPs en LD > 0,8 avec les SNPs associés au VIH testés dans nos études

**Recherche avec LD > 0,5 car aucun SNP n’était récupéré avec LD > 0,8

Deux effets épistatiques ont été observés entre le SNP d’intérét rs61183828 et des SNPs des
génes CCRS5 et CCLS5, dans un modele additif d’interaction prenant en compte les covariables
des 289 patients analysés dans I’étude « génome entier » portant sur le phénotype sqrtLS. Ces

effets passaient le seuil de significativité apres correction de Bonferroni sur le nombre de SNP
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indépendants testés (p < 1,8x107?), pour CCR5 le SNP 153092960, p = 7,2x10™ et pour CCL5 le
SNP 1511653282 p = 6,1x10, les plus significatifs. Afin de voir si ces effets étaient liés au role
supposé de ces geénes dans I’infection VIH, nous avons ajouté la charge virale et le compte de
CD4" dans le modéle d’interaction en s’attendant a observer une diminution du signal.
L’interaction avec le SNP du géne CCRS a effectivement diminué a une p-valeur de 6,9x107,
alors que effet avec le rs11653282 du géne CCLS5 se renforcait 4 une p-valeur de 6,8x107. Les
MAF observées pour ces deux SNPs (rs3092960 G/A et rs11653282 C/T respectivement) sont
de 0,12 et 0,10 dans la population de CEU de 1000 génomes ainsi que chez les individus de la
cohorte ANRS CO13 HEPAVIH.

Du fait des faibles effectifs, nous avons décidé de réunir les génotypes portant I’alléle mineur
et de tester I’interaction en modéle dominant. Nous avons observé des p-valeurs de 8,6x10%
pour le SNP 153092960 (CCR5), et p = 1,3x107 pour le SNP rs11653282 (CCL5). Nous avons
calculé les moyennes de fibrose hépatique, a partir des mesure de Fibroscan® en kPa des 289
patients de 1’étude sqrtLS, en fonction des combinaisons de génotypes entre le SNP rs61183828
et les deux SNPs décrits dans le SIDA (Tableau 3 :rs3092960 et Tableau 4 :rs11653282).

Tableau 3. Moyennes de fibrose en kPa, en fonction des génotypes du SNP rs61183828 et du
SNP rs3092960 (CCRS5)

rs61183828 [ rs3092960| Moyenne fibrose kPa +/- sd (n)
AA GG 8,92 +/- 7,02 (194)
GA+GG 8,39 +/- 6,42 (62)
GG 15,82 +/- 17,01 (26)
_l’_
AGFGG GA+GG 30,08 +/- 24,19 (8)

Tableau 4. Moyennes de fibrose en kPa, en fonction des génotypes du SNP rs61183828 et du
SNP rs3092960 (CCLS)

rs61183828 [ rs11653282 [ Moyenne fibrose kPa +/- sd (n)
AA CcC 9,02 +/- 7,37 (205)
CT+TT 7,83 +/- 4,15 (53)
CcC 15,34 +/- 14,63 (25)
_l’_
AGFGG CT+TT 29,84 +/- 27,49 (9)

L’effet identifié étant assez faible au vue des moyennes de fibrose lors des interactions, nous
avons effectué¢ des permutations des génotypes pour chacun des SNPs associés au SIDA pour

garder la structure phénotypique et génotypique de I’effet du rs61183828 sur la fibrose et évalué
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le réel impact des SNPs associés au SIDA. Ainsi, 1’épistasie a été évaluée avec interSNP en
mode dominant en réalisant 10000 permutations et nous avons obtenue des p-valeurs corrigées

de 3,5x102 qui ne passait plus le seuil de Bonferroni.

3.2 Réplication de signaux obtenus par d’autres GWAS sur des
maladies du foie

Nous n’avons pas trouvé de réplication des meilleurs signaux identifiés dans nos deux GWAS
(ni des régions génétiques concernées) dans d’autres GWAS portant sur des maladies du foie
qui ont été publiées dans la littérature scientifique. Comme indiqué, dans les deux publications,
nous avons répertorié 31 GWAS étudiées pour 6 maladies du foie différentes, qui aboutissaient

a 322 SNP avec p < 107 tous différents et sans LD avec les notres.

Réciproquement, a partir des résultats de 1’étude d’association avec le phénotype sqrtLS en
mode¢le additif, nous avons observé des réplications d’associations décrites dans plusieurs
maladies liées au foie (p < 0.05, Tableau 5). Les réplications les plus intéressantes sont issues
de I’é¢tude GWAS « cas/témoins » publiée par Urabe et al. ou les cas étaient proches car patients

atteints d’hépatite C chronique présentant des cirrhoses hépatiques.

Tableau 5. Listes des SNPs associés a des maladies hépatiques, répliqués dans notre étude

d’association génétique a sqrtLS

SNP |CHR| POS |Al|A2 SqﬁLS (‘;K/ﬁg) Maladie {’j,g‘gﬁles rags‘;fté
rs3817963 | 6 | 32368087 | T | C | 0,0022 (23?2312620) HCV 1,00E-08 BTNL?
1s7774434 | 6 | 32657578 | T | C | 0,0049 (20615;“880) PBC 3,00E-26 HLA
rs9275319 | 6 | 32666295 | A | G | 0,0106 (23J2ij§§68) HBV 3,00E-17 HLA
1672316 | 9 | 136138125 | G | T | 0,0254 (18;(:3;12) ALD/NAFLD | 4,40E-10 ABO
rs11864146 | 16 | 84046715 | A | G | 0,0255 | A98MS | A1 p/NAFLD |  2,00E-06 SLC38

’ (23213074) :
rs641959 | 9 | 136133699 | C | A | 0,0291 (18;(:3;12) ALD/NAFLD | 2,10E-11 ABO
1514708 | 9 | 136133743 | T | C | 0,0291 (18;(:3;12) ALD/NAFLD | 1,90E-11 ABO
rs3129860 | 6 | 32401079 | A | G | 0,0292 (232231"3"20) HCV 1,00E-09 | intergenic
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Chambers
rs1976403 | 1 | 21766453 0.0297 | 001757 | ALD/NAFLD | 1.80E-50 ALPL
Yuan
rs2143571 | 22 | 44391686 0.0435 | (3040312 | ALD/NAFLD | - 7.20E-09 | SAMMS0
rs3135363 | 6 | 32389648 0,0477 | Urabe HCV 1,00E-10 BTNL2
’ (23321320) ’
Li
1510896464 | 11 | 69078912 0.0480 | (1 e07686) HBV 6,45E-06 CCNDI
Yuan
1474279 | 9 | 136139617 0.0489 | (| 040312)| ALD/NAFLD | 8,30E-09 ABO

Pour I’étude par comparaison des groupes METAVIR (FOF1F2 et F3F4) plusieurs réplications

ont aussi été mises en évidence (p < 0.05) a partir de nos résultats obtenus en modéle dominant

(Tableau 6). De manicre trés intéressante, sur ce phénotype légerement différent (score

METAVIR), on retrouve une méme association, le SNP rs3817963, issue de I’étude d’Urabe et

al..

Tableau 6. Listes des SNPs associés a des maladies hépatiques, répliqués dans notre étude

d’association génétique de comparaison des groupes METAVIR FOFIF?2 et F3F4.

p
METAVIR Auteur . p GWAS Gene
SNP— | CHR | POS | AL TAZ | popiRa vs | (PMID) Maladie |4 rigine | rapporté
F3F4
Hirschfield
1s9357152 | 6 | 32664960 G | 00081 | jouseiorn PBC 1,00E-10 | c6orfl0
13817963 | 6 | 32368087 C | 0.0207 Urabe HCV 1,00E-08 | BTNL2
: (23321320) g
Ellinghaus
rs11676348 | 2 |219010146 T 00217 | o007 PSC 6,48E-07 | CXCR2
rs4973341 | 2 | 228660362 T | 0.0256 Cordell PBC 2.34E-10 | RNA5SP121
: (26394269) g
Adams
rs11864146 | 16 | 84046715 G | 00357 | 1333074y | ALD/NAFLD | 2,00E-06 |  SLC38
Liu
rs10488631 | 7 | 128594183 C | 00454 | ici0880) PBC 3.,00E-10 | TNPO3
Chambers
15944002 | 14 | 103572815 G | 00473 | 001757, | ALD/NAFLD | 5,80E-29 Cl4orf73
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Quatrieme partie

Discussion et perspectives
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1 BILAN DES DEUX ETUDES GENETIQUES
REALISEES SUR LA COHORTE DE
COINFECTION ANRS CO13 HEPAVIH

1.1 Travaux portant sur I’¢lasticit¢ hépatique mesurée par Fibroscan®

1.1.1 Rappel des résultats

Nous avons mené une étude d’association « génome entier » afin d’identifier des genes

impliqués dans des mécanismes menant a une fibrose hépatique sévere.

A partir de données quantitatives normalisées (sqrtLS) définissant 1’¢lasticité hépatique
mesurée par Fibroscan® (en kPa), deux locus se sont révélés significativement associés a notre
phénotype. Le premier locus 3p25 est porté par le SNP génotypé rs61183828 (p < 5x107%) et les
SNPs imputés, rs73132848, 178828026, rs79896191 (p < 5x107®) et rs73132859 (p < 1077). Ces
SNPs sont situés dans des régions introniques du géne OX7R. Le second locus, 9p22, est porté
par le SNP génotypé rs11790131 (p < 5x10®) et le SNP imputé rs11790112 (p < 5x10°®) tous
deux localisés dans le pseudogene MAPILC3BPI. L’analyse initiale comprenant les patients
ayant achevés une SVR apres traitement, nous avons vérifié¢ leur influence sur nos résultats en
les retirant de I’analyse. Le locus 3p25 reste significatif alors que le locus 9p22 ne passe plus

le seuil de « génome entier ».

Parmi les 7 locus identifiés (p < 107%), trois locus ont été répliqués, dont le locus 3p25 via le
SNP rs73132859 (p <0,05), dans une ¢tude génétique Franco-Suisse de la monoinfection VHC
par analyse « génome entier » portant sur la vitesse de progression de la fibrose (log de FPR,
logarithme of fibrosis progression rate). Dans la cohorte ANRS CO13 HEPAVIH, nous avons
observé une corrélation entre les phénotypes log de FPR et sqrtLS dans un sous-groupe de
patients coinfectés (r = 0,49, p-valeur= 6,5x10). Nous avons ensuite entrepris une seconde
étape de réplication chez des patients francais monoinfectés par le VHC issus de la cohorte
Genoscan, ou des mesures de Fibroscan® étaient disponibles. Les données génétiques de
Genoscan n’existant pas, nous avons génotypé un SNP de chacun des trois locus répliqués avec

log de FPR. Nous avons également génotypé¢ un SNP du locus 9p22 initialement observé
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comme passant le seuil de significativité « génome entier » lors de notre étude. Finalement, seul

le locus 3p25 via le SNP rs61183828 (p < 5x107) a été considéré comme répliqué.

1.1.2 Interprétation biologique

Le pseudogene MAPILC3BPI ne semble pas avoir de lien direct avec la fibrose hépatique. Ce
pseudogéne de microtubule associated protein 1 light chain 3 beta est exprimé dans le foie

(GTex et BioGPS). Néanmoins, aucune information supplémentaire n’a été décrite a ce jour.

Une analyse extensive du déséquilibre de liaison du locus 3p25 répliqué dans la monoinfection
par le VHC a montré une région comportant trois genes : OXTR, CAV3 et RADIS. Quatre des
cing SNPs du locus sont introniques d’OXTR mais sont aussi localisés dans une région
promotrice potentielle de RADI8 enrichie en « ilots CpG ». En effet, le SNP rs61183828 est
compris dans cette région promotrice, et le SNP rs78822806 (r>=1 avec rs61183828 selon 1000
Génomes) est trouvé dans un site de fixation de facteurs de transcription FOXA1 (352)
(forkhead box protein Al) de cette méme région. FOXA1 est un activateur transcriptionnel
spécifique du foie (353), ce qui est consistant avec un intérét biologique li¢ au phénotype étudié.
Néanmoins, aucun impact de ces SNPs n’a été observé sur I’expression des génes OXTR, CAV3

et RADIS.

Le géne OXTR code pour un récepteur de I’ocytocine couplé a une protéine G et ne semble pas
étre li¢ a la fibrose hépatique. Au contraire, CAV3 et RADI8 sont trés pertinents car leurs
produits sont impliqués, respectivement, dans des mécanismes de maintien de la structure

cellulaire et de la réplication du VHC.

Le géne CAV3 code pour une cavéoline qui est un composant des cavéoles retrouvées dans la
membrane plasmatique de la plupart des cellules. C’est une protéine d’échafaudage organisant
d’autres protéines impliquées dans la signalisation cellulaire et dans le maintien de la structure
cellulaire. L’ARNm de CAV3 est détecté dans les tissus hépatiques et le gene a été rapporté
comme étant associé avec la signalisation hépatique de I’insuline (354) et le syndrome dépressif
avec dépendance a I’alcool (355). De plus, un long ARN non-codant est transcrit (IncRNA, 680
bases) chevauchant les genes OXTR et RAD18. Ce geéne pourrait appartenir a la nouvelle classe
émergente des genes bifonctionnels, codant pour des protéines mais aussi pour des isoformes

IncRNA fonctionnels qui ont souvent une fonction antagoniste a leurs protéines (356).
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Le géne RAD 18 pourrait aussi €tre pertinent car le signal est localisé dans une région promotrice
potentielle du geéne et dans un site de liaison a FOXA1. Ce géne code pour une protéine
participant au systéme de réparation des dommages a I’ADN. Or, une déficience cellulaire en
Rad18 rend les cellules plus permissives a I’infection virale (notamment le VIH) (357) et la
protéine est impliqué dans les processus de réparation post-réplication survenant lors de
I’infection par le VIH-1 (358). Plusieurs virus, dont le VHC, sont connus pour perturber les
mécanismes de réparation de I’ADN et du cycle cellulaire pour maximiser leur réplication

(359).

1.1.3 Comparaison avec la littérature

L’étude d’association « génome entier » avec la sévérité de la fibrose hépatique réalisée dans
le contexte de la coinfection VIH/VHC est une premiére du genre, et aucune étude de ce type

n’avait été précédemment publiée dans la littérature.

A ce jour, seules trois études d’analyse génétique « génome entier » ont trait¢ d’associations
avec des phénotypes liés a 1’état hépatique dans le cadre de la monoinfection par le VHC. En
2011, une premiere ¢tude publiée dans Nature Genetics par Kumar et al. a identifié le géne
MICA (279) chez des patients japonais en analyse « cas/témoins », chez des patients
chroniquement infectés par le VHC ou les cas étaient atteints de carcinomes hépatocellulaires
induits par le VHC. S’en est suivi une étude « cas/témoins » du méme groupe, par Urabe et al.
dans le Journal of Hepatology mettant en avant la région du CMH chez des patients japonais
chroniquement infectés par le VHC ou les cas présentaient des cirrhoses hépatiques (360). En
2012 dans le journal Gastroenterology, Patin et al. (274) ont révélé de nouvelles association
dans une population Franco-Suisse de patients monoinfectés par le VHC par analyse du taux de
progression de fibrose (log de FPR). Ainsi, les genes RNF7, MERTK et TULPI, impliqués dans
des mécanismes de ’apoptose, ont €té identifi¢. Les résultats d’associations génétique de
I’é¢tude « génome entier » dans cette population Franco-Suisse ont servi pour la premicre
réplication des associations trouvées avec le phénotype sqrtLS de ma premiere étude (voir

Résultats section 1).

Nous avons également entrepris une recherche de réplication dans des études « génome entier »
liées a des maladies hépatiques : PSC (primary sclerosing cholangitis), I’hépatite auto-immune,
PBC (primary biliary cirrhosis), VHC, VHB ou encore ALD (alcoholic liver disease) et

NAFLD (non-alcoholic fatty liver disease). Finalement, nous avons récupéré sur 131 régions
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chromosomiques 322 SNPs présentant des p-valeurs < 10~ dans 31 GWAS des 6 maladies
mentionnées précédemment. Nous avons trouvé trois régions en commun mais les SNPs de
notre étude n’étaient pas en LD avec ceux de la littérature et aucune réplication n’a pu étre mise

en évidence sur ces régions (6q23, 11p13 et 13q12).

1.2 Travaux portant sur I’impact de la gravité de fibrose entre les

groupes METAVIR FOF1F2 et F3F4

1.2.1 Rappel des résultats

Lors de cette étude, nous avons défini deux groupes de patients coinfectés VIH/VHC afin de
les comparés par analyse génétique « génome entier ». Le premier groupe était constitué de 197
patients avec des fibroses minimes ou modérées (score METAVIR < F3). Le second présentait

95 patients montrant des fibroses séveéres voir des cirrhoses (score METAVIR > F3).

Ainsi, la comparaison des groupes de score METAVIR FOF1F2 et F3F4 a permis d'identifier
deux signaux passant le seuil de significativité « génome entier » par régression logistique en
modele dominant. Le premier est localisé dans la région chromosomique 1q31 et correspond a
’unique SNP imputé rs72727113 (beta = 2,37, SE = 0,41, p-valeur = = 8,2x10?), ou de
nombreux CNVs ont été rapportés. Le second signal est situé dans la région chromosomique
S5pl5 et inclus trois SNPs et deux indels, tous en LD (12 > 0,9 selon 1000 Génomes) et
introniques du géne CTNND?. Le signal est porté par I’association du SNP rs2158099 (beta =
-1,67, SE = 0,29, p-valeur = 6,1x107).

Nous avons observés un OR de 7,40 [CI 95%: 3,15; 18,94] pour le SNP rs72727113 du locus
1q31 et un OR de 0,194 [CI 95%: 0,103; 0,353] pour le SNP rs2158099 du locus 5p15.

1.2.2 Interprétation biologique

L’association du SNP rs72727113 (1q31) ne permet pas de mettre en évidence une fonction
biologique ou un gene précis. Ce SNP est situé dans une région rapportée comme présentant de
nombreux CNVs. Plusieurs gains et pertes de copies, incluant le locus 1q31, y ont été décrits

dans des bases de données spécialisées sans impact fonctionnel clair.

Les 5 variants du second signal 5p15 ont été localisé dans I’intron 1 et 2 du geéne (3 SNPs et 2
indels). Le gene CTNND?2 code une protéine, la 6-catenine, qui appartient a la superfamille des

protéines armadillo/ B-catenine associées aux jonctions adhérentes cellulaires. Cette protéine
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est trés importante dans le développement du cerveau et de I’ceil (361), mais aussi dans la
formation de cancer (362). Plusieurs isoformes ont ét¢ décrits, et I’expression de CTNND?2 via
ses isoformes permet un signal retour important pour la morphogenése cellulaire, I’apoptose et
les mécanismes de cancer (363). Cependant, les 5 SNPs n’ont pas été prédits comme impactant
le phénoméne d’épissage alternatif. La d-catenine est impliquée dans les mécanismes de
jonctions adhérentes permettant les contacts cellulaires en interagissant avec 1’E-cadhérine,
déstabilisant le complexe E-cadhérine/p120 (CTNNDI) trés important pour la formation des
jonctions adhérentes et la fonction des cellules épithéliales (364). Il a été rapporté qu’une
expression anormale de I’E-cadhérine et de p120 était corrélée avec des cholangio-carcinomes,
des métastases intra-hépatiques et la survie de patient (365). De plus, la perte d’une copie du
gene CTNND?2, exprimé dans I’endothélium vasculaire, empéche in vitro la motilité des cellules
endothéliales et I’assemblage vasculaire ainsi qu’une angiogenese pathologique in vivo (366).
L’expression de CTNND?2 a aussi été rapportée comme dérégulée dans de nombreux cas de
HCC (367, 368). De plus, la 5-catenine interagit avec la B-catenine (369), et ensemble avec I’E-
cadhérine, ils jouent un role significatif dans la physiopathologie hépatique a travers la voie de

signalisation Wnt/Fzd/B-catenine (370).

1.2.3 Comparaison avec la littérature

Les 6 associations des deux régions observées lors de notre étude n’ont pas été rapportées dans
GWAS catalog (https://www.ebi.ac.uk/gwas/home) (p < 10~). Nous avons également recherché
une réplication de SNPs dans notre ¢étude au sein de ces deux régions (p < 0,005),
potentiellement décrites dans d’autres maladies impliquant une fibrose hépatique liée ou non
au VHC (VHC, PSC, I’hépatite auto-immune, PBC, VHB ou encore ALD et NAFLD). Sur les
6 maladies prospectées (31 GWAS pour 131 régions chromosomiques incluant 322 SNPs
rapportés), aucune région commune n’a pu €tre mise en évidence en prenant en compte

I’information du déséquilibre de liaison.

Néanmoins, en se focalisant sur le géne CTNND?2 lui-méme et non plus aux SNPs, nous avons
trouvés 7 GWAS présentant des associations avec p < 10, sans rapport a I’infection par le
VHC. En effet, une étude présentait une association avec une p-valeur inférieure au seuil de
significativité « génome entier » (p < 10°®) 1ié a la sclérose latérale amyotrophique. Les autres
études ne présentaient également aucun lien avec la fonction hépatique ou le cancer, mais avec
des désordres bipolaires, la schizophrénie, la myopie ou un déclin de la fonction pulmonaire.
Aucun de ces SNPs n’a été répliqué (p < 0,05).
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1.3 Discussion sur les résultats additionnels

1.3.1 Etude d’épistasie

En marge de I’étude génétique impliquant le phénotype sqrtLS, une étude d’épistasie a été
réalisée pour identifier des interactions entre le SNP rs61183828, appartenant au locus 3p25
répliqué dans deux cohortes indépendantes de monoinfection par le VHC, et 9 SNPs connus
pour étre associés a la charge virale du VIH dans le SIDA. Par test de régression, nous avons
observé deux effets épistatiques impliquant des SNPs des génes CCRS5 ou CCL) et si on ajoutait
la charge virale et le compte de CD4" en covariables, ’effet d’interaction avec CCR5 (p =

6,9x10%) diminuait alors que I’effet avec CCLS5 se renforcait (p = 6,8x107).

Nous avons aussi réalisé une approche de permutations sur les génotypes des SNPs associés au

SIDA, et les deux signaux ne passaient plus le seuil de significativité établi a 1,8x107>,

L’interaction observée entre le SNP rs61183828 et les SNPs des génes CCRS5 ou CCL)S est
pertinente dans le contexte des mécanismes de progression de la fibrose hépatique. Les
chimiokines sont régulées positivement dans le foie et le sang périphérique et elles y jouent un
role important lors de ’infection par le VHC (371). Le ligand CCLS est une chimiokine
attractrice de cellules immunitaires (lymphocytes T actifs et monocytes). Ces cellules expriment
le récepteur a motif C-C 5 (CCRS5) de CCLS5. Dans le foie, CCRS5 est exprimé dans les HSC
(cellules étoilées du foie) qui sont la cause majeure de production de MEC et de cellules
profibrogenique dans le foie endommagé (371). Des réponses précoces a I’infection par le VHC
induisent I’expression de CCLS5 dans le sang périphérique et peuvent se traduire par une
inflammation hépatique moins sévere (372). De plus, il a ét¢ décrit un mécanisme cellulaire
plausible dans lequel un antagoniste du récepteur de CCL5 accélere la régression d’une fibrose
hépatique dans des modeles in vivo murins présentant des dommages chroniques au foie non-
induit par le VHC (373). Enfin, ’axe CCL5/CCRS a été décrit comme médiateur de 1’apoptose
des lymphocytes T (374).

De fagon intéressante, nous avons observé que ’effet épistatique diminuait avec CCRS alors
qu’il augmentait avec CCLS5 en ajoutant des covariables spécifiques du VIH dans le test
d’interaction. L implication du géne CCRS5 dans le SIDA est bien connue y compris sur le plan
génétique (34, 83-85), et la diminution de I’effet observé pour ce SNP avec ces covariables est

donc logique. Le renforcement de 1’effet épistatique observé pour les SNPs de CCLS5 lors de

201



I’ajout en covariables des parameétres clés du SIDA suggere plutdt que ce ligand a un réle dans
I’évolution de la fibrose, indépendamment du VIH, allant dans le sens de la littérature citée

précédemment.

Cependant, ces effets épistatiques restent modestes et ne passent plus le seuil de Bonferroni
apres correction statistique par permutations. Aussi intéressants qu’ils soient, ces deux
interactions avec notre SNP d’intérét rs61183828 nécessitent donc d’étre validées et si
I’hypothese de I’implication de CCL5 dans la fibrose est exacte, 1’épistasie avec notre SNP
rs61183828 devrait méme pouvoir étre évaluée sur des cohortes de patients monoinfectés VHC
déja disponibles, et pas seulement par réplication sur de futures cohortes de coinfection

VIH/VHC a venir.

1.3.2 Réplication des signaux obtenus par d’autres GWAS sur des maladies du
foie.

Les réplications sont essentielles pour confirmer la réalité d’une association génétique dans des
populations indépendantes. De la liste de 322 SNPs décrits dans la littérature comme liés a des
maladies du foie, aucun ne passerait le seuil de Bonferroni pour une réplication stricto sensu

dans nos deux études (p < 1,5x10 pour 322 SNPs).

Parmi ces 322 SNPs de GWAS de maladies li¢es au foie, nous n’avons identifi¢ que 13 SNPs
dans I’étude génétique quantitative (sqrtLS) et que 7 SNPs dans 1’étude génétique comparant
les groupes METAVIR FOF1F2 vs F3F4 montrant une valeur p < 0,05. Aucun de ces SNPs ne
faisait partie des signaux majeurs trouvés dans de nos deux études. Parmi eux, deux SNPs
présentaient un intérét particulier car ils sont chacun retrouvés dans nos deux études. 1l d’agit
du SNP rs3817963 (BTNL2) associé¢ (p = 10®) a la cirrhose hépatique dans 1’hépatite C
chronique et le SNP rs1186146 (SLC38) observé (2x107) dans une étude génétique traitant la
NAFLD.

L’¢étude « cas/témoins » d’Urabe et al. portait sur des cas de cirrhose hépatique dans 1’hépatite
C chronique et c’est, en fin de compte, la seule qui présentait un phénotype vraiment similaire
a ceux de nos deux études sur la fibrose dans la coinfection VIH/VHC. Urabe et al. ont comparé
682 patients japonais présentant des cirrhoses induite par 1’infection VHC avec 1045 patients

japonais chroniquement infectés par le VHC sans cirrhose. Le phénotype dichotomique de cette
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¢tude est trés extréme par rapport aux deux études réalisées sur la cohorte ANRS CO13
HEPAVIH. En effet, la cirrhose correspond a un score F4 sur I’échelle METAVIR et nos deux
¢tudes ne présentaient pas autant de patients cirrhosés. Le SNP rs3817963 est situé dans le géne
BTNL? dans la région du HLA. Nous observons une réplication de ce SNP plus forte dans notre
¢tude du phénotype quantitatif. La distribution quantitative permet de rendre plus extréme la
fibrose chez les patients par rapport a I’é¢tude de comparaison de groupes METAVIR qui nivelle
la fibrose en classes. On peut remarquer que c’est assez rare d’arriver a répliquer un SNP dans
le locus HLA sur des populations d’origine trés différente comme des caucasiens et des

asiatiques.

Cette réplication souligne 1’intérét de travailler sur des cohortes de coinfection par le VIH et
par le VHC, qui permettent dans notre cas de confirmer des associations génétiques observées
en monoinfection par le VHC et de découvrir en plus de nouveaux signaux génétiques

potentiellement impliqués dans la coinfection par le VIH et par le VHC.

1.4 Comparaison des deux études génétiques « génome entier »

réalisées sur la cohorte ANRS CO13 HEPAVIH

1.4.1 Comparaison entre les deux études

Les deux études ont permis d’identifier des associations avec la sévérité de la fibrose dans la
coinfection VIH/VHC. Dans la premiere, la fibrose était définie quantitativement par
Fibroscan® a différentes dates (sqrtLS), dans la deuxieme, il s’agissait de comparer deux
groupes « cas/témoins » de scores METAVIR FOF1F2 et F3F4 a I’inclusion des patients issus
de la cohorte ANRS CO13 HEPAVIH.

Les résultats de la premiere ¢tude du trait quantitatif ont ét€ recherché dans la seconde ¢tude
« cas/témoins » et réciproquement. L’ensemble des p-valeurs des SNPs obtenus pour les deux

études est résumé dans le Tableau 7.

Tableau 7. Ensemble des SNPs et des p-valeurs associés a la sévérité de la fibrose dans chacune
des deux études génétiques. Par trait quantitatif (sqrtLS) ou par « cas/téemoins » (FOFI1F2 vs
F3F4)
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SNPs locus p-valeur sqrtLS p-valeur FOF1F2 vs F3F4
1573132848 3p25 1,00x10” 0,0052
1578828026 3p25 2,02x10%® 0,0118
rs61183828 3p25 3,86x10 0,0038
1579896191 3p25 3,24x107 0,0039
1s73132859 3p25 2,20x1077 0,0350
rs11790112 9p22 1,79x10°® 2,07x107
rs11790131 9p22 9,26x107 4,78x10°6

rs2158099 5pl5 0,0151 6,05x10”
1535268064 5pl5 0,0099 8,29x10”
1511367210 5pl5 0,0169 4,80x107
rs1423493 5pl5 0,0151 6,05x10”
152074260 5pl5 0,0141 3,00x10
rs72727113 1931 0,1144 8,18x107

On observe que les SNPs identifiés par association a la fibrose quantitative montrent des p-
valeurs en étude « cas/témoins » passant un seuil de réplication simple de 0,05. En particulier
le signal du locus 9p22 qui présente des p-valeurs plus fortement répliquées en étude
« cas/témoins » (p < 10). Pour le locus 3p25, répliqué en monoinfection par le VHC, les p-
valeurs sont aussi répliqué en étude « cas/témoins » et atteignent méme 3,8x107 pour le SNP
rs61183828. Inversement, les associations observées en ¢tude de comparaison de groupes de
score METAVIR montrent des p-valeurs autour de 10~ pour le locus 5p15 et une simple
tendance ne passant pas le seuil de 0,05 pour le locus 1q31. Cette différence s’explique dans la
définition des phénotypes. La définition de chacun des deux phénotypes a été faite a des dates

différentes et par des méthodes d’évaluation de fibrose partiellement différentes.

Dans 1’étude « cas/témoins », 1’évaluation de fibrose en scores METAVIR était issue de trois
méthodes (pbh, 24%, Fibrotest®, 16.8%, FibroScan® 59.2%) alors que 1’étude quantitative
(sqrtLS) présentait des valeurs de fibrose uniquement évaluées par Fibroscan®. Dans 1’optique
d’une comparaison de phénotypes basés sur des scores METAVIR ou sur des valeurs
d’¢lasticité hépatique obtenues par Fibroscan®, nous avons réalisé une analyse de corrélation.

Ainsi, nous obtenons une corrélation significative mais que partielle entre le phénotype basé
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sur le FPR (score METAVIR par années d’infection) et le phénotype quantitatif (sqrtLS ~ log
de FPR, r = 0,49, p-valeur= 6,5x107).

1.4.2 Interprétation des différences observées

Comme nous 1’avons mentionné plus haut, la définition des phénotypes est une étape critique
du « design » d’une étude « génome entier ». Il a ét¢ démontré qu’un trait quantitatif permet
d’obtenir plus de puissance statistique que la dichotomisation de ce dernier en « cas/témoins ».
En effet, la transformation de données quantitatives en classes fait perdre de 1’information

(375).

Dans cette these, le phénotype quantitatif d’évaluation de fibrose a été obtenu par Fibroscan®
et n’a pas été dichotomisé. Néanmoins, lors de I’étude « cas/témoins », les groupes ont été
définis a partir de mesures par Fibroscan® mais aussi a partir de pbh ou par Fibrotest®. En plus
d’une perte d’information par classification de la fibrose en groupe, un probleme de définition
des scores METAVIR peut exister. En effet, 1’évaluation d’un score METAVIR F2 par des
méthodes non-invasives (Fibroscan® et Fibrotest® dans notre cas) génére souvent des erreurs
de classification. Ainsi, des scores F2 définissant une fibrose modérée et le début des stades
ultérieurs, peuvent en réalité étre de niveau F1 (376). De meilleures méthodes de prédiction de
ce stade pourraient apporter plus d’information et donc plus de puissance de détection par

analyse « génome entier ».

Les ¢études « cas/témoins » définissant deux groupes extrémes basés sur une distribution de
valeurs quantitatives peuvent souvent révéler une augmentation de puissance statistique (377).
Dans notre étude « cas/témoins », la définition dichotomique ne favorise pas les extrémes par
la présence du groupe intermédiaire F2 qui peut induire de I’ambiguité. Ainsi, dans 1’étude
« cas/témoins », nous avons entrepris de retirer les individus avec des fibroses intermédiaires
de score METAVIR F2 (N individus = 55) afin de rendre les porteurs de phénotypes « plus
extrémes » et ¢liminer une source de biais potentielle. L’analyse a été faite entre les groupes
FOF1 et F3F4 (N individus = 237) et nos signaux initiaux « flirtent» avec le seuil de
significativité « génome entier » (p-valeurs < 7x107®). En enlevant en plus le groupe F3, on
définit une comparaison de 215 individus (FOF1 vs F4) et nos principaux signaux sont observeés
avec des p-valeurs > 5x107, le gain de puissance statistique étant probablement impacté par le

retrait total de 77 individus ayant des scores METAVIR de fibroses F2 ou F3.
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Cette analyse permet de montrer que le retrait des scores METAVIR F2 de notre étude
« cas/témoins » influe 1égérement sur nos résultats et permet de garder une puissance statistique
malgré un faible nombre d’individus analysés. Cependant, le retrait des scores METAVIR F3
a tendance a faire disparaitre nos signaux. A trop vouloir rendre extréme un phénotype
dichotomique, on peut perdre de I’information et passer a coté d’associations pertinentes.
Enlever les scores METAVIR F3 n’est pas forcément nécessaire car, bien qu’intermédiaire avec
le stade F2, ce score définit une réelle fibrose clinique et apporte de I’information au phénotype

dichotomique.

De facon surprenante, nous avons observé que le signal 3p25, identifi¢ en étude quantitative
(sqrtLS), se renforgait en rendant le phénotype dichotomique plus extréme (rs61183828,
FOF1F2 vs F3F4 p =3,8x107, FO1 vs F3F4 p =2,1x103, FOF1 vs F4 p = 1,0x10™*). Ce signal a
été expliqué par des individus ayant une fibrose trés extréme lors de 1’étude quantitative,

notamment deux individus au génotype rs61183828 GG.

1.4.3 Intérét de la cohorte de patients coinfectés ANRS CO13 HEPAVIH

La coinfection par le VIH et le VHC conduit a des réactions complexes qui a ce jour ne sont
que partiellement comprises et décrites. Les études dans le domaine se sont surtout focalisées,
a juste titre, sur la compréhension des mécanismes liés a la guérison spontanée ou apres
traitement, a 1’image de la découverte de I’implication du geéne IL28B (224, 251-253). La
fibrose hépatique induite par le VHC est aggravée par des facteurs environnementaux, et la
coinfection par le VIH accélere ce phénomene. Cependant, les mécanismes génétiques sous-

jacents impliqués lors de la coinfection avec le VIH ne sont pas connus.

La cohorte ANRS CO13 HEPAVIH a permis de centraliser des données cliniques relatives a la
coinfection par le VIH et le VHC (voir Matériels et méthodes section 2.1.1). Cette cohorte est
donc tres intéressante pour des études génétiques puisqu’il est connu que I’évolution naturelle
et le pronostic de 1’hépatite C sont plus séveres en cas de coinfection par le VIH. En particulier,
une vitesse de progression de la fibrose hépatique accélérée et une évolution rapide vers la
cirrhose -et ses complications- ont ét¢ observées dans la coinfection VIH/VHC. Plusieurs
investigations ont ét¢ menées afin de comprendre ces phénomenes, notamment en étudiant la
dérégulation immunitaire ainsi que la déplétion des CD4" intestinaux (75). Un faible taux
lymphocytaire CD4" et une charge virale du VIH élevée ont été observés chez des patients

coinfectés VIH/VHC présentant une progression de fibrose hépatique sévere et rapide (378).
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Une suggestion serait que le VIH accélere la fibrose hépatique par interaction de sa protéine
gp120 avec les corécepteurs CCRS et CXCR4 des hépatocytes et d’autres cellules hépatiques
par 'intermédiaire du TGF- 3 (307).

Une des hypothéses sous-jacente a notre travail était justement que des signaux génétiques
moins visibles en monoinfection VHC pourraient ressortir plus fortement dans le cas d’une

coinfection par le VIH.

Dans le cadre de notre étude génétique sur 292 patients, nous avons identifi¢ un signal trés
fortement associ¢ a la fibrose hépatique au niveau du locus 3p25. Ce locus présente un intérét
biologique certain et a été répliqué, bien plus faiblement, dans deux cohortes indépendantes de
patients monoinfectés par le VHC. Plusieurs hypothéses peuvent étre avancées pour cette

réplication plus faible :
e L’hypothese initiale d’un réel impact de la coinfection par les deux virus

e L’effet connu du « winner’s curse » qui surestime les associations génétiques identifiées

en étude « génome entier » (379)

e La différence des phénotypes pour la réplication dans 1’étude basée sur la population
Franco-Suisse monoinfectée VHC. Néanmoins, la cohorte Genoscan permettant une
modeste réplication présentait des individus monoinfectés VHC avec la méme

définition de fibrose quantitative

Afin de pouvoir valider ces hypotheses, il sera nécessaire de pouvoir reproduire notre étude
dans une autre cohorte de patients coinfectés VIH/VHC, bien que de telles cohortes ne soient

pas pour le moment exploitées en études génétiques.

Dans notre étude, nous avons aussi recherché des effets épistatiques entre le SNP rs61183828
que nous avons identifié¢ et des variants génétiques connus pour influencer I’évolution du VIH.
De maniere intéressante, une tendance significative (sans correction de Bonferroni) a été
observée entre le SNP rs61183828 et deux marqueurs connus de ’infection par VIH-1 : CCL5
et CCRS5. Comme cela a été discuté précédemment (voir Discussion section 1.3.1), si ces deux
marqueurs ont aussi €té¢ suspectés pour leur implication dans les mécanismes de fibrose
hépatique, il se pourrait que 1’effet €pistatique de CCLS5 soit aussi observable chez des

monoinfectés VHC.
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Tous ces résultats génétiques permettent de mieux comprendre les mécanismes moléculaires
sous-jacents a la fibrose hépatique lors de I’infection par le VHC. Il faudra bien-sir les valider
par 1‘étude génomique d’autres cohortes, mais ils soulignent ’intérét de travailler sur ce

phénotype de coinfection.
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2 CRITIQUE DES METHODES UTILISEES

2.1 Etudes « génome entier »

Le succes des analyses d'associations « génome entier » dans 1'identification des facteurs de
risques associés aux maladies a été massif durant la derniére décennie. Cependant, en dépit des
investissements financiers croissants, beaucoup de variants génétiques associés a ces maladies

complexes — multifactorielles - comme le SIDA ou I’hépatite sont encore inconnus.

2.1.1 Intérét

L’avantage indéniable apporté par ces études « génomes entier » a été la possibilité d’une
recherche extensive de variants communs associés a un caractére sur le génome entier, en
excluant tout a priori biologique. Il a été ainsi possible d’identifier des régions chromosomiques

associées a des caractéres/maladies alors que ces liens étaient jusque-1a insoupgonnés.

L’explosion des publications portant sur des GWAS a aussi été facilitée par la relative simplicité
de mise en ceuvre et d’exécution de cette nouvelle technologie des puces de génotypage. Les
méthodologies utilisées lors d’une GWAS sont désormais bien établies et le protocole a suivre
pour réaliser une telle étude est bien défini. De plus, beaucoup de publications détaillent
précisément les différentes étapes a suivre lors d’une GWAS, aussi bien au niveau du contrdle

qualité qu’au niveau de 1’analyse statistique (256, 332, 380, 381).

Enfin, I’évolution des techniques expérimentales et de la bioinformatique a aussi contribué a
I’essor de ces études « génome-entier ». En effet, les puces de génotypage permettent
aujourd’hui de génotyper jusqu’a 5 millions de SNPs chez plusieurs milliers d’individus a faible
colt. Par conséquent, les GWAS sont désormais des analyses relativement peu coflteuses
permettant de recueillir une grande quantité d’information. En paralléle, les progres de la
bioinformatique, et notamment les méthodes d’imputation, ont facilité la comparaison des
résultats obtenus sur différentes cohortes ainsi que la mise en place de méta-analyses.

Cependant, ces études présentent aussi des inconvénients, notamment statistiques.
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2.1.2 Limites

L’inconvénient principal des études « génome-entier » apparait lors de la correction des tests
multiples permettant de repérer les polymorphismes significativement associés au phénotype
analysé. En effet, la méthode la plus couramment utilisée pour pallier au probleme de
comparaison multiple est la méthode de Bonferroni. Bien qu’elle soit simple et rapide a mettre
en place, cette méthode est trés conservative. Seuls les signaux trés associés seront détectés,
indiquant des résultats avec un risque d’erreur statistique de 5% sur I’ensemble des SNPs testés
en « génome entier ». Mais, des signaux réellement associés au caractere étudi¢ dont les effets
sont plus modestes pourront ne pas €tre considérés comme significativement associés, avec
pour cause la stringence de cette correction. L’approche alternative s’appuyant sur le taux de
fausse découverte (FDR, false discovery rate en anglais) permet d’atténuer ce phénomene, mais
seulement de maniere partielle. Avoir acceés a des outils statistiques permettant d’abaisser la
stringence des tests multiples permettrait de ne pas laisser de c6té des signaux réels mais plus

modestes.
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Figure 34. Classification des marqueurs génétiques associés aux maladies en fonction de leur

fréquence et de leur pénétrance dans la maladie
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Une autre limite de ces méthodes résulte directement du paradigme selon lequel les maladies
fréquentes sont les conséquences de polymorphismes fréquents. Ainsi, les puces de génotypage
ont été ¢laborées de facon a privilégier les SNPs dont la MAF est supérieure a 5%. Les SNPs
moins fréquents sont de fait exclus de ces analyses. Or, depuis quelques années, ce paradigme
est remis en question car les variants communs ne suffisent pas a déterminer complétement
I’architecture génétique des pathologies complexes (382). L’imputation a partiellement rendu
possible I’analyse des SNPs de fréquence faible, en permettant 1I’inférence des génotypes de ces
SNPs mais la qualité de leur imputation peut s’avérer problématique. Se pose également le
probléme de la puissance statistique lors de 1’analyse de tels polymorphismes. En effet, un grand
nombre de patients est nécessaire afin d’observer la significativité statistique d’une association
entre un SNP de fréquence faible et un phénotype. Une solution simple est la mise en commun
des données issues de différentes cohortes dans le but d’entreprendre des méta-analyses, avec

cependant la difficulté éventuelle de normalisation de toutes ces données indépendantes.
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3 PERSPECTIVES

3.1 Réplications et méta-analyse dans la coinfection

La réplication des résultats obtenus lors d’une GWAS est essentielle. Elle consiste a comparer
les p-valeurs des signaux obtenus a ceux trouvés dans des cohortes indépendantes étudiant un
phénotype identique ou similaire. Nous avons répliqué un de nos résultats dans la
monoinfection VHC (premier article) mais nous n’avons pas pu répliquer notre seconde étude
sur le phénotype METAVIR car il n’y a pas d’autre cohorte de coinfection génotypée pour le

moment.

Afin de trouver de nouvelles associations avec la sévérité de la fibrose, nous pourrions combiner
des données génomiques de différentes études traitant de la fibrose hépatique dans le contexte
de coinfection VIH/VHC. Ce type d’étude est appelée méta-analyse mais pour le moment, nous

avons réalisé la seule étude génétique traitant cette thématique dans la coinfection VIH/VHC.

Dans le futur, une collaboration avec une cohorte allemande de malades coinfectés par le

VIH/VHC (PROBE-C) est en discussion.

3.2 Approches multi-marqueurs

Les études d’association « génome-entier » analysent des marqueurs simples. Or, pour des
maladies complexes, la combinaison de plusieurs polymorphismes, et non un seul, peut étre a
I’origine de la maladie. Il semble donc pertinent de mettre en place des stratégies permettant

d’évaluer ces possibilités.

3.2.1 Haplotypes

Les haplotypes sont définis comme la combinaison de » polymorphismes situés sur un méme
chromosome (voir Introduction section 1.4.3). Ces haplotypes peuvent étre a ’origine de
dysfonctionnement et ainsi expliquer certaines maladies (383-386). Ces exemples illustrent la
pertinence de la recherche d’haplotypes comme facteur de risque de certaines pathologies.
Toutefois, de nombreuses questions sont sous-jacentes a ces analyses. En effet, comment définir

les haplotypes étudiés ? Combien et quels marqueurs inclure dans les haplotypes considérés ?

212



Enfin, étant donné le nombre d’haplotypes qu’il est possible d’analyser, comment contourner

les limites des corrections multiples afin de ne pas étre trop conservatif ?

3.2.2 Epistasie

L’¢épistasie désigne 1’interaction entre deux loci : I’impact d’un génotype a un locus particulier
dépend du génotype a un autre locus. Les GWAS ont pour vocation de rechercher les
polymorphismes ayant individuellement un impact sur le caractére étudié mais ceux-ci ne
représentent qu’une fraction des facteurs génétiques responsables du phénotype (382). Les

interactions entre SNPs peuvent expliquer une autre portion de ces facteurs génétiques.

En effet, plusieurs exemples d’interaction génétique ont été observés. Des interactions entre le
geéne PTPN2 et des génes du métabolisme de la vitamine D contribuent au risque d’arthrite
chronique juvénile (387). De méme, une interaction entre le géne ERAPI et le géne HLA-C
influence la susceptibilité au psoriasis (388). Ces deux exemples illustrent la pertinence de la
recherche d’épistasies pour déterminer les facteurs génétiques impliqués dans des maladies

complexes.

Plusieurs méthodes ont été¢ implémentées afin de rechercher les épistasies (348, 389-393).
Cependant, la recherche d’interactions est encore confrontée a des problémes statistiques tels
que la puissance ou la correction des tests multiples. Une publication récente détaille les

principales méthodes existantes et les problemes inhérents a ces techniques (394).

Lors de mes travaux de theése, nous avons réalisé¢ une ¢tude d’épistasie. Nous avons ainsi
observé une tendance d’interaction entre le SNP rs61183828 favorisant la fibrose hépatique
induite par le VHC et des SNPs candidats liés au VIH-1. Cette étude a été confrontée aux limites

statistiques décrites plus haut du fait de faibles effectifs (voir Discussion section 1.3.1).

Une investigation d’épistasie plus large sur tous les SNPs génotypés pourrait révéler de
nouvelles interactions dans la coinfection VIH/VHC. 1l serait alors possible de tester ces effets
dans des cohortes de monoinfection par le VHC, mais I’idéal serait bien-siir une réplication

dans la coinfection VIH/VHC.

3.3 Analyse des CNVs

Les avancées dans la connaissance du génome ont mis en lumiére l'importance d’autres

marqueurs de variabilit¢ comme les CNVs (Copy Number Variation) qui sont des grandes
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insertions ou délétions (voir Introduction section 1.3.5). Ces marqueurs se retrouvent dans

toutes les populations sans affecter nécessairement la santé des patients.

Ces polymorphismes ont été omis volontairement des analyses présentées dans ce travail
puisque leur inférence a 1’aide des puces de génotypage est complexe (395, 396). Cependant,
leur analyse ne doit pas étre négligée dans la mesure ou des variants de cette nature ont déja été
associés a plusieurs maladies comme le cancer (397), I’autisme (398) ou I’obésité (399, 400),
et que leur influence sur la variabilité observée face aux maladies est reconnue. Une étude se
focalisant sur la région d’IL28B a été réalisée dans la monoinfection par le VHC sans révéler le
moindre role de CNVs dans la forte influence d’/L28B dans la réponse virologique soutenue
spontanée (401). Bien que 1’étude des CNVs soit encore problématique a partir des données
obtenues avec les puces, une analyse avec des phénotypes extrémes liés a la fibrose dans la

cohorte ANRS CO13 HEPAVIH est en cours de développement.

3.4 Analyses d’eQTLs

Les eQTLs (expression Quantitative Trait Locus en anglais) représentent les traits
(principalement des SNPs) dont 1'all¢le change 1'expression d'un geéne cible. Nous distinguons

deux types d'eQTLs :

e les cis-eQTLs représentent les marqueurs situés relativement pres des génes affectés sur

le chromosome et qui modifieraient par exemple la fixation des facteurs de transcription.

e Les trans-eQTLs sont des marqueurs ¢loignés de leurs genes cibles, qui peuvent ne pas
étre sur le méme chromosome, et qui influencent de maniére indirecte I'expression de
ceux-ci, par des éléments régulateurs positionnés pres du variant tels que les miRNA ou

des facteurs de transcription.

Un eQTL peut étre détecté en calculant le facteur de corrélation entre un all¢le (trait qualitatif)
et 'expression d'un autre géne (trait quantitatif). Lors de ma thése, une recherche systématique
d’eQTLs a été faite afin de définir si les polymorphismes trouvés été impliqué dans la régulation
d’expression de génes. Néanmoins, une recherche plus large des résultats (p < 10°) de GWAS
pourrait faire émerger de nouveaux signaux impliqués dans la fibrose hépatique li¢ a I’infection
VHC par décomposition de la variance génomique (402) comme cela a été fait dans le SIDA

(403).
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3.5 Nouvelles technologies de séquencage ou NGS

En biologie, I’évolution technique et technologique est constante et continue, mais dans le cas
du séquencage de ’ADN/ARN, elle se fait avec une rapidité exponentielle, modifiant en
permanence les concepts et les conditions de I’exercice médical, notamment en cancérologie et
en génétique. Ainsi, plusieurs technologies ont émergées dont les NGS (Next Generation
Sequencing) qui ont permis le séquencage massif et trés rapide de I’ADN et de I’ARN mais

aussi d’évaluer les modifications épigénétique de I’ADN :

Le séquencage intégral du génome ou de ses parties codantes (nommeées exome) chez un grand
nombre de personnes comparativement aux technologies plus anciennes a été rendu possible.
L’analyse des données générées par de telles techniques permet de caractériser des

polymorphismes rares et a ouvert de nouvelles perspectives pour de nombreuses maladies

(404).

Au cours des derniéres années, les approches par NGS ont non seulement permis de générer
rapidement des séquences du VHC, mais sont aussi devenues un outil clinique pour le suivi des
patients. Par exemple, le séquencage profond a été utilisé¢ pour identifier de nouveaux sous-
types du VHC et étudier I'histoire de 1'épidémie du VHC dans des populations éloignées (405).
Récemment, des approches par NGS ont permis de comparer les « quasi-especes » du VHC
chez des patients hémophiles coinfectés VIH/VHC et des patients monoinfectés VHC dans une
population japonaise. Cette étude a montré un lien entre des « quasi-espeéces » du VHC associé
a la résistance aux DAAs (protéase NS3) et le succes d’une réponse virologique soutenue chez

des patients hémophiles coinfectés VIH/HC (406).

Au-dela de I’approche génétique stricte, les NGS peuvent permettre d’étudier I’expression des
génes par RNAseq. Cette méthode sans a priori biologique est hautement reproductible des
résultats obtenus par « puce d’expression », mais apporte une plus haute sensibilité de détection
des ARN (i.e ARNm rare) et peut permettre I’identification de différents variants d’épissage.
En effet, le transcriptome constitue I'ensemble de tous les ARNs issus de la transcription du
génome. Ils comprennent les ARNs messagers, ribosomiques, de transfert et autres especes
d'ARN comme les micro-ARN (miRNA). Plusieurs études ont été réalisées dans le contexte de
la monoinfection VHC, identifiant des genes dérégulés lors de la phase aigiie de la maladie
(407), lors de la phase chronique apres traitement basé sur I’'IFN-a (408), mais aussi la

dérégulation par des miRNA consécutif de I’infection (409). L'analyse du transcriptome est une
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approche complémentaire aux études génétiques pour expliquer la physiopathologie de
maladies multifactorielles, et se base sur l'identification de genes qui sont différentiellement

exprimés entre les patients et les témoins.

L’expression d’un geéne dépend trés faiblement de sa séquence d’ADN, mais plus de facteurs
de transcription ou des mécanismes épigénétiques, comme la méthylation des histones, qui sont
difficilement détectables par I'é¢tude du génome (410). Les NGS permettent également d’étudier
les modifications/altérations épigénétiques dans le contexte d’une maladie et ainsi appréhender
a un niveau supérieur la compréhension des mécanismes sous-jacent, conduisant au suivi
clinique des patients et la découverte de marqueurs pronostiques (411). Le role joué par
I’épigénétique dans la plasticité cellulaire est non-négligeable et semble important dans la
formation des cancers (412). Lors de I’infection par le VHC chez des patients alcooliques
présentant des HCC, plusieurs signatures de la méthylation de I’ADN se sont révélées

dérégulées alors que d’autres semblaient conservées (413).

Toutes ces approches sont complémentaires aux études génétiques classiques, et peu d’entre
elles ont été réalisées dans la coinfection VIH/VHC. D¢s lors, 'utilisation technologique des
NGS pourra certainement étre utile pour une meilleure compréhension des mécanismes

découlant de I’interaction entre le VIH et VHC et des mécanismes associés.

3.6 Biologie des systemes

Les études d’association « génome-entier » permettent la détection de polymorphismes
génétiques associés a un phénotype. Toutefois, ’intégration de données biologiques est
aujourd’hui une étape possible grace a la disponibilité de grandes bases de données biologiques
et cela devrait permettre d’aller plus loin que les tests statistiques utilisés. Ainsi, la biologie des
systtmes est I’étude intégrative par modélisation des geénes, des protéines, des réactions
biochimiques et autres processus physico-chimiques considérés en tant que systéme dynamique

d’éléments en interaction.

Plusieurs disciplines ont pour vocation de générer des données, notamment issues des NGS, et

permettent la mise en place d’une telle intégration :

e Le transcriptome qui étudie les ARNs messagers issus de 1’expression d’une partie du

génome. La comparaison des données transcriptomiques et des données génomiques a
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notamment permis 1’¢laboration de bases de données renseignant 1’impact de

polymorphismes sur 1’expression des genes (414-416) ;

e [’¢épigénomique qui €tudie les mécanismes de régulation de 1’expression des génes

pouvant étre influencés par I’environnement ;
e Le protéome qui étudie I’ensemble des protéines présentes dans la cellule ;

e Le métabolome qui étudie de petites molécules comme les hormones par exemple dans

différents tissus.

Le projet ENCODE (417, 418), qui a débuté en 2003, a pour ambition de décrire les éléments
fonctionnels du génome humain en combinant ces différentes disciplines. Les données d’ores
et déja générées sont publiques et ont été¢ exploitées dans différentes bases de données comme
RegulomeDB (419). L’émergence de la biologie systémique ouvre de nombreuses perspectives

pour une meilleure compréhension des mécanismes biologiques.

L’intégration des données de GWAS avec les informations des voies de signalisation
biologiques peut permettre d’identifier des voies spécifiques associées au phénotype étudié.
Cette analyse présente 1’avantage d’utiliser les données de GWAS dans leur ensemble. Les
signaux n’atteignant pas le seuil de significativité « génome entier » sont utilisés pour identifier
I’enrichissement dans des geénes de voies biologiques, révélant des pistes biologiques
potentielles non soupgonnées. Plusieurs méthodes ont été développées comme 1’algorithme
GSEA (Gene Set Enrichment Analysis en anglais) (420), mais ces méthodes restent relativement
récentes et ne font pas consensus au niveau des protocoles d’analyse. La définition des voies de
signalisations biologiques est complexe du fait des redondances de fonction des genes et de leur
implication dans de multiples mécanismes biologiques. Cependant, I’intégration d’un a priori
biologique doit permettre d’identifier plus facilement les mécanismes impliqués dans un
phénotype, et d’améliore [D’interprétation de DI’impact biologique d’un ou plusieurs
polymorphismes. Plusieurs revues ¢énumeérent les principales limites des techniques

développées pour identifier des voies de signalisation associées a un phénotype (421-425).

Aucune étude a partir de résultats GWAS n’a ét€¢ mené dans I’infection par le VHC. Une étude
a analysé les différences de régulation des voies de cytotoxicit¢é des CMSPs par profilage
transcriptomique de 12 patients monoinfectés VIH ou VHC et de 10 patients coinfectés

VIH/VHC. Ces données de « puce d’expression » ont permis d’identifier des interactions
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cytokines/récepteurs régulées négativement chez les coinfectés par rapport aux monoinfectés

(426).

3.7 Autres phénotypes a explorer

L’intérét de la cohorte ANRS CO13 HEPAVIH réside dans son caractére extrémement bien

documenté donnant de la robustesse et de la puissance aux résultats d’association. Dans cette

thése, nous nous sommes focalisés sur le phénotype le plus évident de la coinfection par le VIH

et le VHC, I’évolution de la fibrose hépatique. Néanmoins, d’autres aspects restent a explorer

liés a I’infection par le VIH et le VHC :

Etude des risques d’apparition de lipodystrophie. Tous les patients de la cohorte étaient
traités par HAART et la présence ou I’absence de lipodystrophie y est trés bien documentée.
Nous avons réalisé des tests préliminaires avec une définition « cas/témoins » a un temps t.
Aucune association génétique n’a pu €tre clairement mise en évidence. Des études plus
approfondies seront nécessaires, peut-&tre en distinguant plus les traitements utilisés par les

patients.

Etude de la charge virale VIH et des réponses CD4 apres traitements. Le taux de
lymphocytes CD4 et la charge virale VIH avant traitement étaient connus pour certain des
patients. Il serait donc intéressant de rechercher les facteurs génétiques qui peuvent
déterminer ces parametres ainsi que ceux discriminant les mauvais répondeurs aux

traitements par HAART.

Etude des patients ayant achevé une SVR spontanée ou apres traitement. La cohorte
présentait des patients ayant achevés une SVR aprés traitement. Néanmoins, le faible
nombre d’individus en SVR génotypés n’a pas permis de réaliser une étude statistiquement
solide. Le génotypage de nouveaux individus ayant guéri spontanément ou apres traitement
pourrait permettre de confirmer I’impact du géne /L28B et d’identifier de nouveaux facteurs

génétiques dans la cohorte ANRS CO13 HEPAVIH.

Etude des charges virales VIH et VHC. Une recherche chez des patients présentant des
charges virales élevées ou basses pour les deux virus pourrait dévoiler des polymorphismes
influencant simultanément le contréle des réponses aux deux virus. On retrouve la encore

la possibilité d’identifier des effets interactifs liés a la coinfection.
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Cinquieme partie

Conclusion
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1 Conclusion

Mon travail de thése a porté sur I’étude génomique d’une cohorte unique de patients coinfectés
par le virus d’immunodéficience humaine (VIH) et le virus de I’hépatite C (VHC). Cette cohorte
de patients, extrémement bien documentée, devait permettre de réaliser des analyses

d’association génétique avec plusieurs parametres biologiques et cliniques liés a ces infections.

Avant mon travail, aucune publication d’étude d’association génétique n’avait été publiée sur
des patients coinfectés VIH/VHC. Compte-tenu de la complexité des données, j’ai focalis€¢ mon
travail sur un parameétre majeur de 1’hépatite C, qu’est la fibrose hépatique. J’ai identifié de
nouvelles associations génétiques en utilisant deux méthodologies différentes (trait quantitatif
et analyse « cas/témoins »), dont une qui a été répliquée dans deux cohortes indépendantes de
patients monoinfectés VHC. Réciproquement, trois études génomiques avaient été réalisées sur
la fibrose chez des patients monoinfectés par le VHC et mon étude a permis de répliquer un des

signaux identifiés.

Ces résultats montrent 1’intérét de travailler sur des cohortes ayant des phénotypes tres
particuliers comme ici, la coinfection par deux virus, le VIH et le VHC. Les résultats que j’ai
obtenus suggerent que ces virus ont des interactions, vues par la génétique, pour leurs effets
pathogéniques. De plus, mes travaux de thése permettent de poser de nouvelles hypotheses,
améliorant la compréhension de I’étiologie moléculaire de la fibrose hépatique dans la
coinfection VIH/VHC. En approfondissant ces pistes biologiques, les genes identifiés
pourraient se révéler important pour 1’élaboration d’outils d’aide au diagnostic et au suivi
clinique des patients coinfectés ainsi que pour suggérer de nouvelles pistes thérapeutiques. De
nombreux autres phénotypes sont a explorer afin de mieux comprendre les mécanismes de la

coinfection et ainsi permettre, a terme, un suivi clinique amélioré pour les patients.

Sur un plan personnel, mon travail de these m’a permis d’évoluer dans un domaine a I’interface
de la biologie, la génétique, la statistique et la bioinformatique. Le cadre du laboratoire m’a
aidé a comprendre et mettre en ceuvre des méthodologies dans un domaine en perpétuelle
évolution et a I’aube de sa création. Ces années de these trés enrichissantes m’auront données
I’opportunité de compléter ma formation initiale au sein d’un laboratoire dynamique a I’image

de la bioinformatique.
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Hépatites

e Apialyses génomiques de la coinfection par
les virus VIH et VHC

Résumé

Un tiers des infectés par le VIH a travers le monde sont coinfectés par le VHC. Au cours des derniéres années,
I’hépatite C est devenue une cause majeure de mortalité lors de la coinfection et la progression de la fibrose
hépatique y est accélérée par rapport a la monoinfection. En plus de facteurs environnementaux bien connus,
la génétique semble jouer un réle important dans 1’évolution de 1’hépatite C.

Durant ma thése, j’ai réalisé des GWAS avec les données génomiques de 292 patients coinfectés VIH/VHC
issus d’une cohorte ou l'histoire naturelle du VIH et du VHC y est renseignée de manicre détaillée. Deux
études portant sur la sévérité de la fibrose (respectivement quantitative et qualitative) ont permis d’abord
d’identifier un locus répliqué dans la monoinfection VHC, impliquant des genes liés a la structure cellulaire
(CAV3) et alaréplication VHC (RADI8) puis le géne CTNND? 1i¢ indirectement a des maladies hépatiques.

Ces résultats permettent de nouvelles perspectives dans la compréhension de mécanismes liés a la fibrose
hépatique lors d’infection par le VHC.

Mots clés : GWAS, SNP, coinfection VIH/VHC, fibrose hépatique, maladie du foie

Résume en anglais

A third of HIV worldwide people are coinfected with HCV. In recent years, hepatitis C has become a major
cause of death during coinfection and the progression of hepatic fibrosis is accelerated relative to the
monoinfection. In addition to well-known environmental factors, genetics appears to play an important role in
the evolution of hepatitis C.

During my PhD, I performed GWAS with genomic data of 292 patients HIV/HCV coinfected from a cohort
where the natural history of HIV and HCV is informed in detail. Two studies on the severity of fibrosis
(respectively quantitative and qualitative) allowed to first identify a locus replicated in monoinfection HCV,
involving genes linked to cell structure (CAV3) and HCV replication (RAD18) then CTNND?2 gene indirectly
related to liver disease.

Overall, these findings provide new insights in the understanding of mechanisms related to hepatic fibrosis
during HCV infection.

Keywords : GWAS, SNP, HIV/HCV coinfection, liver fibrosis, liver disease




