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INTRODUCTION

L’hépatite B demeure un probléme de santé public majeur a I’échelon mondial. Malgré la
disponibilit¢ d’un vaccin slr et efficace, 257 millions de personnes sont chroniquement
infectées. Seul 10% d’entre eux connaissent leur statut vis-a-vis du virus. Le virus de
I’hépatite B (VHB) est une cause importante de cirrhose et de cancer du foie. Le fardeau de la
maladie contribue a plus de 880 000 déecés par an a travers le monde. L’ Asie et I’ Afrique sont
les continents plus particuliérement touchés. Les traitements actuels permettent de contrdler la
réplication mais ne permettent pas d’éliminer le virus du fait de la persistance de I’ADN
circulaire covalent clos (ADNccc) dans le noyau des hépatocytes infectés. La recherche sur le
VHB a beaucoup progressé ces dernieres années. La description de nouveaux types de
particules virales, outre les particules de Dane et les particules sous-virales, est tout a fait
singuliere. Les facteurs impliqués dans la production et la régulation de ces particules restent
inconnus. Avec la découverte du récepteur cellulaire du virus et une meilleure compréhension
du cycle de multiplication grace aux modeles d’étude, de nouveaux traitements prometteurs
sont actuellement en développement. Ces traitements ciblent directement le virus ou
renforcent la réponse immune. De nouveaux marqueurs viraux sont proposés pour dépister ou
suivre les patients infectés naifs ou traités. L’objectif de 1’Organisation Mondiale de la Santé

(OMS) est d’éliminer les hépatites virales comme menace de santé publique a 1’horizon 2030.

L’objectif de notre travail était d’étudier les formes virales circulantes du VHB chez les
patients et trois nouveaux marqueurs viraux. La premiére partie de ce document présente une
synthese bibliographique concernant la biologie du virus de I’hépatite B et de I’infection qui
en découle avec un accent mis sur les formes virales décrites, les marqueurs et les
thérapeutiques actuels et en développement. La deuxieme partie présente tout d’abord nos
travaux concernant 1’étude des formes virales circulantes du VHB par une approche novatrice.
Nous exposerons ensuite les deux études évaluant I’apport de nouveaux marqueurs dans
differents contextes cliniques. Une discussion générale des résultats obtenus et une conclusion

sont proposees a la fin de ce mémoire.
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REVUE BIBLIOGRAPHIQUE

1. BIOLOGIE DU VIRUS DE L’HEPATITE B
1.1.Historique

C’est en 1963 que Baruch S. Blumberg fit fortuitement la découverte de 1’antigéne
Australia dans le sérum d’un aborigéne australien, en employant la technique de
I’immunoprécipitation en milieu gélosé pour étudier les lipoprotéines. Cet antigéne était
uniquement retrouveé dans les sérums de patients transfusés (Blumberg, 1965). Sa présence fut
par la suite associée a une atteinte hépatique devant 1’¢élévation des transaminases dans le sang
des patients porteurs de cet antigene. Cette découverte lui valut le prix Nobel de médecine en
1976. En 1970, D.S. Dane observa le virus au microscope électronique sous forme de
particules virales d’environ 42 nm de diamétre en quantités trés importantes dans le sérum de
patients porteurs de I’antigéne Australia (Dane et al., 1970). La découverte du VHB ouvrit la
voie a celles des virus des hépatites A (VHA), C (VHC) et D (VHD).

1.2.Classification et structure

1.2.1. Hepadnaviridae

Le virus de I’hépatite B est un membre de la famille des Hepadnaviridae. Parmi les
caractéristiques notables de cette famille, on note une organisation simplifiée du génome avec
un chevauchement important des génes, un cycle de réplication singulier et un
hépatotropisme. Les Hepadnaviridae regroupent des petits virus enveloppés dont le génome a
ADN est partiellement double brin (3-3,4 kb). Le cycle de réplication implique une étape
tardive de transcription inverse dans le cytoplasme des hépatocytes infectés, au sein de la
nucléocapside. Les infections peuvent étre transitoires ou persistantes. Il existe cing genres et
dix-huit especes selon la nouvelle classification de 1’ International Committee on Taxonomy of

Viruses (ICTV) (Magnius et al., 2020).
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Les Orthohepadnavirus infectent les mammiféres avec une spécificité d’hote étroite

pour les 12 espéces virales connues. Le virus de ’hépatite B, espece type du genre, infecte

I’Homme et les singes. Le virus de ’hépatite de la marmotte (WHYV) infecte les marmottes.

Les Avihepadnavirus infectent les oiseaux. Le séquencage de génomes entiers a conduit a la

découverte in silico de nouvelles especes et a la creation de trois nouveaux genres chacun

représentés par une espece : Parahepadnavirus, Metahepadnavirus et Herpetohepadnavirus.

Les especes sont différenciées par au moins 20% de divergence nucléotidique. Les relations

phylogéniques entre les espéces sont illustrées dans la figure 1.
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Figure 1: Arbre phylogénétique des Hepadnaviridae.
D’aprés (Revill et al.,

d’hepadnavirus représentatifs de chacun des hdtes connus

> Metahepadnavirus

Orthohepadnavirus

2020) L’arbre a été généré a partir des génomes complets
selon

la méthode du

maximum de vraisemblance. Tous les génotypes du VHB identifiés chez I’ Homme sont

représentés.
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La présence d’éléments endogénes d’hepadnavirus a été décrite pour la premiere fois,
il y a dix ans par Clément Gilbert et Cédric Feschotte chez I’oiseau puis chez divers
Sauropsides et permet de dater une origine du VHB a plus de 200 millions d’années (Gilbert
and Feschotte, 2010). Trés récemment, Revill et al. proposent un modele intéressant
d’évolution des Hepadnaviridae ou les Orthohepadnavirus sont la résultante de rétroéléments
présents chez les insectes, du gain d’une capside chez les poissons, puis de ’acquisition d’une
enveloppe et de ce fait du tropisme d’organe chez les oiseaux et les reptiles et de 1’apparition

du géne X (Revill et al., 2020).

1.2.2. Organisation du génome et protéines

1.2.2.1. Organisation du genome

Le génome du VHB est extrémement compact et organisé (Figure 2). La molécule d’ADN
(acide désoxyribonucléique) circulaire partiellement bicaténaire a une taille d’environ 3,2 kb
(kilobases) qui varie en fonction du génotype. Le site de restriction EcoRI a été défini pour
débuter la numérotation nucléotidique du génome. Les deux brins sont de tailles inégales. Le
brin de polarité négative est complet et li¢ de manicre covalente a la polymérase virale en 5°.
Le brin de polarité positive est plus court (2,4 kb). Les extrémités 5’ des deux brins sont
complémentaires et assurent la forme circulaire du génome. Ce génome est organisé en quatre
cadres ouverts de lectures (ou ORF pour Open Reading Frame) chevauchants dans la méme
orientation transcriptionnelle qui codent sept principales protéines grace a différents codons
d’initiation de la traduction. Le géne P qui occupe les trois quarts du génome code la
polymeérase virale P. Le géne préS/S qui chevauche dans une autre phase ouverte de lecture le
géne de la polymérase code les trois protéines d’enveloppe (ou protéines de surface du VHB ;
HBs). Le gene preC/C (préCore/Core) chevauche en partie la région 5° du géne de la
polymeérase et code pour la protéine de capside (HBc) et la protéine e du VHB (HBe). Le gene
X chevauche la région promotrice du gene de la capside et code la protéine HBx. Le génome
est également composé de régions fonctionnelles avec des séquences directement répétées
(DR1 et DR2), une région U5-like, proche du signal de polyadénylation polyA, dans le gene
préC/C, ou debute la transcription, et un élément de réponse aux glucocorticoides dont la

séquence est située dans le gene S.
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La transcription des genes viraux est régulée par quatre promoteurs :

e un promoteur PréS pour la grande protéine d’enveloppe,

e un deuxiéme promoteur S pour les petite et moyenne protéines d’enveloppe,
e un promoteur core commun pour la capside et la polymérase virale,

e un promoteur X.

Il existe deux séquences activatrices (enhancers), situées en amont du promoteur core, sur
lesquelles des protéines virales ou cellulaires se fixent pour activer le promoteur et stimuler la
transcription des genes. La réplication virale est surtout activée par I’enhancer | tandis que

I’enhancer |1 est plutét responsable de la spécificité tissulaire.

=~

Presy g

Figure 2 : Organisation du génome et des ARNm du VHB

Les cercles gris internes représentent le brin (-) complet et le brin (+) incomplet (petits
tirets) de I’ADN. Le rond jaune a I’extrémité 5’ du brin (-) schématise la polymérase.
Les régions répétées (DR1 et DR2), les enhancers (Enhl et 2) sont indiqués. Les
différents ORF codant pour les protéines sont représentés par différentes couleurs (en
jaune I’ORF codant pour la polymérase, en bleu, I’ORF codant pour les 3 protéines
d’enveloppes, en rouge, I’ORF codant pour la protéine X et en violet, I’ORF codant
pour la protéine de la capside et I’antigéene HBe. Les différents transcrits du VHB sont
représentés en noirs. Leurs longueurs respectives sont indiquées. Tous les ARN se
terminent au niveau du site unique de polyadénylation (AAAA). Figure de (Minor and
Slagle, 2014)
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1.2.2.2. Les proteéines virales : structure et fonctions

Les sept protéines principales du VHB sont les trois protéines d’enveloppe, la protéine de

capside, I’antigéne HBe, la protéine HBx et la polymérase virale P.

a. Lapolymérase (P)

La polymérase du VHB (845 AA) ressemble en séquence et en structure a la polymérase
du virus de I’'immunodéficience humaine (VIH). La polymérase virale est une cible
thérapeutique de choix et trois molécules utilisées possédent une activité antivirale contre ces
deux virus. Cette protéine est constituée de plusieurs domaines : le domaine terminal de la
protéine (TP), une région non codante (spacer), la transcriptase inverse (ADN polymérase
ARN dépendante) et une RNase H (Figure 3) (Buhlig et al., 2020). En N terminal, le domaine
protéine terminale est essentiel a I’initiation de la transcription inverse et permet la liaison
covalente de la polymérase virale au brin négatif. La région spacer assure la flexibilité de la
polymérase virale mais n’est pas indispensable a son activité enzymatique. Malgré le
chevauchement avec les régions Pré-S1 et Pré-S2, le domaine spacer peut supporter de
nombreuses mutations (insertions/délétions) sans que cela soit délétere pour le virus. Le
domaine catalytique de transcriptase inverse/ADN polymérase (RT) assure les fonctions de
transcription inverse et d'/ADN polymérase. Comme la polymérase virale est dépourvue
d’activité de relecture, cela crée une variabilité génétique importante qui se traduit par la
circulation du virus sous la forme de quasi-espéce virale. Le domaine RT contient un motif
YMDD conservé chez les hépadnavirus. Des mutations dans ce domaine peuvent altérer
’activité enzymatique de la polymérase. Les variants peuvent avoir des consequences sur le
traitement antiviral. Le domaine C-terminal ou RNase H est responsable de la dégradation de
I'ARN prégenomique lors de la synthese du brin (-) de I’ADN viral.

16



La polymérase est responsable de la synthése de I'ADN, qui est effectuée par le domaine
de la transcriptase inverse (RT) catalytique. Alors que la matrice d'/ARN est copiée, elle est
dégradée par le domaine RNase H. Le domaine TP est composé de sept sous-domaines (trois
boucles conservées et quatre régions hélicoidales). Les trois boucles et I'hélice 5 sont les
principaux déterminants. Le domaine TP agit comme une amorce pour les étapes initiales de
la synthése de I'ADN, et I'ADN reste attaché au domaine TP tout au long de la polymeérisation.
Le domaine spacer permettrait une certaine flexibilité, tandis que le domaine TP est attache a
une extrémité de I'ADN viral naissant et que le domaine RT synthétise I'autre extrémité. Dans
le domaine TP, la fonction des sous-domaines hélicoidaux est susceptible de fournir une
structure, tandis que les sous-domaines en boucle sont impliqués dans des activités critiques
pour le cycle de réplication virale, comme l'amorcage de la protéine qui commence a partir de
la tyrosine en position 63. Des régions codant le domaine TP chevauchent d'autres cadres de
lecture ouverts et sont ainsi soumises a une pression de sélection supplémentaire lorsque des
mutations se produisent. Le domaine TP, essentiel a plusieurs fonctions de la polymérase a
savoir la liaison a la structure ¢, 'emballage de I' ARNpg dans la nucléocapside, 'amorcage de
la synthése initiale de I'ADN, et la poursuite de la synthese des brins positif et négatif de

I'ADN, constitue une cible thérapeutique potentielle de choix (Buhlig et al., 2020).

Similarités fonctionnelles aux protéines TP chez les
bactériophages, Adenoviridae & Streptomyces Homologie structurale et fonctionnelle avec le VIH

N
— ——— —

TP Sous-domaines

1 Hélices N-terminal Hélice 4 Hélice 5 Hélice 6 192

Y63

HBeAg HBCcAg HBsAg
ORF ORF ORF

Figure 3 : Représentation schématique des domaines de la polymérase du VHB et des sous-
domaines de la protéine terminale.

Les régions du domaine TP qui chevauchent les autres ORF sont indiquées par les
rayures. D’aprés (Buhlig et al., 2020)
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b. La capside « core » et les protéines précore

La protéine core (ou HBc) est la protéine majeure de la capside (21 kDa) issue du
précurseur precore p25 (212 acides aminés). Ces deux protéines se différentient seulement par
les 29 premiers acides aminés en N terminal. En effet, la p25 contient en plus le peptide
signal. La protéine core de 183 (ou 185 acides aminés selon le génotype), peut étre divisée en
2 régions. En région N terminale, les 149 premiers AA forment le domaine d'assemblage
NTD (N terminal domain) riche en hélice alpha. En région C terminale, les 34 derniers résidus
forment le domaine C-terminal riche en arginine (CTD). Ce domaine a deux fonctions. Il
contient un motif de localisation nucléaire (NLS, nuclear localisation signal) régulé par
phosphorylation et des motifs d’exportation nucléaire (NES, nuclear export signal). Son
exposition a la surface des nucléocapsides permet leurs transports vers le noyau de la cellule.
De plus, ce domaine possede quatre clusters riches en arginine. Le premier joue un réle
crucial dans I’encapsidation de ’ARN prégénomique associé¢ a la polymérase virale (Nassal,
1992). Les trois autres sont susceptibles d’interagir avec I’ADN viral. Les études en
microscopie électronique ont montré la localisation de cette extrémité de la protéine dans la
lumiere des capsides.

Les protéines core se présentent sous quatre structures quaternaires : un dimere soluble
avec antigenicité "e" (AgHBe), un dimere qui ressemble a la forme de la capside, des capsides
avec un nombre de triangulations T = 3 et T = 4 (Zlotnick et al., 2015). La protéine HBc est
toujours isolée sous forme de diméres (Wingfield et al., 1995). Les études de cryo-
microscopie électronique ont montré la présence de deux tailles de capsides. Il y a
principalement des capsides de 35 nm de diametre (T=4, 120 dimeres) et des capsides de 32
nm de diametre (T=3, 90 dimeres). Ces deux types de capsides sont identifiés dans la cellule
infectée mais la capside T=4 est souvent trouvée dans le virus infectieux. A leur surface, les
capsides comportent de nombreuses excroissances ainsi que des pores d’un diamétre de 12 et
15A qui servent pour le transport de nucléotides au moment de la formation de ’ADN viral.
In vitro, le ratio entre les capsides T=3 et T=4 peut étre modulé par la troncation de la
protéine HBc, sa concentration, la force ionique et le degré d’oxydation des diméres (Harms
et al., 2015; Zlotnick et al., 1996). Les diméres d’HBc sont liés de maniére covalente par un
pont disulfure entre 2 cystéines 61. Bien que conserve, le pont disulfure entre cystéines en
position 61 n’est pas requis pour 1’assemblage de la capside. Les dimeres d’HBc liés par ce

pont disulfure s’assemblent mais moins rapidement que la forme réduite en capsides (Selzer et
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al., 2014). Morphologiquement identique, la forme oxydée est moins stable et ne favorise pas
les interactions entre diméres d’HBc.

Le pont disulfure C61-C61 aurait une fonction de régulation du désassemblage de la
capside et de la libération du génome viral. La protéine core est une protéine multifonction.
Elle intervient dans la formation de la nucléocapside, 1’encapsidation de I’ARNpg, la
formation du virion et la sécrétion du virus. Elle participe a réguler et stabiliser I’ADNccc.
Elle est impliquée dans la répression des génes de I’immunité innée et dans la régulation de la

protéine HBX.

La protéine non structurale p22 (193 AA) est quant a elle issue du clivage des 19 acides
aminés du peptide signal et se retrouve ainsi libérée au niveau cytosolique. La fonction de
cette protéine reste mal connue. Un nouveau role de cette protéine a récemment été propose.
Elle pourrait activer la voie de signalisation Wnt/B-caténine, qui dérégulée participe au

processus de carcinogenese (Tran et al., 2020).

La p22, par troncation du domaine riche en arginine en C terminal, est transformeée en
protéine HBe (159 AA; 17 kDa), secrétée au niveau extracellulaire. Cette maturation
implique une furine (Messageot et al., 2003). La protéine HBe comprenant donc une séquence
d’AA commune a la protéine HBc est sécrétée tres précocement lors de la multiplication
virale. Son rdle reste mal connu car elle n’est pas nécessaire ni pour I’infection ni pour le
cycle de multiplication. Il est néanmoins admis que cette protéine joue un role
d'immunomodulation dans la phase d'infection chronique. La conservation de cette protéine et
de son précurseur au sein des hepadnavirus plaide pour un réle important dans le cycle
(Messageot et al., 2003).

Une autre protéine précore de 22 kDa a été décrite par Kimura et al. Appelée p22cr (core-
related), sa composition est différente de la protéine p22 (Figure 4) malgre un poids
moléculaire de 22 kDa. Elle posséde a I’exception de la premiére méthionine en N-terminal,

le peptide signal mais ne contient pas le domaine C-terminal riche en arginine.
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Protéines

core

183

1 183

-29 183
p25 |
-10 183
p22 |
-10 149
HBe |
-28? 154?
"p22cr" -

Figure 4 : Représentation schématique des protéines core et précore.

La protéine précore (p25) est codée par la totalité de I’ORF C qui possede 2 sites
d’initiation de la traduction. La protéine de capside fait 183 AA. Par convention, le
chiffre 1 est assigné au premier aminoacide de la protéine de capside. Le premier AA
de la protéine précore est situé en position -29. La p22 résulte du clivage des 19 AA du
peptide signal et commence donc a la position -10. La protéine HBe dérive de la p22
Otée de 34 AA et se termine en position 149. La p22cr est une nouvelle protéine précore
décrite par Kimura et al. Elle posséde le peptide signal mais pas la premiére méthionine
en N terminal et a un poids moléculaire de 22 kDa.

c. Les protéines d’enveloppe (HBs)

Il existe 3 protéines de surface du VHB, la petite (S-HBs), la moyenne (M-HBs) et la
grande (L-HBs). Ces 3 protéines d’enveloppe différent par la longueur de I’extrémité N-
terminale (Figure 5). Elles sont traduites a partir de 3 codons d’initiation de la traduction
différents et partagent le domaine S en C-terminal (226 AA). La protéine moyenne M-HBs
contient en plus le domaine préS2 en N-terminal (55 AA). La grande protéine L-HBs
comprend la partie préS1 en plus de la partie préS2. Les protéines d’enveloppe sont
synthétisées et ancrées au niveau de la membrane du réticulum endoplasmique (RE) rugueux
ou elles acquiérent une conformation fonctionnelle et subissent des modifications post-
traductionnelles. Les trois protéines peuvent ainsi étre N-glycosylées au niveau de 1’Asn-146
située dans le domaine S. Une seconde N-glycosylation au niveau de 1’Asn-4 du domaine
préS2 intervient sur la protéine M mais pas sur la protéine L.

La protéine S contient une boucle luminale AGL exposée en surface des particules et
porte notamment les épitopes antigéniques impliqués dans la réponse immune anti-HBV. Elle
se présente sous deux formes, non glycosylée de 24 kDa et mono-glycosylée de 27 kDa en
proportion équivalente.



La protéine M est retrouvée sous forme bi-glycosylée (36 kDa) ou mono-glycosylée (33
kDa). Une séquence peptidique, capable de traverser les membranes cellulaires, appelée motif
de translocation (TLM), a été identifi¢ dans le domaine préS2 des protéines d’enveloppe des
Hepadnaviridae ce qui suggere un rble de ce peptide dans le cycle viral (Oess and Hildt,
2000). Pour le VHB, le TLM, hélice a amphiphile, est localisé entre les acides aminés 41 et
52 du domaine préS2 mais n’est pas nécessaire a 1’infection du VHB ou du VHD (Blanchet
and Sureau, 2007; Lepére et al., 2007).

La grande protéine L de 389 AA est soit non glycosylée (39 kDa) ou mono-glycosylée (42
kDa). La protéine L posséde un site de myristylation a I’extrémité N terminale. La protéine L
présente 2 topologies, I’une ou le domaine préS N-terminal est retenu dans le cytosol, I’autre
ou le domaine preS est transloque dans la lumiére du RE. Cette double topologie de la grande
protéine dépend d’une séquence C-terminale du domaine préS1, de 28 aa (résidus 70 a 94),
nommeée « déterminant cytosolique d’ancrage » (CAD). Chacune de ces 2 conformations de
L-HBs joue un réle propre dans le cycle soit le recrutement de la nucléocapside, soit la
reconnaissance du récepteur. La répartition quantitative de ces 3 protéines d’enveloppe differe

selon le type de particules virales (Heermann et al., 1984).

A e pres1 .............. DTGSZ“; ................. S s :

107 aa  '55aa ' 226 aa

1083100 163i164 (%)

Liaison au
récepteur

Liaison
ala
capside

Figure 5: Protéines d’enveloppe du VHB.

A Structure des protéines d’enveloppe du VHB (L, M, S). Les parties
transmembranaires sont indiquées par les chiffres romains. Le symbole entre crochets
indique le site de glycosylation partiellement utilisé. Le poids moléculaire de chaque
protéine est indiqué a droite ainsi que les variants de glycosylation. Le zigzag
représente la N-myristylation. B modéle proposé avec une double topologie de L-HBs
(liaison a la capside a gauche, liaison au récepteur a droite). D’aprés (Seitz et al., 2016)
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d. La protéine HBx

La protéine X du VHB (HBX) est une petite protéine non structurale de 154 AA (17 kDa)
codee par le transcrit de 0,7 kb. Nouveauté évolutive apparue chez les Orthohepadnavirus, il
s’agit de la protéine la plus conservée entre les génotypes viraux. La protéine régulatrice HBx
posséde de multiples fonctions d’interaction avec les protéines et exerce un rdle dans la
pathogénése. Rapidement exprimée apres 1’infection, HBx est principalement localisée dans
le noyau des hépatocytes infectés, HBx est constituée de deux domaines. Cette protéine est
nécessaire a I’établissement de 1’infection comme démontré lors d’une infection par le WHV
chez la marmotte (Zoulim et al., 1994).

La protéine X est dite trans-activatrice de la transcription de plusieurs genes cellulaires et
viraux. Elle va favoriser la réplication. HBx joue un réle essentiel dans le maintien de
I’ADNccce dans un état transcriptionnellement actif (Lucifora et al., 2011). C’est également
une oncoprotéine virale. La présence de HBx limitée aux mammiferes coincide avec le fait
que l'infection chronique par le VHB est associée au développement du carcinome
hépatocellulaire (CHC) uniquement chez les mammifeéres tandis que les Avihepadnavirus ne
semblent pas entrainer de CHC chez leurs hotes. L’absence d’une protéine X dans le modéle

du canard ne permet pas 1’étude de cette protéine via ce modéle.
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1.2.3. Génotypes du VHB

Les génotypes du VHB sont définis par une divergence des séquences au niveau
nucléotidique supérieure a 7,5% (Kramvis et al., 2008). Les génotypes sont ensuite classes en
sous-génotypes, sur la base d'une divergence de 4 a 7,5% (Kramvis, 2014). Il existe ainsi neuf
génotypes du VHB, nommés de A a I et plus de 35 sous génotypes, a I’exception des
génotypes E et G. Ces différents génotypes ont une distribution géographique particuliere
(Tableau 1). Chague génotype a des caractéristiques propres (Kramvis, 2014). Les génotypes
D et E présentent respectivement une délétion de 33 et 3 nucléotides au niveau de la région
préS1. Tandis que le génotype G présente une insertion de 36 nucléotides en amont du géne
codant la capside et deux mutations précore empéchant théoriquement toute production
d'’AgHBe. Ce génotype est souvent retrouvé associé a d’autres génotypes du VHB et chez des
personnes vivant avec le VIH. Le génotype H est proche du génotype F. Avant la
classification en génotypes, les virus étaient classés en seérotypes (adr, adw, ayr, ayw).

Certaines  associations  entre  sérotypes et  génotypes  sont  retrouvées.

23



Génotype

(Mode de
transmission .

) . génome
prédominant)
A
(Horizontal) e
B
(périnatal) 3215
C
(périnatal) 3215
D
(Horizontal) 3182
E
(périnatal) 3212
F
(Horizontal) )
G
(Horizontal :
sexuel, 3248
principalement
les HSH)
H 3215
|
(périnatal) 3215
«J» 3182

Taille

Sous-
génotypes

Al

A2

Quasi A3
A4

Bl

B2

Quasi B3
B4

B5

C1

c2

C3

C4

C5
C6-C16
D1

D2

D3

D4

D5

D6

F1-F4

11-12

Sérotype
adw2/ayw2
adw2
aywl
aywl, (adw4)
adw2
adw2
adw2
aywl/adw?2
adw2, (adr)
adr
adr
adr
ayw2/ayw3
adw2
adr, (ayr)
ayw2
ayw3
ayw2/ayw3
ayw2
ayw2/ayw3

ayw2, (ayw4, adw3)
ayw4

adw4, adw2/ayw4

adw2

adw4

adw2, ayw?2

ayw3

Distribution
géographique

Afrique, Asie du sud
Europe, Amérique du
Nord

Afrique, Haiti

Japon

Asie de I’est

Indonésie, Philippines,
Chine

Vietnam, Cambodge
Alaska (Esquimaux)
Asie du sud-est

Asie de I’est

lles du Pacifique
Awustralie (indigenes)
Philippines

Indonésie

Moyen Orient, Asie

Centrale
Europe, Liban

Mondiale

lles du
Arctique

Pacifique,

Inde

Afrique

Afrique de 1’ouest et
centrale

Amérique centrale et du
sud, Alaska indigénes)

France, Etats-Unis

Ameérique centrale

Tableau 1: Caracteristiques et distribution géographique des genotypes du VHB.

Principales
caractéristiques cliniques

Progression vers le CHC chez le
jeune africain

Meilleure réponse a I’IFN

Risque accru de CHC

F1: progression rapide de la
maladie hépatique et du CHC
chez I’enfant

Rarement associé au CHC

Recombinant entre un génotype
C et un génotype inconnu

Une souche unique isolée d’un
Japonais atteint de CHC



1.3.Cycle viral et modeles d’études

1.3.1. Cycle de multiplication virale

a. Entrée virale, libération des nucléocapsides et transport nucléaire

Le cycle viral débute par I’attachement du virion a la surface de sa cellule cible,
I’hépatocyte. Les protéoglycanes héparanes sulfates (HSPG) sont des glycoprotéines
présentes a la surface de nombreuses cellules et dans la matrice extracellulaire (Sarrazin et al.,
2011). Les HSPG sont impliqués dans I’attachement de plusieurs virus, tels les herpes simplex
virus, le virus de la dengue, ou les papillomavirus humains, a leurs cellules cibles. Concernant
le VHB, I’entrée du virus nécessite au préalable une liaison de faible affinité aux HSPG en
particulier glypican 5 au niveau de la membrane cellulaire de I’hépatocyte suivie d’une liaison
de haute affinité avec le récepteur du virus. Glypican 5, récemment identifié par criblage
siARN comme facteur d’entrée préférentiel est fortement exprimé au niveau hépatique et
pourrait en partie expliquer 1’hépatotropisme privilégié du virus (Verrier et al., 2016). La
capacite de liaison aux HSPG, en particulier au niveau hépatique dépendrait de la
conformation du virion comme suggéré récemment (Seitz et al., 2016). La liaison aux HSPG
se fait par des interactions électrostatiques entre les HSPG chargées négativement et deux
résidus chargés positivement (Arg122 et Lys141) dans la région de la boucle antigénique du
domaine S présent dans toutes les protéines d'enveloppe du VHB. La liaison a un récepteur de
faible affinité, tel HSPG, stabilise et concentre le virus a la surface cellulaire et favorise ainsi
la liaison de haute affinité au récepteur, le sodium taurocholate cotransporting polypeptide
(NTCP) (Yan et al., 2012). L’interaction du domaine préS1 de la grande protéine de surface
avec NTCP permet I’entrée virale. La région située entre les acides aminés 2 et 47 dans le
préeS1 est indispensable a la liaison aux hépatocytes.

Le NTCP est clairement nécessaire mais pas suffisant pour une infection efficace.
D’autres facteurs cellulaires de 1’hote semblent importants pour la susceptibilité a 1’infection.
Une ¢étude récente a identifié¢ le récepteur de ’EGF (Epidermal Growth Factor) comme
cofacteur déclenchant I’internalisation du VHB (lwamoto et al., 2019). La machinerie pour
I’endocytose du récepteur de ’EGF coordonne le transport des virus entrants a travers le

réseau endosomal (précoce, tardif et lysosome) (Iwamoto et al., 2020). Ce processus implique



la phosphorylation du récepteur a I’EGF et le recrutement d’adaptateurs comme AP2A1 et
Eps1b5.

La localisation du VHB au niveau de 1’endosome tardif semble ainsi un prérequis pour
une infection productive. Une autre étude a révélé I’importance de la protéine d'adhésion
cellulaire calcium dépendante E-cadhérine dans I'entrée virale en influencant la distribution
du NTCP. La E-cadhérine se lie au NTCP glycosylé et facilite la relocalisation du NTCP au
niveau de la membrane plasmique basolatérale (Hu et al., 2020).

L’internalisation de la particule se fait par endocytose médiée par la clathrine (Herrscher
et al., 2020). Deux mécanismes d’échappement du compartiment endosomal sont proposés
pour cette étape post entrée : la fusion et la translocation. La fusion entre I’enveloppe virale et
une membrane cellulaire est un mécanisme connu pour les virus enveloppés pour libérer la
nucléocapside dans le cytoplasme. Les mécanismes responsables de la fusion endosomale
n‘ont pas encore été clairement identifiés. Le second mécanisme proposé est la translocation a
travers la membrane endosomale, processus médié par le peptide TLM, démasqué dans le
compartiment endosomal. L’étape de fusion entre I’enveloppe virale et une membrane
intracellulaire conduit a la libération des nucléocapsides dans le cytoplasme. La translocation
libére les virions entiers dans le cytosol. Les mécanismes qui conduisent a la libération des
nucléocapsides apres translocation dans le cytosol ne sont pas connus.

Une fois libérée dans le cytosol, la nucléocapside migre alors vers le noyau via les
microtubules (Rabe et al., 2006). LL1, une chaine Iégére de la dynéine est un partenaire des
capsides et est impliquée dans le transport actif des capsides vers les complexes des pores
nucléaires (Osseman et al., 2018). Les nucléocapsides interagissent alors avec les complexes
des pores nucléaires grace a la présence d’un signal de localisation nucléaire situ¢ dans la
région C-terminale de la protéine HBc.

Dans le noyau, I’ADN viral relaché circulaire (ADNrc), partiellement bicaténaire, est
réparé et converti sous forme d’un ADN circulaire clos de fagcon covalente (ADNcce) qui
forme un minichromosome et sert de matrice pour la transcription. In vitro, la formation de
I’ADNccce est détectée des 12 a 16 heures post infection puis augmente avec le temps pour
atteindre un plateau 3 a 5 jours aprés I’infection (Gripon et al., 1993; Tu et al., 2020). Cela
suggere un rdle limité des virions néoformés dans 1’enrichissement du pool d’ADNccc.

L’ADN peut également étre intégré au génome cellulaire. Ce phénomene d’intégration qui
se produit trés précocement apres 1’infection ne participe pas a la réplication du virus mais est
impliqué dans le processus de carcinogenese. L’ADNccc est transcrit par I’ARN polymérase

Il cellulaire en quatre ARN messagers viraux et en ARN prégénomique (ARNpQ).
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Tous les transcrits ont la méme terminaison :

e ARN de 3,5 kb, plus long que le génome viral a 4 fonctions : ARNm pour la protéine
HBc, ARNm pour la protéine HBe, pour la polymérase virale et ARN prégénomique
(ARNpQ) qui sera rétrotranscrit en ADN,

e ARNmMm de 2,4 kb pour la grande protéine d’enveloppe,

e ARNM de 2,1 kb pour la petite et la moyenne protéine d’enveloppe,

e ARNmM 0,7 kb pour la protéine HBXx.

L’interaction de protéines comme la GAPDH avec la séquence PRE (Post transcriptional
Regulation Element), qui a une conformation en épingle a cheveux, permet 1’export des
ARNmM viraux du noyau vers le cytoplasme. Ces transcrits sont traduits en protéines dans le
cytoplasme.

b. Maturation de la capside, enveloppement et sécrétion

Le processus de maturation de la capside implique 1’encapsidation de 1I’ARNpg
nouvellement synthétisé¢ et I’étape de transcription inverse de I’ARNpg pour former un
intermédiaire ADN, suivi de la synthése de I’ADN partiellement double brin. L’encapsidation
de I’ARNpg est un processus sélectif qui dépend d’interactions spécifiques entre les protéines
et ’ARNpg. Elle fait intervenir une structure en épingle a cheveux présente du coté N-
terminal de I’ARNpg, appelée signal d’encapsidation ou epsilon (¢) (Junker-Niepmann et al.,
1990). La transcription inverse a ensuite lieu au sein des nucléocapsides néoformées. La
transcription inverse va donner naissance a une nouvelle molécule d’ADNrc. Elle nécessite
l'activité du domaine CTD d’HBc a plusieurs étapes (Zlotnick et al., 2015). La capside n’est
pas un contenant inerte mais a un réle important pour la transcription inverse.

L’état de maturation de la capside influe sur I’enveloppement des particules. Les capsides
immatures contenant I’ARNpg ou de I’ADN simple brin sont retrouvées au sein des cellules
tandis que les nucléocapsides matures renfermant I’ADNrc sont observées au niveau des
particules secrétées (Gerelsaikhan et al., 1996). L’état de maturité des capsides est reflété par
le statut de phosphorylation de la protéine HBc. L hypophosphorylation de la protéine de

capside favorise 1’encapsidation de I’ARNpg et de la polymérase. A I’inverse, une
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hyperphosphorylation est néfaste pour cette étape. La phosphorylation des nucléocapsides est
nécessaire pour 1’encapsidation de I’ARN et la synthése d’ADN par les capsides immatures.

La déphosphorylation des capsides matures pourrait favoriser 1’enveloppement et la
sécretion (Perlman et al., 2005). La phosphorylation de sites dans le domaine CTD de la
protéine HBc conduit a réduire 1’encapsidation d’ARN non spécifique de manicre efficace
(Heger-Stevic et al., 2018).

Les nucléocapsides matures ont trois destinés possibles. Soit elles sont sécrétées au niveau
extracellulaire comme des capsides non enveloppées, soit elles sont désassemblées pour
libérer ’ADNrc qui va rejoindre le noyau et amplifier ainsi le pool d’ADNccc ou étre
sécrétées sous forme de particules completes enveloppées. Les protéines d’enveloppe sont
essentielles a I’enveloppement de la capside, a I’exception de la protéine M-HBs.

Le bourgeonnement et la libération des particules virales infectieuses dépendent de
vesicules intraluminales dans les endosomes tardifs, aussi appelés corps multivésiculaires
(MVB ; multivesicular bodies) et du systeme ESCRT (Jiang and Hildt, 2020). Le
bourgeonnement est souvent intimement lié a I'assemblage. La plupart des virus utilisent des
motifs peptidiques courts appelés domaines d’assemblage tardifs. La libération des particules
virales par la voie ESCRT est médiée par la protéine cellulaire a-taxiline, qui comporte un
motif YXXL (Hoffmann et al., 2013). Ainsi, I’a-taxiline, se lie au domaine N-terminal des L-
HBs et recrute via son domaine tardif la sous-unit¢ TSG101 d’ESCRT-I. Ceci pallie au
manqgue de domaine tardif de la protéine L-HBs, nécessaire pour recruter les composants de la
voie ESCRT.
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1.3.2. Modéeles d’étude

Il existe différents modeles d’étude in vitro et in vivo du VHB donc les
caractéristiques, les avantages, inconvénients et applications potentielles sont présentés dans

le tableau 2.

1.3.2.1. Modeles de culture cellulaire

Les mod¢les d’infection in vitro comprennent les hépatocytes humains primaires
(HHP), les cellules HepaRG, les lignées d’hépatomes (HepG2, Huh7) parfois génétiquement
modifiés et intégrant le génome du VHB (HepG2.2.15, HepAd38). La lignée HepaRG est
issue d’une tumeur hépatique d’une femme infectée par le VHC. Ces cellules possédent une
morphologie et des fonctions similaires aux hépatocytes humains normaux, et sont aussi
permissives au VHB (Gripon et al., 2002). Suite a la description du NTCP, récepteur principal
du virus les systemes basés sur des lignées d'hépatomes humains se sont enrichis de lignées
exprimant le récepteur NTCP (Allweiss and Dandri, 2016). La principale limite des systémes
reposant sur des lignées d'hépatomes surexprimant NTCP provient du fond génétique anormal
de la cellule utilisée. La culture d’HHP reste 1a référence. La culture en deux dimensions (2D)
de ces cellules est limitée par [’approvisionnement, la variabilité interindividuelle des
hépatocytes, une dédifférenciation et une dépolarisation des cellules, rendant ces cellules
infectables pendant un court laps de temps et nécessitant une dose infectante importante
associee le plus souvent a du PEG, voire du DMSO (Gripon et al., 1988). Le recours a des
systtmes de culture cellulaire tridimensionnels (3D) d’HHP pourrait constituer une
perspective intéressante comme le démontre une étude récente (Ortega-Prieto et al., 2018).
Dans ce systeme reposant sur de la microfluidique et autorisant un maintien a long terme des
hépatocytes primaires avec des propriétés physiologiques conservées, les auteurs démontrent
la possibilité d'infecter les cellules avec une faible dose de virus et de maintenir cette
production virale sur environ 3 semaines. La reproduction d'un cycle viral complet au sein de
ces cellules et la genése de ’ADNccc offrent la possibilité d'étudier finement les différentes
¢tapes de réplication virale et de clarifier au moyen d’un modele physiologique de nombreux

points restés obscurs.
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1.3.2.2. Modeles animaux de I’infection VHB

En ce qui concerne les modeles animaux, le modéle du chimpanzé était la référence car
c’était le seul animal immunocompétent naturellement susceptible a I’infection par le VHB
humain (Maynard et al., 1972). Les chimpanzés développent des formes aigués et chroniques
de I’infection, une hépatite et une réponse immune cellulaire comparables a celles observées
chez les patients (Wieland, 2015). Bien que ce modéle soit celui qui mime le mieux 1’histoire
naturelle de I’infection, son utilisation est dorénavant interdite depuis 2013 pour des raisons
¢thiques. Un modéle d’infection par le VHB chez les primates non humains comme le
macaque rhésus pourrait constituer une alternative intéressante. Le strict tropisme d’espéce est
en partie d0 a la variabilité de la séquence en acides aminés codant le NTCP. Les séquences
sont identiques chez I’homme et le chimpanzé mais différent de celle du macaque. Un modéle
développé en 2017 faisant exprimer le NTCP humain aux macaques, les rendant ainsi
permissif a I’infection, a récemment été optimisé pour augmenter la réplication virale, la
durée de I’infection par le VHB, I’expression de tous les marqueurs utiles au suivi des patients
(Burwitz et al., 2017; Wettengel and Burwitz, 2020).

Le tupaya de Belanger (Tupaia belangeri), petit mammifére d’Asie ressemblant a un
écureuil, est le seul animal non primate permissif a ’infection par le VHB malgré quelques
différences d’acides aminés au niveau des régions fonctionnelles du NTCP. L’infection des
adultes entraine une infection modérée et transitoire tandis que 1’infection de nouveau nés
induit une infection chronique, le développement d’une fibrose et de carcinomes
hépatocellulaires. Néanmoins, les difficultés expérimentales et la faible efficacité de
I’infection in vivo n’en font pas un mode¢le de choix (Allweiss and Dandri, 2016).

Le modele souris (Mus musculus) est un modéle souvent utilisé et bien étudié en
recherche avec une reproduction rapide et une immunité bien caractérisée. De nombreux
modeles de souris transgéniques ou humanisées, parfois complexes, ont été développés. Les
souris avec des foies humanisés sont immunodéprimées pour supporter I’allogreffe. Ainsi les
réponses immunes vis-a-vis du VHB ne peuvent pas étre étudiées. Des modeles de souris
doublement greffées a la fois avec un foie et un systeme immunitaire humanisés permettent

I’étude des réponses immuno-médiées suite a I’infection par le VHB.
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Modele Caractéristiques Application(s) pour I’objectif Avantage Inconvénient Infection ADNccc
de « guérison » du VHB
In vitro
Hépatocytes humains | Hépatocytes isolés (frais ou | Antiviraux, pharmacologie, | Cible naturelle, cycle complet | Disponibilité, variabilité, | Oui Oui
primaires (HHP) congelés) réponse immune innée dédifférenciation,
dépolarisation/perte de
fonctions, MOI élevée
Hépatocytes Différentiation de cellules | Antiviraux, réponse immune | Source alternative | Différentiation complexe, non | Oui Oui
différenciés a partir | souches embryonnaires ou | innée d’hépatocyte, reproductible, | identigue aux HHP, MOI
de cellules souches pluripotentes cycle complet élevée
dHepaRG Lignée différenciée | Antiviraux, réponse immune | Source alternative | Différentiation complexe, | Oui Oui
bipotente innée d’hépatocyte, cycle complet Faible infectivité, MOI élevée,
Transfection de | Transfection transitoire de | Antiviraux, réplication Disponible,  Analyse  de | Cellules transformées, pas | Non Oui
lignées cellulaires | plasmides contenant le I’ADNccc d’entrée
d’hépatomes génome ou un ADNccc
recombinant
Infection de lignées | lignées cellulaires | Antiviraux Disponible, cycle complet Cellules transformées, MOI | Oui Oui
cellulaires d’hépatomes exprimant élevée
d’hépatomes NTCP  humain (HepG2,
Huh7)
In vivo
Modele souris basé | Transduction du génome du | Antiviraux, Hote immunocompétent, | Immunité de la souris, risque | Non En cours
sur un vecteur AAV | VHB par un vecteur AAV immunomodulateurs, production virale persistante | de réponse contre le vecteur
vaccination viral
Modele basé sur | injection hydrodynamique | Antiviraux, immunomodulateurs | Hote immunocompétent, | Immunité de la souris, | Non Oui
I’ADNcce d’ADNcce recombinant ou production virale persistante injection induit une
recombinant plasmide via un vecteur inflammation hépatique
AAV
Modele souris basé | Injection de grands volumes | Antiviraux Hote immunocompétent, | Immunité de la souris, | Non Non
sur injection | contenant un plasmide VHB clairance du VHB injection induit une
hydrodynamique dans la veine caudale inflammation hépatique
Souris avec foie | Apport d’HHC chez des | Antiviraux, immunité innée Cycle complet Pas de réponse adaptative, | Oui Oui
humanisé souris immunodéprimées techniquement complexe,
besoin d’HHP,
Souris avec foie et | Apport d’HHC et de CSH | Antiviraux, immunité innée et | Cycle complet, réponses | Systéme chimérique, | Oui Oui
systétme immunitaire | chez des souris | adaptative, immunomodulateurs, | innées et adaptatives techniquement complexe,
humanisé immunodéprimées vaccination faible débit, besoin de CSH et
d’HHP,
Macaque Infection apres expression | Antiviraux et | Primate non humain, | Modéle préliminaire Oui Oui
du NTCP humain immunomodulateurs immunocompétent

Tableau 2 : Modg¢les d’étude in vitro et in vivo du VHB.
Adapté de (Allweiss and Strick-Marchand, 2020)




1.4.Les différentes particules virales

1.4.1. Les particules virales complétes

Les particules virales complétes (particules de Dane; virions; VP) sont des particules
infectieuses de petite taille (42 nm de diametre). Elles possedent une enveloppe virale
constituée d’une bicouche lipidique issue de la membrane cellulaire dans laquelle sont
enchassées les trois protéines d’enveloppe : S, M, L-HBs. La composition lipidique exacte de
I’enveloppe des VP n’est pas connue a ce jour. La répartition des protéines d’enveloppe dans
un virion en L, M et S-HBs est de 1:1:4 respectivement (Heermann et al., 1984).
L’enveloppe renferme une capside icosaédrique composée de protéines HBc qui protégent le
génome viral (Figure 6). Les virions sont majoritairement constitués de capsides de grande
taille (T=4 ; 120 diméres ; 35 nm de diameétre ; 90%). On ne sait pas si les virions composés
de petites capsides (T=3; 90 dimeéres; 32 nm de diamétre ; 10%) sont infectieux ou s'ils
représentent simplement les produits d’un assemblage aberrant. La capside contient et protége
le génome viral lié & la polymérase virale. Excepté la protéine M, les protéines d’enveloppe S
et L-HBs sont nécessaires a 1’enveloppement de la nucléocapside (Fernholz et al., 1991). In
Vvivo, I’assemblage des protéines HBc pour former la capside s’effectue de fagon coordonnée a

I’encapsidation de I’ARN prégénomique (ARNpg) et de la polymérase virale.

Les virions se présenteraient sous 2 conformations, I’une non infectieuse et I’autre
infectieuse. L’acquisition du caractére infectieux serait le fruit d’une maturation lente (Seitz et
al., 2016). Des particules de type N (HSPG-non-binding) ne pouvant pas se lier aux
protéoglycanes a héparane sulfate (HSPG) seraient libérées sous une forme inactive ou la
partie préS serait du coté cytosolique. La capacité de liaison au récepteur de ces particules
serait acquise par la translocation de la région PréS vers la surface de 1’enveloppe. La
conversion des particules de type N en particules de type B (HSPG-binding) capable de se lier
aux HSPG a lieu spontanément et rend les virions infectieux. Ce changement de topologie
dynamique est un moyen économique pour le virus d’éviter I’attachement inutile a des sites
extra-hépatiques.

Les VP sont connues pour inhiber les réponses innées de I'nGte lors des interactions
virions/cellules au niveau des hépatocytes ce qui conduit a une diminution de I’expression des

cytokines antivirales (Luangsay et al., 2015).
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Particule virale
(VP)
Ou Virion

ADN viral relaché circulaire
(ADNrc)

Polymérase Capside (HBc)

(P)

OE \Voyenne (M)

Protéine d’enveloppe
(HBs)

42 nm

Figure 6: Structure du virus de I'hépatite B
D’aprés (Flint et al., 2015)

Une autre forme mineure de virions peut étre sécrétée. Il s’agit de virions contenant
I’ADN non pas sous forme relachée circulaire mais sous forme d’ADN double brin linéaire.
Cette forme de génome constitue 5 a 10% des virions. Comme pour les virions contenant de
I’ADNre, les virions contenant I’ADN double brin linéaire sont soit enveloppés ou soit

recyclés vers le noyau.
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1.4.2. Les particules sous-virales

Les protéines de surface du VHB (HBs) ne sont pas seulement les composants de
I’enveloppe des particules virales complétes infectieuses mais sont aussi présentes sous
formes de particules sous-virales (SVP ; subviral particles) ce qui constitue une particularité
du VHB.

La production en large abondance de ces particules non infectieuses, sans génome ni
nucléocapside, a grandement facilité la découverte du virus avant méme la caractérisation de
son matériel génétique. Les SVP se présentent sous forme de sphéres (20-22 nm de diametre)
ou de filaments (100 nm de long pour le méme diametre).

Les SVP sphériques sont majoritairement constituées de petites protéines d’enveloppe
S-HBs (90%) et de protéines M et L (10% de chaque). Les SVP sont aussi constituées de
lipides, en majorité phosphatidylcholine (~60%), ester de cholestéryl (~14%), cholestérol
(~15%) et triglycérides (~3%) (Gavilanes et al., 1982). Les lipides représentent seulement
25% du poids des SVP ce qui suggere que leur organisation au sein des SVP différe du
schéma d’une bicouche lipidique classique (Bruss, 2007). La surexpression de S-HBs dans
des cellules eucaryotes permet la sécrétion de spheres similaires a celles observées dans le
sérum des patients (Laub et al., 1983). La protéine S-HBs peut également étre produite a
partir de levures. Cependant, les sphéres issues de ces deux systemes ne sont pas comparables
d’un point de vue de la glycosylation et des ponts disulfures (Diminsky et al., 1997). Les
protéines S-HBs ont le pouvoir de s’auto assembler et suffisent pour le transport
intracellulaire et leur sécrétion. Ainsi, les données concernant 1’assemblage et la sécrétion des
sphéres sont basées sur des lignées cellulaires de mammifere transfectées avec S-HBs. Au
niveau extracellulaire, les sphéres issues de ces systemes recombinants ont une forme
octaédrique (Gilbert et al., 2005) contrairement aux sphéres circulantes chez les patients qui
ont une forme irréguliere sans symétrie globale et présentent des protrusions comme montré
récemment en cryo-microscopie électronique (cryo-ME) (Cao et al., 2019). L’assemblage des
protéines HBs en spheres a lieu au niveau du reticulum endoplasmique (RE). Les dimeéres
transmembranaires s'auto assemblent initialement sous une forme filamenteuse dans I’espace
périnucléaire au niveau du RE. Ces filaments sont regroupés et transportés par des vésicules
dérivées du RE vers le compartiment intermédiaire RE-Golgi (ERGIC), ou ils sont libérés et
convertis en spheres (Patient et al., 2009). Les spheres sont transportées par la voie de la
sécrétion constitutive, traversant ainsi le complexe de Golgi. Certains acides aminés de S-HBs

sont critiques pour 1I’assemblage et 1’export des spheres.
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Des mutations ou des délétions dans le domaine N-terminal de S-HBs sont déléteres
pour I’assemblage ou la sécrétion des SVP (Prange et al., 1992) alors que I’insertion de
séquences est supportée (Lambert et al., 2004).

Les SVP filamenteuses sont caractérisées par une proportion plus importante de
protéines L-HBs que les sphéres. On estime que les filaments sont constitués, comme les
virions, par un ratio 1 :1:4 en protéines L, M et S-HBs (Heermann et al., 1984). La forme
filament et I'efficacité de leur libération dépendent des quantités relatives des petites et des
grandes protéines d’enveloppe. Une faible concentration de protéines L-HBs entraine la
production et la sécrétion de spheres contenant des L-HBs, tandis qu'une concentration plus
élevée conduit a la formation de filaments (Molnar-Kimber et al., 1988). La faible sécrétion
des protéines L-HBs peut s’expliquer par la forme filamenteuse des particules (Roingeard and
Sureau, 1998). L’accumulation intracellulaire de protéines L-HBs, sous forme de particules
filamenteuses, entraine un effet cytopathique direct et pourrait causer une régenération
hépatique et étre associée au développement du CHC, comme observé dans un modéle souris
(Chisari et al., 1989, 1987). Les hépatocytes ont alors un aspect caractéristique dit en verre
dépoli. Cette accumulation intracellulaire est surtout observée aux phases tardives de
I’infection et s’accompagne d’une circulation plus faible de I’AgHBs. Les SVP filamenteuses,
comme les virions, entrent dans les corps multivésiculaires (MVB). Le blocage de la
biogénése ou I’inhibition de I’alpha taxiline inhibe la sécrétion des filaments. Les filaments
comme les particules de Dane sont sécrétés par la voie ESCRT/MVB (Jiang et al., 2015).

La signification d’une telle production de SVP, parfois jusqu’a 100 000 fois plus que
les virions, reste mal connue. Les SVP sont supposées jouer un réle dans 1’évolution vers la
chronicité de I’infection. Elles agiraient comme un leurre pour le systéme immunitaire en
bloquant les anticorps anti-HBs destinés a neutraliser les virions (Rydell et al., 2017). Par un
phénomene de saturation du systeme immunitaire, les SVP conduiraient a son épuisement vis-

a-vis du virus.
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1.4.3. Les particules défectives (dVHB)

Plusieurs équipes ont mis en évidence dans le sérum ou dans les surnageants de culture la
présence de particules défectives du VHB (dVHB). Ces particules détectées chez les patients
chroniquement infectés (Preiss et al., 2008; Soussan et al., 2008) contiennent un ADN défectif
formé par rétrotranscription a partir des ARN épissés du VHB (Glnther et al., 1997; Terré et
al., 1991). En effet, la présence de € a I'extrémité 5' des ARN épissés permet 1’encapsidation
de ces ARN, leur transcription inverse et la sécrétion sous forme de particules défectives. La
proportion de dVHB semble plus élevée chez les patients atteints d'une maladie hépatique
sévére (Redelsperger et al., 2012).

1.4.4. Les particules nouvellement décrites

D’autres particules ont été décrites in vitro ou in vivo en plus des virions et des
particules sous-virales et rendent plus complexe la compréhension de la morphogenése du
VHB. Un regroupement possible de ces nouvelles formes en deux grandes entités est proposé
ici. Nous aborderons dans un premier temps les particules sans génome puis les particules

contenant de I’ARN dans un second temps.

1.4.4.1. Les particules sans génome

a. Capsides enveloppées sans génome ou virions vides (VV ou EV : empty virions)

Les virions vides (VV) ou capsides enveloppées sans génome ont la méme
morphologie que les virions infectieux a la différence prés que la capside ne renferme pas
d’acides nucléiques. Bien que récemment décrites, a posteriori, ce type de particules avait
probablement été observé il y a plusieurs dizaines d’années a partir de plasma humain. En
effet, il avait été décrit deux populations de particules circulant dans le sang des patients avec
des densités différentes, 1,19 et 1,25 g/ml en chlorure de césium (Gerin et al., 1975; Kaplan et
al., 1976). Les particules dites 1égéres étaient constituées d’une enveloppe et des protéines de
capside mais la polymérase ne présentait pas ou peu d’activité enzymatique. En microscopie

¢lectronique, ces particules apparaissent vides et donc dépourvues d’ADN.
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Alors que ces premiers rapports laissent entrevoir la présence de virions vides (VV),
ce type de particules pouvait également étre le fruit de virions défectuecux d’ou le génome se
serait échappé. Trente ans plus tard, Kimura et al. suggérent que les virions vides pourraient
en fait contenir une protéine précore de 22 kDa (p22cr) au lieu de la protéine core qui
constitue normalement les capsides (Kimura et al., 2005). La p22cr contiendrait le peptide
signal mais ne posséderait pas le domaine riche en arginine, impliqué dans la liaison a
I’ARNpg et au génome. Cette hypothese n’a par la suite pas été confirmée par les auteurs ou
une autre équipe. L’année suivante, une autre équipe a rapporté la sécrétion de virions vides
en petites quantités, a partir de cultures de cellules Huh7 transfectées pour exprimer les
protéines HBc et HBs sans ARNpg. Cette observation remet en question le dogme qui dit que
I’enveloppement et la sécrétion des particules requiérent que I’ARNpg soit rétrotranscrit
(Schormann et al., 2006). Des virions vides sans genome sont également sécrétés en large
exces par rapport aux virions infectieux dans le sérum de 4 chimpanzés infectés. Les virions
vides représentaient 97,8-99,7% des virions sécrétés (Ning et al., 2011). Les expériences
menées en présence de mutants incapables d’empaqueter I’ARNpg ou de synthétiser I’ADN
montrent que la sécrétion de VV est totalement indépendante de ces étapes du cycle.
Contrairement aux travaux de Kimura et al., ces virions vides sont constitués de protéines de
capsides. Les auteurs proposent un "signal de blocage™ qui est induit dans les nucléocapsides
immatures, et qui empéche activement leur enveloppement. Les capsides vides, étant
dépourvues d’acide nucléique, n'ont pas ce signal négatif et peuvent donc, par défaut, étre
enveloppées et sécrétées sous forme de VV. Selon ce modele, I'exigence apparente d’ADNrc
pour I'enveloppement des nucléocapsides matures et la sécrétion de virions contenant de
I'ADN ne serait pas due nécessairement a la présence d'’ADN, comme le prévoit le modele
classique du signal de maturation. Structurellement, les capsides vides, comme les
nucléocapsides matures, sont moins stables que les nucléocapsides immatures. Cette propriété
commune pourrait faciliter leur reconnaissance et leur sélection par les protéines d'enveloppe
pour la formation de virions vides ou infectieux. Le modéle de sécrétion des virions vides et
des virions complets qui impliquerait deux signaux distincts a récemment été mis a jour
(Figure 7) (Ning et al., 2018). Les virions vides présentent un signal positif constitutif (signal
de sécrétion 1) qui induit leur enveloppement, lequel est médié par des interactions avec la
protéine S. Un autre signal positif distinct du signal 1, appelé signal de secrétion II, emerge au
niveau des nucléocapsides matures contenant I’ADNrc pour faciliter la sécrétion des virions

complets. Un signal de blocage empéche 1’enveloppement des nucléocapsides immatures.
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La sécrétion extracellulaire de virions vides nécessite I'assemblage de capsides vides a
I'intérieur des cellules. En effet, les capsides vides sont assemblées a des niveaux élevés dans
les cellules humaines en culture, dans les cellules d'insectes, et probablement aussi dans le
foie des patients infectés par le VHB. La protéine HBc normale est détectée dans les virions
vides de surnageant de culture cellulaire et de sérum humain via des anticorps spécifiques du
domaine C-terminal, ce qui prouve que les VV contiennent la totalité du domaine C-terminal
(Ning et al., 2017). Ainsi, la p22cr a P’extrémité C-terminale tronquée n'est a priori pas
nécessaire pour la sécrétion de virions vides. Les concentrations de ces virions vides sont au
moins 100 fois plus élevées que les particules de Dane dans le sérum de patients infectés,
évoluent peu sous traitement antiviral mais peuvent diminuer chez certains patients

répondeurs au traitement (Luckenbaugh et al., 2015a).
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Figure 7 : Modéle proposé pour la sécrétion des virions vides ou des virions complets
impliguant deux signaux distincts.

L’ hexagone représente la capside. Le cercle externe représente la membrane virale avec
les domaines S, M et L. Les signaux de sécrétion | (fleche verte) ou Il (fleche bleue)
sont proposés a la surface des capsides vides ou des nucléocapsides matures pour
interagir avec les protéines S ou L, respectivement. Entre parentheses figurent le signal
Il et la protéine L qui stimule la formation de virions vides mais ne sont pas essentiels
a leur formation. Les nucléocapsides immatures affichent un signal de blocage qui
régule négativement I’enveloppement des nucléocapsides et la formation de virions. Les
fleches vertes en pointillés symbolisent le signal de sécrétion | séquestré ou supprimé.
La perte du signal de blocage dans les nucléocapsides se traduit sur le schéma par un
changement de couleur de la capside (de rouge a vert). L-i fait référence a 1’une des 2
topologies de L-HBs ou le domaine préS est interne, au niveau cytosolique et peut
interagir avec la capside. 100X indique que les virions vides seraient 100 fois plus
nombreux que les virions complets. D’aprés (Ning et al., 2018)
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b. Capsides nues sans génome

Les capsides nues sans genome mesurent approximativement 28 nm de diameétre.
Initialement observées dans des lignées cellulaires hépatiques répliquant le VHB, les capsides
nues sans génome semblent absentes ou présentes en tres faibles quantités dans le sang de
patients ou de chimpanzés infectés. La faible détection de cette forme virale in vivo pourrait
s’expliquer par la clairance trés rapide de ces particules nues trés immunogénes par les
anticorps anti-HBc circulant chez les patients infectés. La sécrétion de ces particules par un
mécanisme non lytique implique la protéine Rab33B et la protéine Alix (ALG-2 interacting
protéin X) indépendamment de la machinerie ESCRT (Bardens et al., 2011; Déring and
Prange, 2015). Une autre équipe a montré que la libération de capsides nues pouvait étre

favorisée spécifiquement par HGS du complexe ESCRT-0 (Chou et al., 2015).

39



1.4.4.2. Les particules contenant de I’ARN

Le génome des particules virales complétes infectieuses du VHB est un ADN circulaire
partiellement double brin obtenu aprés rétrotranscription d’un ARNpg. Cependant, la
circulation de différentes especes d’ARN du VHB est décrite. Dans cette partie seront
développées les espéces décrites d’ARN-VHB ainsi que la nature des particules qui
contiennent ces ARN-VHB.

a. Les espéces d’ARN circulants

Comme abordé précédemment, plusieurs ARN sont transcrits au cours du cycle de
réplication. La circulation de certains de ces ARN du VHB a été mise en évidence. Les
séquences d’ARN-VHB détectés dans le sérum des patients semblent principalement étre de
I’ARNpg (Liu et al., 2019). Cependant d’autres espeéces d’ARN circulants ont été décrites. Au
moins 17 transcrits épissés de I’ARNpg et 4 transcrits épissés de préS2/S ont été identifiées au
niveau du foie, dans le sérum ou des cellules transfectées. Ces ARN épissés conservent leurs
extrémités 5° et 3> (Lam et al., 2017). Leur détection dans le sérum des patients semblent
associer a une moins bonne réponse a un traitement par interféron a (Chen et al., 2015). Les

principales especes d’ARN épissés décrites sont représentées dans la figure 8.

Les ARN HBx de 0,7 kb ont été mis en évidence dans le sérum par Niu et al. (Niu et al.,
2017) et leur détection dans la circulation sanguine a de nouveau été récemment rapportée
(Stadelmayer et al., 2020).

Les ARN tronqués ont été décrits pour la premiere fois par Hilger et al. a partir d’un
carcinome hepatocellulaire et sont la conséquence de I’existence d’un site cryptique de
polyadénylation au sein de I’ORF HBx (Hilger et al., 1991). Les ARNTtr seraient transcrits a
partir de séquences virales intégrées. Ces ARNtr peuvent également étre détectés dans le
sérum de patients (Su et al., 2001; van Bommel et al., 2015).

La circulation des ARN de 2,4 et 2,1 kb n’a pas été rapportée dans la littérature a ce jour.

Une association entre le niveau d’ARN du VHB circulant et la cytolyse hépatique a été
rapportée in vivo ce qui suggere que les ARN-VHB circulants sont au moins partiellement

issus de la lyse de cellules infectées (Bai et al., 2018; van Campenhout et al., 2018).
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Les ARN du VHB seériques seraient donc probablement un mélange d’ARNpg intact, de
variants épissés et de formes sans polyA. La composition hétérogéne de ces especes d’ARN-
VHB circulantes mise en évidence peut varier selon les phases de I’infection, les traitements

antiviraux et surtout de la méthode de détection utilisée.
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Figure 8 : Espéces d’ARN dérivées de 1’épissage alternatif de I’ARN.

Les exons codant sont représentés par les encadrés colorés. Les exons non codants sont
représentés par les encadrés grisés. Les lignes pointillées indiquent les introns pour
chaque espece d'ARN. Les positions des sites d'épissage cartographiés sont numérotées
par les positions en nucléotides dans le génome du VHB. Espéces A-M. HBSP
(Hepatitis B Spliced Protein); HBDSP (Hepatitis B Doubly Spliced Protein); PSFP
(Polymerase-Surface Fusion Protein) (Ajiro and Zheng, 2014)
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b. Particules virales contenant de ’ARN

Les ARN circulants détectés seraient en partie contenus dans des particules virales
enveloppées, analogues aux virions, comme le suggérent les données générées par une
séparation des particules en gradient de densité. En effet, ’ARN est retrouvé dans les mémes
fractions que I’ADN et la protéine de capside (Prakash et al., 2018; Rokuhara et al., 2006;
Wang et al., 2016). D’autres expériences menées in vitro sont aussi en faveur de la présence

d’ARNpg contenus dans des capsides enveloppées (Jansen et al., 2016).

c. Capsides nues contenant de ’ARN ou de ’ADN simple brin

Selon Bai et al., dans les surnageants de culture, les ARN du VHB extracellulaires, de
longueurs hétérogenes, seraient contenus majoritairement dans des capsides nues (non
enveloppées) en plus des particules enveloppées a ARN. Chez les patients, ces ARN-VHB
circuleraient au niveau plasmatique dans des capsides non enveloppées sous forme de gros
immuns complexes, appelées CACs (capsid-antibody complexes) en plus des particules a
ARN enveloppées (Bai et al., 2018). Cette détection de capsides nues contenant de I’ARN ou
de I’ADN simple brin in vivo est en accord avec des données plus anciennes générées in vitro
(Ning et al.,, 2011). L’ARNpg contenu dans ces capsides nues serait sécrété par la voie
ESCRT (Chou et al., 2015). Habituellement, le domaine CTD de la protéine core est
hautement phosphorylé ce qui limite ’empaquetage d’ARN non spécifique. Néanmoins, dans
certaines conditions, le CTD peut se retrouver dans un état hypophosphorylé ce qui
expliquerait la présence d’ARN non spécifiques dans ces capsides (Ludgate et al., 2016; Zhao
etal., 2018).

d. ARN:S libres circulant ou au sein d’exosomes

La part d’ARN circulant via les exosomes semble mineure, si elle existe et serait restreinte
a certains ARN subgénomiques. En effet, aucune diminution du taux d’ARNpg n’a été
observée par Wang et al. aprés inhibition de la sécrétion des exosomes (Wang et al., 2016). La
détection d’ARN tronqués a été rapportée, en I’absence de tout autre marqueur viral, et est

probablement liée au relargage par des vésicules lors de la lyse des hépatocytes infectés.
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En conclusion, si la présence d’ARN du VHB chez certains patients infectés ne fait plus
débat, des questions subsistent, que ce soit sur la composition exacte de(s) espéce(s) d’ARN
circulante(s), la nature des particules qui la (les) contienne(nt) (particules enveloppées,
capsides nues, associées aux exosomes,...) ou encore leur fonction (Charre et al., 2019). Le
mécanisme de sortie est-il différent entre les particules contenant I'ARN et celles contenant
I'ADN ? L’ARNpg de 3,5 kb apparait comme 1’espéce d’ARN circulante la plus abondante.
La source principale des ARN du VHB circulant semble étre I’ADNcce mais la production a
partir de séquences intégrées est possible. Cette diversit¢ d’ARN du VHB circulant est
susceptible de varier en fonction des différentes phases de I’infection. Des études

fondamentales sont nécessaires pour répondre a ces questions.

Les formes virales nouvellement décrites par différentes études dans les plasmas de
patients sont résumées dans le tableau 3. Les travaux menés a partir de plasma sont peu

nombreux et nécessitent d’étre renforcés par des études complémentaires.

Caractéristiques des

patients Littérature

Formes virales nouvellement décrites

Gradients pour :

. ) N = 3 (Jansen) (Jansen et al., 2016;
Particules enveloppées N=1 (Prakash) Prakash et al., 2018;
contenant de ’ARN _ Rokuhara et al., 2006)

N=1 (Rokuhara)

Capsides non enveloppées

(ARN ou ADN simple brin)
circulant  sous  forme
d’immuns complexes
(CACs)

Population asiatique
N=45

ADN-VHB > 10" Ul/ml
Majorité AgHBe positif

(Bai et al., 2018)

Capsides enveloppées
ou virions vides (VV)

N=21

AgHBe + 16 / AgHBe — 5
Génotypes A - D

~ 10" vV/ml > VP

(Luckenbaugh et

2015a)

al.,

Capsides nues sans génome

Non décrites

Tableau 3 : Nouvelles formes du VHB circulantes déecrites chez les patients.
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2. INFECTION CHRONIQUE PAR LE VHB

2.1.Epidémiologie

Le VHB est un virus résistant dans le milieu extérieur malgré son caractére enveloppé.
Les sujets AgHBs positif sont le réservoir du virus. Le VHB est présent dans différents
liquides biologiques (sang, sécrétions génitales, salive, lait maternel, sueur...) a des
concentrations importantes en phase aigué et lors des phases chroniques avec AgHBe positif.

La transmission est interhumaine horizontale ou verticale. La transmission mere-
enfant est prépondérante au niveau mondial et participe de maniére importante a la diffusion
du virus dans les régions de forte prévalence. Cette transmission a lieu principalement au
moment de I’accouchement et est facilitée en présence de I’AgHBe et d’une forte réplication
virale chez la mére. La transmission peut également avoir lieu par exposition au sang, par

transmission sexuelle, ou via I’entourage.

L’hépatite B est une maladie infectieuse qui pose un probléme de santé publique majeur.
Le nombre de porteurs chroniques du VHB est estimé & 257 millions. La prévalence de
I’AgHBs différe selon les régions du globe. Elle est particulierement élevée en Afrique et en
Asie du sud-est, faible en Europe du nord et aux Etats-Unis (Razavi-Shearer et al., 2018). Le
VHB est la cause de prés de 900 000 déces par an dans le monde. Prés de 2,7 millions de
porteurs du VHB sont coinfectés par le VIH, en particulier en Afrique subsaharienne (Platt et
al., 2019). Cela s’explique par des modes de transmission communs a ces deux virus.
Le VHB est un agent classé dans le groupe 1, cancérogéne pour I’Homme, selon la
classification de I'TARC (International Agency for Research on Cancer). Les programmes
vaccinaux ont transformé 1’épidémiologie mondiale. Mais les cancers du foie restent un lourd
fardeau au niveau mondial avec prés de 360 000 cas attribuables au VHB sur 2,2 millions de
nouveaux cancers attribués a une infection en 2018 (de Martel et al., 2020). Le VHB est la
cause la plus fréquente de CHC dans le monde. Dans les zones endémiques, le CHC survient

a un age jeune.
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2.2.Physiopathologie et clinique de ’infection chronique

2.2.1. Histoire naturelle

Apres une période d’incubation d’environ 10 semaines, 1’hépatite B aigué passe le
plus souvent inapercue devant le caractere asymptomatique fréquent (Figure 9) ou se
manifeste par un ictere chez 20% des adultes infectés. Une hépatite fulminante est observée
dans 0,1% des cas d’hépatites aigu€s et peut conduire a une transplantation hépatique en
urgence. L’infection chronique est définie par la persistance de I’AgHBs plus de 6 mois apres
la phase aigué.

L’histoire naturelle de I’infection chronique par le VHB varie en fonction du génotype
viral, du mode de transmission, de 1’age et des défenses immunitaires de 1’hote infecté. C’est
un processus dynamique dont I’évolution dépend des interactions entre le virus et le systéme
immunitaire de 1’hote. Le virus étant peu cytolytique, c’est I’intensité de la réponse immune
qui détermine I’évolution de I’infection. Le passage a la chronicité est d’autant plus fréquent
que P’infection a lieu a la naissance ou dans I’enfance (80-90% des cas), du fait d’un systéme
immunitaire immature. A 1’inverse, chez I’adulte, le passage a la chronicité est plus rare (5%).

Les derniéres recommandations européennes proposent une nouvelle nomenclature des
cinq phases différentes de I’infection chronique, basées sur des marqueurs biochimiques
(alanine aminotransférase ou ALAT), sérologiques (AgHBe, AgHBSs) et moléculaires (ADN
VHB) (Lampertico et al., 2017). Le statut vis-a-vis de I’AgHBe est utilisé pour distinguer les
phases précoces (AgHBe positif) des phases tardives (AgHBe négatif, séroconversion anti-
HBe). Ces phases ne se succedent pas forcément et peuvent étre réversibles.

Les manifestations cliniques de la maladie sont variées. La nouvelle nomenclature
distinguent I’infection chronique, ou I’atteinte hépatique est peu existante voire absente, et
I’hépatite chronique, associée a une inflammation et ou les lésions hépatiques s’aggravent
avec une évolution possible vers la cirrhose, les complications de la cirrhose et/ou la survenue

d’un carcinome hépatocellulaire.
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Figure 9 : Histoire naturelle de I’infection par le VHB.
D’aprés le traité de virologie médicale ; 2éme édition.

2.2.1.1. Patients positifs pour I’AgHBe

La phase d’infection chronique par le VHB a AgHBe positif (anciennement appelée
phase d’immunotolérance) est observée chez le sujet infecté¢ dans la période périnatale ou la
jeune enfance. Elle est caractérisée par définition par un AgHBe positif et par un niveau élevé
d’ADN du VHB plasmatique. A ce stade, il n’y a ni cytolyse, ni fibrose hépatique. Cependant,
des phénomenes impliqués dans ’oncogenese tels que I’'intégration de I’ADN viral et la
clonalité des hépatocytes ont été rapportés recemment (Mason et al., 2016). La phase suivante
survenant généralement plusieurs dizaines d’années aprés la premiére phase, en cas
d’infection pendant la période périnatale, est appelée hépatite chronique AgHBe positive (ex
phase de clairance immune). Lors de cette phase, les transaminases augmentent et le niveau
d’ADN reste élevé. La perte de I’AgHBe et 1’apparition des anticorps anti-HBe est appeléee
séroconversion HBe et marquent la transition avec la phase suivante. Cette séroconversion
HBe survient spontanément en paralléle d’une diminution de la charge virale. Si elle survient

au-dela de 40 ans, le risque de développer une cirrhose ou un CHC augmente.
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2.2.1.2. Patients négatifs pour ’AgHBe

La troisieme phase appelée infection chronique a AgHBe négatif correspond a
I’ancienne phase dite de portage inactif. Les transaminases sont dans les valeurs normales,
I’AgHBe est négatif et les autres marqueurs viraux tels que ’ADN et I’AgHBs sont
faiblement exprimés. La perte de I’AgHBs peut étre observée dans 1 a 3% des cas par an,
signe d’une infection résolutive malgré la persistance de I’ADNccc au sein des hépatocytes

infectés.

La quatrieme phase, hépatite chronique AgHBe négatif, est associée a un faible taux
de rémission spontanée de I’infection. La virémie et les transaminases sont fluctuantes. La
majorité des patients abritent des variants dans le promoteur basal du core ou dans la région
précore qui réduisent ou abolissent la production de I’AgHBe. La transition de la phase
inactive vers la phase d’hépatite active est relativement rare chez les patients AgHBe négatif
avec une faible réplication virale. Dans une cohorte américaine incluant 970 patients, une
transition de phase ou une indication d’initier un traitement a été objectivée chez 15% d’entre
eux durant un suivi médian de 4 ans et dépendait surtout de facteurs viraux (niveau de charge

virale, génotype, quantification de I’AgHBs) (Zhou et al., 2019).

La cinquiéme phase, connue sous le nom d’infection B occulte (OBI ou occult HBV
infection) est caractérisée par un AgHBs négatif, des anticorps anti-HBc positifs avec ou sans
anti-HBs. Les transaminases sont normales et ’ADN du VHB le plus souvent indétectable

(Raimondo et al., 2019).
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2.2.2. Conséquences de I’hépatite B chronique

Les deux complications principales de 1’hépatite B chronique sont la cirrhose et le
CHC. La cirrhose se développe chez 15% des patients atteints d’hépatite chronique. Des
éveénements génétiques et ¢€pigénétiques sont responsables de 1’apparition de 1ésions
préneoplasiques. Les cellules dysplasiques proliferent et vont faire le lit du CHC. Le CHC
apparait au décours de la cirrhose bien qu’il puisse survenir a toutes les phases de I’infection
du fait du caractere oncogene propre au VHB. La survenue de CHC chez des patients non
cirrhotiques a en particulier été mise en évidence chez des patients infectés par le sous-

génotype africain Al (Kramvis, 2018).

La cancérogenese hépatique implique des meécanismes directs et indirects. Les
mécanismes indirects sont liés a la constitution d’une fibrose hépatique avancée, au
développement de la cirrhose déclenchée par une inflammation hépatique chronique et un
stress oxydatif générés par les défenses de I’hote. Les mécanismes directs sont principalement
dus a l’action de I’oncoprotéine virale HBx, a D’instabilit¢ chromosomique induite par
I’intégration du génome du VHB au génome de 1’hdte. 1l faut noter le réle pronostique majeur
d’un diagnostic précoce du CHC, notamment dans le cadre d’un dépistage systématique
(Costentin et al., 2018).

Dans les pays occidentaux, la majorité des CHC surviennent sur un foie cirrhotique. Tandis
que les CHC dus au VHB en zones endémiques sont caractérises par une absence fréquente de
fibrose hépatique avancée sous-jacente. Les CHC en I’absence de cirrhose surviennent chez
des patients non caucasiens, d’origine africaine ou asiatique, avec un antécédent de CHC dans

la famille (Chayanupatkul et al., 2017).
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2.2.3. Les formes particuliéres

2.2.3.1. Coinfection

a) VHB-VHD

Le VHD, découvert en 1977, est un virus satellite du VHB qui requiert 1’enveloppe du
VHB pour former la particule infectieuse et utilise le méme récepteur cellulaire. La
prévalence de ce virus a longtemps éteé sous-estimée. Le diagnostic d’infection par le VHD est
dorénavant plus systématique a la découverte de ’infection par le VHB. Environ 14% des
patients atteints d’hépatite B seraient également infectés par le VHD, soit prés de 60 millions
de personnes (Miao et al., 2020). La prévalence de I’infection est plus élevée chez les usagers
de drogue intraveineuse. Il est important de distinguer deux situations d'infection par le VHD,
soit une infection simultanée avec le VHB (coinfection), soit une surinfection d'un porteur
chronique du VHB. La symptomatologie et le pronostic différent selon qu’ils s’agissent d’une
coinfection ou d’une surinfection. La coinfection peut se présenter sous forme d'une hépatite
aigué et aboutit souvent a une clairance des deux virus. Le passage a la chronicité est fréquent
en cas de surinfection. Dans les deux cas, I’hépatite aigué est plus sévere et plus fréquemment
fulminante qu’en cas de monoinfection VHB. L hépatite VHB-VHD chronique progresse plus
rapidement vers la cirrhose et est plus fréquemment associée a des signes d’hypertension
portale et/ou d’insuffisance hépatique. Classiquement, ’infection par le VHD réprime la

réplication du VHB (Chen et al., 1988; Sureau et al., 1989).

b) VHB-VHC

La coinfection par le VHB et le VHC est possible en particulier dans les pays endémiques
et chez les usagers de drogue par voie intraveineuse. Comme avec le VHD, on observe le plus
souvent une interaction entre les deux virus et une inhibition du VHB par le VHC. Chez les
coinfectés VHB-VHC, I’atteinte hépatique est plus sévére avec un risque de progression plus
important vers la cirrhose et le CHC (Shih and Liu, 2020). Des traitements courts, efficaces

mais couteux permettent maintenant de guérir d’une infection par le VHC.
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¢) VHB-VIH

L’infection par le VIH influe sur I’histoire naturelle de I’infection par le VHB et aggrave
géneralement son pronostic. La charge virale VHB est genéralement plus élevée, la maladie
hépatique progresse plus vite et la mortalité associée au foie est augmentée par rapport a la
mono-infection par le VHB. Le passage a la chronicité, la vitesse de progression de la fibrose
et le risque d’apparition du CHC sont augmentés avec la coinfection. Le traitement généralisé
de tous les patients infectés par le VIH avec des antirétroviraux actifs contre le VHB a
considérablement amélioré I'histoire naturelle de la coinfection VIH-VHB, mais la prévalence

des maladies du foie reste élevee dans cette population (Singh et al., 2017).

2.2.3.2. Manifestations extra-hépatiques

Des manifestations extra-hépatiques immuno-mediées sont décrites avec le VHB chez
pres de 20% des patients, aussi bien en phase aigué ou chronique. Les deux entités les mieux
caractérisées sont des néphropathies liées au VHB (glomérulonéphrite et polyartérite
noueuse). D’autres manifestations extra-hépatiques sont décrites en particulier neurologiques.
Nous avons récemment rapporté la détection de marqueurs directs du VHB au niveau du
liquide cérébro-spinal chez 2 patients présentant des troubles neurologiques contemporains
d’une infection par le VHB (Pronier et al., 2018). Nous n’avons pas pu établir de lien de
causalité formel entre la replication du VHB au niveau neurologique et les symptomes

observés. D’autres études seront nécessaires.
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2.3.Traitement de I’infection chronique

2.3.1. Objectifs du traitement et definitions de la guérison

L’objectif du traitement est de guérir de I’infection, de la maladie hépatique associée
et de prévenir la transmission. On cherche avant tout a obtenir une réponse clinique, a
prévenir la progression de la fibrose voire a observer une régression de celle-ci, a reduire le
risque de développement de carcinome hépatocellulaire. Contrairement a 1’infection par le
VHC par exemple, le terme de guérison pour ’infection par le VHB n’est pas totalement
approprié pour plusieurs raisons. La perte de I’AgHBs est trés faible avec les traitements
actuels, la virosuppression observée au niveau plasmatique n’est pas compléte puisque
I’ADNcce persiste au sein des hépatocytes infectés et peut se réactiver au décours d’une
immunosuppression ou spontanément a 1’arrét du traitement. De plus, le risque de CHC n’est
pas éliminé malgré une suppression prolongée de la réplication virale.

Trois grands niveaux de guérison de I’infection ont été¢ définis (Lok et al., 2017). La
guérison compleéte stérilisante correspond a 1’éradication virale. L’ AgHBs est négatif et toutes
les formes d’ADN du VHB (ADNccc et les formes intégrées) sont éliminées de 1’organisme
comme si I’individu n’avait jamais été infecté. Ce niveau de guérison n’a jamais été prouvé
comme possible a atteindre. La guérison fonctionnelle est définie par une indétectabilité
durable de ’AgHBs et de I’ADN dans le sérum, avec ou sans séroconversion des anticorps
anti-HBs, mais avec la persistance de I’ADNccc intrahépatique sans activité
transcriptionnelle, comme observé aprés une résolution spontanée de I’infection aigué. Ce
niveau de guérison a plus de chances d’étre atteint que le premier. Le troisieme niveau
correspond a la guérison partielle, défini par un AgHBs détectable mais une indétectabilité
prolongée de I’ADN sérique a ’arrét d’un traitement pendant une durée définie. Les patients
sont alors considérés comme des porteurs inactifs du virus sans traitement, ils ont une maladie
hépatique inactive et un risque diminué de CHC par rapport aux patients atteints d’hépatite
active. Avec les traitements actuels, 1’obtention d’une charge virale indétectable est déja
possible mais la perte de I’AgHBs reste exceptionnelle. La virosuppression permet de limiter

la progression de la fibrose hépatique, de diminuer I’incidence de la cirrhose et du CHC.
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2.3.2. Traitements actuels

Selon les derniéres recommandations européennes, le traitement antiviral est
actuellement indiqué chez les patients atteints d’une hépatite B chronique ou chez les patients
cirrhotiques, quel que soit leur statut pour I’AgHBe. Le traitement peut également étre
proposé selon le risque de développer un CHC ou une réactivation du VHB, chez les patients
présentant des manifestations extra-hépatiques ou a risque de transmission du virus (personnel
de santé par exemple). Il existe actuellement deux options thérapeutiques qui reposent sur la

prescription soit de I’interféron pegylé alpha soit des analogues nucléos(t)idiques.

2.3.2.1. Interféron alpha pégylé

L’interféron alpha pégylé (PeglFNo) est utilisé pour son activité antivirale et
immunomodulatrice. L’interféron est connu pour bloquer la formation de capsides contenant
I’ARNpg (Wieland et al., 2005). Un nouveau mécanisme d’action a récemment été proposé.
L’interféron alpha induirait des facteurs solubles qui se lieraient aux HSPG et permettraient
ainsi de prévenir I’attachement viral (Xia et al., 2017). Il est administré sous forme
d’injections sous-cutanées hebdomadaires pendant une durée limitée, en général, de 48
semaines. L’efficacité est limitée a certains patients et les effets indésirables nombreux. Une
réponse thérapeutique soutenue est obtenue chez 30% des patients. L’indication de
I’interféron alpha pégylé est donc restreinte aux patients ayant une probabilité importante de
répondre a ce traitement. Chez les patients AgHBe positif, il s’agit du génotype A ou B, d’un
niveau d’ALAT ¢élevé, d’une faible charge virale ou d’un titre d’AgHBs faible. Les facteurs

sont moins clairement identifiés chez les patients AgHBe négatif.
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2.3.2.2.  Analogues nucléos(t)idiques

Le premier analogue nucléosidique utilisé pour I’hépatite B fut la lamivudine. De
nouveaux analogues de nucléos(t)ides (NUC) avec une barriére génétique a la résistance plus
élevée sont aujourd’hui utilisés en premiere ligne : I’entécavir (ETV), le ténofovir disoproxil
fumarate (TDF), et plus récemment le ténofovir alafénamide (TAF). Que ce soit sous ETV ou
TDF, une régression de la cirrhose a 5 ans est observée (Marcellin et al., 2013; Wong et al.,
2013). On dispose d’un recul de plus de 10 ans pour le TDF (Marcellin et al., 2019). La survie
globale des patients Caucasiens traités par NUC rejoint celle de la population générale
(Papatheodoridis et al., 2018). Le risque de développer un CHC diminue aprés 5 ans sous
ETV ou TDF, en particulier chez les patients avec une cirrhose compensee, sans toutefois
I’annuler (Papatheodoridis et al., 2017). Le risque de CHC reste plus élevé chez les patients
traités cirrhotiques avec une faible réplication virale résiduelle par rapport aux patients qui ont
une réponse virologique soutenue définie par une indétectabilité prolongée de la charge virale
plasmatique (Kim et al., 2017). La perte de I’AgHBs associée a une virosuppression réduit
encore davantage le risque de CHC chez les patients traités par NUC (Yip et al., 2019). Le
CHC reste la principale cause pouvant impacter la durée de vie des patients chroniquement
infectés par le VHB.

L’arsenal thérapeutique disponible a ce jour permet de contréler la réplication virale
en inhibant I’étape de transcription inverse mais ne permet pas une guérison dans la majorité
des cas. Les NUCs, s’ils sont bien tolérés, ont peu d’effet sur le pool d’ADNccc
intrahépatique. Ils sont administrés le plus souvent pour une durée illimitée car a I’arrét du
traitement, on observe fréquemment une reprise de la réplication virale. Actuellement, peu de
substitutions associées a la résistance ont ét¢ documentées avec 1’entecavir et aucune avec le
TDF hormis une publication récente qui rapporte quatre substitutions isolées chez deux
patients en échec thérapeutique associees a une résistance au ténofovir (Park et al., 2019). Une
alternative au TDF est disponible. 1l s’agit du TAF, une autre prodrogue du ténofovir. Son
efficacité est similaire au TDF mais le TAF semble présenter un meilleur profil de tolérance
aux niveaux rénal et osseux en lien avec des concentrations plasmatiques inférieures du
métabolite actif (Charlton et al., 2020). De récentes études chez les patients infectés par le
VIH qui initient ou bénéficient d’une trithérapie composée de TAF rapportent une prise de
poids significative comparée au TDF (Taramasso et al., 2020; Venter et al., 2019). Il sera
intéressant de regarder si cet effet est également observé chez les patients monoinfectés par le
VHB traités par TAF.
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2.3.2.3. Latransplantation hépatique

La transplantation hépatique (TH) pour hépatite virale B doit étre proposée en cas
d’hépatite fulminante, de cirrhose décompensée et/ou de CHC. La transplantation est une des
stratégies curatives du CHC pour les patients avec une tumeur de taille limitée et non
candidats a une résection (Villanueva, 2019). Au niveau européen, le recul des indications de
greffe pour cirrhose virale B a diminué au profit des indications pour CHC (Burra et al.,
2013). Depuis 2014, le CHC est devenu la principale indication de greffe en France, toutes
causes confondues (32 % des nouveaux inscrits en 2018). Une particularité et le principal
enjeu en cas de transplantation pour hépatite B est la persistance du virus dans 1’organisme
nécessitant une prophylaxie afin d’éviter la réinfection du greffon par le VHB. La prévention
de la récidive sur le greffon, dont le risque est de I’ordre de 80 % sans mesures préventives,
repose sur un traitement par NUC avant et apres la TH pour inhiber la réplication virale et
I’utilisation d’immunoglobulines anti-HBs pour neutraliser les virions infectieux circulants
(Miaglia et al., 2018).

2.3.3. Perspectives thérapeutiques

Des perspectives thérapeutiques intéressantes commencent a voir le jour. Les
nouvelles molécules en développement sont réparties en deux catégories : les antiviraux a
action directe (AAD) ou indirecte. Devant 1’excellente tolérance des NUC, les nouvelles
approches thérapeutiques devront présenter une sécurité comparable a celle des NUC ou

permettre d’atteindre la guérison fonctionnelle ce qui pourrait justifier un surrisque.

2.3.3.1. Antiviraux a action directe (AAD)

Une meilleure compréhension des étapes clé du cycle viral et des interactions entre
I’hote et le VHB a permis le développement de nouveaux antiviraux qui ciblent d’autres
étapes du cycle viral (entrée, synthése de I’ADNccc, réplication, sécrétion) ou d’autres
constituants des particules virales (ADNccc, capside) (Figure 11). Les AAD en

développement sont listés dans le tableau 4.
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Mécanisme d’action Antiviral Statut
Inhibiteur d’entrée Myrcludex B (Bulevirtide) Phase I1b
Inhibiteur de capside Morphothiadin (GLS4) Phase Il
JNJ 56136379 Phase Il
ABI-HO0731 (vebicorvir) Phase Il
ABI-H2158 Phase 11
RG7907 Phase |
QL-007 Phase |
EDP-514 Phase |
ABI-H3733 Phase |
ZM-H1505R Phase |
GLP-26 Préclinique
ALG-000184 Préclinique
Inhibiteur de la sécrétion | REP 2139 Phase II
virale REP 2165 Phase II
ALG-10133 Phase la/b
Molécule antisens GSK 3228836  (IONIS- | Phase Il
HBVRX)
ALG-020572/020576 Préclinique
SiARN VIR-2218 Phase Il
RG6346 (DCR HBVS) Phase 1/11
JNJ-3989 (ARO-HBV) Phase 1/11
AB-729 Phase |
BB-103 Préclinique
Lunar-HBV Préclinique

Tableau 4 : Liste des antiviraux a action directe en développement.
Adapté de https://www.hepb.org/treatment-and-management/drug-watch/. Mis a jour le

11 ao(t 2020.
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a. Inhibiteur d’entrée

L’entrée du virus représente une cible de choix. Avant méme la découverte du récepteur
NTCP, un lipopeptide mimant la grande protéine d’enveloppe a été développé (Gripon et al.,
2005). Ce peptide myristoylé dérivé des 47 premiers acides aminés en N-terminal du domaine
préS1 est nommé myrcludex B (ou bulevirtide). L’effet du myrcludex B est décrit figure 10.
Son administration est journaliére sous forme d’injection sous-cutanée. Il fait 1’objet
actuellement d’un traitement en ATU (autorisation temporaire d’utilisation), associé¢ au Peg-
IFNo, chez les patients ayant une infection chronique par les virus des hépatites B et D, avec
une fibrose sévére ou une fibrose moyenne associée a une cytolyse hépatique persistante.
L’infection de novo via le NTCP semble requise pour maintenir le pool d’ADNcce (Allweiss
et al., 2018). Ainsi, I’inhibition de I’entrée virale pourrait participer a 1’élimination de
I’ADNccce par le systéme immunitaire et a la clairance de I’infection par le renouvellement

physiologique des hépatocytes.
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Figure 10: Interaction entre NTCP et le VHB et effet du Myrcludex B

Le domaine préS1 de la grande protéine d’enveloppe interagit avec le récepteur NTCP
au niveau de son site actif, ce qui induit [’internalisation de la particule virale. Le
Myrcludex B, lipopeptide myristoylé dérivé de 1’enveloppe du VHB se lie
spécifiguement au NTCP et inhibe 1’entrée du virus dans 1’hépatocyte. (Verrier et al.,
2018)
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b. Inhibiteurs de capside

La capside apparait également comme une cible prometteuse. Cette protéine structurale
est multifonctionnelle. A ce jour, de nombreux inhibiteurs de capside, aussi appelés
modulateurs allostériques de la capside (CAM), sont en développement clinique ou
préclinique. Contrairement aux NUC qui inhibent uniquement la réplication virale, les CAM
peuvent agir a différentes étapes du cycle. lls inhibent la réplication en accélérant la cinétique
de formation des capsides, ce qui conduit a la génération de capsides vides. Les CAM peuvent
aussi inhiber la formation de novo de I’ADNccc. Les CAM peuvent inhiber la sécrétion
d’AgHBe et diminuer la quantit¢ d’ARN viral intracellulaire. Selon leur structure chimique,
les CAM de classe-1 ou CAM-N, dérivés de phénylpropénamide ou de sulfamoylbenzamide
induisent la formation de capsides morphologiquement normales sans matériel génétique
(capsides vides) alors que les CAM de classe-1l ou CAM-A, dérivés d’hétéroarylpyrimidine,
induisent des agrégats d’HBc formant des capsides aberrantes. Les CAM sont administrés par
voie orale et semblent bien tolérés hormis quelques rashs cutanés ou quelques augmentations
des transaminases. Un polymorphisme naturel existe au niveau de la poche hydrophobe a
I’interface dimére dimere de la protéine HBc, site de liaison de certains CAM, et pourrait
conférer une résistance au CAM. Ainsi, les inhibiteurs de capside pourraient renforcer 1’effet
antiviral des NUC et former une association synergique de par leurs mécanismes d’action
différents et réduire le taux de sélection de résistance (Lam et al., 2018). Les traitements
ciblant la capside participeraient a une réduction supplémentaire de la charge antigénique et
pourraient ainsi concourir au rétablissement d’une réponse immunitaire efficace et permettre
une clairance virale. La monothérapie ne semble pas suffisante. Il faudra certainement

combiner cette classe thérapeutique a d’autres traitements.

c. Inhibiteurs de la sécrétion virale : polyméres d’acides nucléiques

Les SVP sont produites en large exces par rapport aux VP et constituent la principale
source d’AgHBs détecté dans le sang. Cet AgHBs circulant favoriserait la chronicité en
induisant un épuisement du systéme immunitaire. Les polymeéres d’acides nucléiques (NAP)
sont des oligonucléotides monocaténaires. 1l existe des NAP avec des caractéristiques
chimiques différentes pour réduire la réactivité TLR, soit phosphorothioés, soit avec un 2°O-

methyl ribose pour augmenter la stabilité ou encore avec une 5-methylcytidine. L’inhibition
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de I’entrée virale par les NAP a été étudiée in vitro. Il existe une relation structure/activité des
NAP.

L’inhibition de I’entrée virale est phosphorothioée dépendante et diminuée par le 2°O-
methyl ribose (Guillot et al., 2017). Les NAP semblent surtout agir a I’étape d’entrée virale
car ils n’ont pas montré d’activité antivirale aprés infection virale. Leur activité est
indépendante de la séquence mais dépendante de leur taille et de leur hydrophobicité
(Vaillant, 2016). Plus la longueur du NAP est importante (40-mer ou plus) plus son activité
est élevee.

L’activité inhibitrice des NAP sur I’entrée du VHD a également été montrée in vitro
(Beilstein et al., 2017). L’activité antivirale semble pangénotypique et n’est pas altérée pour
les principaux variants d’échappement immunitaire dans le domaine S (D144A et G145R).
Les NAP interféreraient a 1’étape d’attachement du VHB ou du VHD aux HSPG présents a la
surface de 1’hépatocyte. Le NAP REP 2139, un dérivé de REP 2055, ayant montré une
meilleure tolérance est la molécule la plus étudiée a ce jour. De nouvelles données sur la
caractérisation in vitro des effets antiviraux du REP2139 sur le cycle viral ont été récemment
rapportées (Boulon et al., 2020). Cette molécule inhibe ni la transcription, ni la traduction. La
sécrétion de virions infectieux n’est pas inhibée par cette molécule qui bloque de maniére
sélective la sécrétion d’AgHBs. L’accumulation intracellulaire de I’AgHBs semble prévenue
par une dégradation par le protéasome et le lysosome.

Les résultats d’un essai thérapeutique de phase 2 chez les patients AgHBe négatif,
combinant le TDF, le PegIFNa et un NAP (REP-2139 ou -2165), ont été recemment publiés
et montrent 1’apport du NAP pour faire diminuer ’AgHBs voire le rendre indétectable chez
plus de 50% des patients (Bazinet et al., 2020). Une augmentation des transaminases (ALAT)
est observée chez la quasi-totalité des patients traités par NAP et est d’autant plus marquée
que le taux d’AgHBs diminue. Les résultats obtenus lors de ces études sont convaincants,
cependant les cohortes étudiées restent de petite taille et les effets restent a confirmer a plus
grande échelle (Sonneveld et al., 2020).

L’ALG-10133 fait partie des polymeres d’oligonucléotides inhibant le transport de
I’AgHBs (STOPs™), proches des NAP. Cette molécule qui agirait comme un aptamére qui
interagit avec des protéines spécifiques pour diminuer la concentration d’AgHBs va étre

évaluée dans un premier essai clinique chez I’homme.
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d. Molécule antisens

Différents ARN sont transcrits a partir de I'ADNccc et ces ARN peuvent étre ciblés par
différentes approches (siARN, oligonucléotides simple brin, déstabilisation de I’ARN,...).
Ces approches agiraient ainsi indirectement sur I’ADNccc.

Les oligonucléotides antisens (ASO) simple brin agissent en se liant aux ARNm et
déclenchent leur dégradation médiée par la RNAse H. Les ASO ciblent des transcrits
conservés du virus ce qui permettrait d’augmenter la barriére a la résistance et de couvrir les
différents genotypes viraux. Des résultats commencent a étre disponibles pour un faible
nombre de patients avec le GSK836. RO7062931 est un oligonucléotide simple brin qui cible
une séquence hautement conservée dans la région 3°.

Les siARN sont des petits ARN interférents. En s’appariant par complémentarité avec leur
ARNmM cible, ils forment un ARN double brin qui va étre pris en charge par le complexe
multiprotéique RISC (RNA-Induced Silencing Complex), ce qui conduit a la dégradation de
I’ARNm cible qui n’est donc plus traduit en protéine. Plusieurs siARN ciblant différentes
régions du génome viral sont en cours d'évaluation dans le cadre d'études cliniques ou
précliniques. VIR-2218 est un siARN administré par injections sous-cutanées et ciblent la
région X en amont d’un hotspot d'intégration permettant ainsi en théorie 1’élimination de
I’AgHBs issu de I’ADN intégré et de ’ADNccc et I'¢limination de tous les ARNm du VHB
qui se chevauchent dans cette région. Le siARN JNJ-3989 cible a la fois les régions S et X.

Des résultats encourageants ont été récemment présentés pour ces molécules.

e. Thérapies géniques qui ciblent ’ADNcce

Des techniques d’édition du génome, fondées sur I’utilisation de nucléases sont
développées pour cibler directement I’ADNcce (Bloom et al., 2018). Il existe différents types
de nucléases : les nucléases a doigt de zinc, les nucléases effectrices de type activateur de
transcription (TALEN, transcription activator-like effector nucleases), les nucléases Cas9
(CRISPR associated protein 9) associées au systtme CRISPR (Clustered Regular Interspaced
Short Palindromic Repeats). Les nucléases n’éliminent pas I’ADNccc mais introduisent des
cassures de I’ADN qui sont réparées par les mécanismes de réparation de I’ADN. L’ ADNccc
est une cible de choix en raison de sa configuration sous la forme d’un minichromosome et
d’une plasticité limitée. Des insertions et des délétions au sein du génome viral peuvent créer

des protéines aberrantes ou tronquées qui vont interférer avec la réplication virale.
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Le complexe CRISPR-Cas9 (ou « ciseaux moléculaires ») est formé d’un brin ARN guide,
de séquence homologue a celle de I’ADN cible et d’une endonucléase Cas9. Le brin d’ARN
reconnait I’ADN cible et ’enzyme se charge de couper I’ADN cible. La preuve de concept du
systeme CRISPR-Cas9 a induire des mutations de ’ADNccc a été récemment décrite (Seeger
and Sohn, 2016). Ces approches sont a manipuler avec une grande précaution. Un des risques
encouru est de créer de nouveaux génomes viraux de signification indéterminée. A ce stade,
I’effet de ces molécules d’ADNccc modifiées sur le cycle, la production antigénique et la

progression de la maladie n’est pas connu.
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Figure 11 : Cycle viral et antiviraux a action directe actuels ou en développement.

Des combinaisons d’AAD avec différents mécanismes d’action et différentes cibles
issues de I’ADNccc sont a 1’étude et pourraient permettre d’obtenir une perte de 1’AgHBs
avec une durée finie de traitement. L’association de molécules éviterait la sélection rapide de
variants resistants. Des trithérapies associant au NUC, un traitement par SiARN, et un
traitement par CAM semblent particulierement intéressantes. La stimulation de la réponse
immune par des antiviraux a action indirecte pourrait également contribuer a 1’obtention

d’une guérison fonctionnelle.
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2.3.3.2.  Antiviraux a action indirecte

Le rétablissement d’une réponse immunitaire efficace dirigée contre le virus est
essentiel. En paralléle des AAD, des approches immunologiques sont développées afin de
stimuler la réponse immunitaire. Les antiviraux a action indirecte en développement sont
listés dans le tableau 5. Il existe deux principales catégories qui ciblent soit I’immunité innée
(agonistes TLR) soit I’immunité adaptative (vaccin thérapeutique, ...). Les cellules T CD8+
spécifiques du VHB ont a la fois une activité antivirale non cytolytique via la production de
cytokines antivirales (TNF, IFNy) et I’induction d’APOBEC3 et une activité cytolytique en
éliminant les hépatocytes infectés. Les fonctions antivirales des cellules B et des anticorps
lors d’une infection par le VHB sont la prévention de I’infection de novo des hépatocytes,
I’élimination des hépatocytes infectés et une activité antivirale directe via les complexes
antigéne-anticorps HBs liés aux cellules dendritiques, la production de cytokines antivirales
(IL-6) par les cellules B spécifiques et le rétrocontrole négatif de I’expression de NTCP. Les
réponses immunitaires adaptatives (cellules T et B spécifiques du VHB) permettent de cibler
les hépatocytes infectés par le VHB et/ou les virions mais peuvent également créer des Iésions

tissulaires (Maini and Burton, 2019).
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Mécanisme d’action Composé Statut
Vaccin thérapeutique HepTcell Phase Il
AIC 649 Phase |
INO-1800 Phase |
HB-110 Phase |
TG1050 Phase |
VTP-300 Phase |
JNJ 64300535 Préclinique
HBV Préclinique
VBI-2601 Préclinique
Chimigen HBV Préclinique
CARG-201 Préclinique
HBV Préclinique
TherVacB Préclinique
Systéme immunitaire inné : Agonistes TLR
e agoniste TLR-8 GS9688 Phase |
e agoniste TLR-7 (selgantolimod) Phase |
RG7854
Action sur 1’hote
e Inducteur d’apoptose APG-1387 Phase II
e Inhibiteur cyclophiline CRV 431 Phase |
Edition du génome
e CRISPR/Cas9 EBT106 Préclinique
o Plateforme ARCUS HBV Préclinique
Autre
e Anticorps monoclonal anti-HBs GC1102 Phase II
e IMMTAV IMC-1109V Phase I/11
° Agoniste FXR EYP001 Phase |
e Molécule antisens ciblant ’hote RG6034 Phase |
e Molécule antisens ciblant I’hote RG6217 Phase |
e PD-L1 ASC22 Phase |
S - (KN035) Préclinique
o Im_munotheraple cellulaire T L TCR-H2-1 Préclinique
e MicroARN T
llules VHB dirigée par acide HBV Prgcl!n!que
¢ Mort. des ce gee p ENOB-HB-01 | Préclinique
nucléique ) GV1001 Préclinique
e “Nouveau peptide” CP101

e Microbiote oral

Tableau 5 : Liste des antiviraux a action indirecte en developpement.
Adapté de https://www.hepb.org/treatment-and-management/drug-watch/. Mis a jour le

11 aolt 2020.
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L’immunité adaptative T et B spécifique anti-VHB est défectueuse chez les patients
chroniquement infectés mais peut en théorie étre restaurée, au moins partiellement, de
maniere directe ou indirecte.

Les approches directes pour restaurer I’immunité adaptative regroupent les inhibiteurs
de point de contréle immunitaire comme les anti-PD1 (programmed death-1) ou les vaccins
thérapeutiques et ont pour objectif de booster les réponses cellulaires T et B spécifiques du
VHB existantes et/ou d’en créer de nouvelles. De nombreux candidats vaccins sont
développés et utilisés seuls ou en association avec les antiviraux. L’essai le plus convaincant
en maticre d’efficacité a ¢été mené in vivo chez la marmotte et associait un vaccin
thérapeutique et un anti-PD-L1. Le vaccin thérapeutique idéal doit présenter une
immunogénicité suffisante, cibler les principaux antigénes viraux. Il est essentiel également
de sélectionner les patients présentant une immunité préexistante optimale.

Les protéines de point de controle immunitaire jouent un rdle important dans 1’histoire
naturelle de I’infection par le VHB. L’expression augmentée de ces marqueurs a la surface
des cellules T CD8+ (PD-1, CTLA4, TIM3) et CD4+ (PD-1) chez les patients non traités
réduit leurs fonctions cellulaires. La surexpression de PD-1 au cours de I’infection aigué
limiterait I’inflammation, les 1ésions hépatiques mais faciliterait la persistance de 1’infection.
Le blocage des points de contrdle immunitaire pourrait augmenter la production de cellules T
CD8+ et CD4+ spécifiques du VHB au niveau hépatique, éliminer les hépatocytes infectés, ou
encore faciliter la production d’anticorps anti-HBs et réduire la charge antigénique HBs
circulante (Wykes and Lewin, 2018). In vivo, les effets du blocage de PD-1 lors de I’infection
par le VHB ont été étudiés chez la souris et la marmotte. Les résultats de la premiere étude
clinique menée chez ’homme avec le nivolumab, un anticorps anti-PD-1 administré en
intraveineuse, associé ou non a un vaccin thérapeutique, ont été récemment publiés. Menée
chez 22 patients AgHBe négatif, avec une réplication virale contrdlée, 1’étude montre une
bonne tolérance du nivolumab. La séroconversion de I’AgHBs a été observée pour un patient
(Gane et al., 2019). Le risque théorique d’une hépatotoxicité due a infiltration accrue de
cellules T intrahépatiques qui pourrait déclencher une inflammation importante n’a pas été
mis en évidence dans les études. Un anticorps anti-PDL1 est actuellement en phase I.
L’ASC22 (ou KNO035) présente 1’avantage de pouvoir étre injecté en sous-cutané et a une
bonne stabilité a tempeérature ambiante.

D’autres études sont nécessaires pour savoir si les inhibiteurs de point de controle
immunitaire utilisés seuls ou en association a d’autres classes thérapeutiques pourrait étre

utile dans le traitement de I’hépatite B chronique, en particulier dans le contexte du CHC.
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Des approches indirectes sont développées pour restaurer une réponse adaptative
spécifique efficace comme [’utilisation d’agonistes de toll-like receptors (TLR) ou une
réduction de la charge antigénique. La stimulation de la réponse immunitaire innée intra-
hépatique, inhibée par le VHB, pourrait permettre de rétablir une réponse efficace. Ainsi, les
agonistes de TLR7 ou TLR8 sont des membres de la famille des récepteurs de reconnaissance
de motifs moléculaires (PRR ou Pattern recognition receptor) impliqués dans I’initiation
d’une réponse immunitaire innée et adaptative. Le TLR7 est principalement exprimé par les
cellules B et les cellules dendritiques plasmacytoides. Tandis que le TLR8 est exprimé par les
cellules dendritiques conventionnelles, les monocytes, macrophages, neutrophiles et les Treg.
Ces TLR agiraient en rétablissant la transcription des génes de I’immunité innée. L’activation
de TLR7 entraine principalement la production d’IFNa alors que 1’activation de TLR-8
augmente la  sécrétion de cytokines pro-inflammatoires (TNFo; ILIB) ou
immunomodulatrices (IL-12, IL-18) et en diminuant la réplication virale. Deux agonistes de
TLR sont actuellement en développement.

S’il existe des pistes pour restaurer I’immunité des patients, le défi reste entier. En cas
d’impossibilité de restaurer cette immunité altérée, la supplémentation avec une source
exogene d’effecteurs de I’immunité adaptative, dérivés des cellules T et B, pourrait permettre
de surmonter cette limitation. Ainsi, les approches basées sur les cellules CAR-T (cellules T
porteuses d’un récepteur chimérique antigénique) ou les cellules T avec TCR redirigé
impliquent les cellules T du patient génétiquement modifiées. CRISPR-Cas9 a été utilisé pour
¢liminer le TCR endogéne et ainsi améliorer 1’efficacité des cellules T avec TCR redirigé.
L’utilisation de ces thérapeutiques personnalisées n’est pas envisageable a large échelle. Des
essais de phase | sont menés pour des CHC liés au VHB.

Toujours dans une approche de substitution de la réponse adaptative défaillante, les
TCR solubles ou ImMmTAYV (Immune mobilising monoclonal TCRs Against Virus) forment
une nouvelle classe thérapeutique, développée egalement pour le VIH. Ces petites molécules
protéiques sont bispécifiques, composées d’un récepteur de cellule T (TCR) soluble, a affinité
de I’ordre du picomolaire, dirigé contre un épitope du VHB immunodominant fusionné a un
fragment variable a chaine unique anti-CD3 humanisé. La partie TCR a une affinité accrue
tandis que le domaine anti-CD3 permet le recrutement et 1’activation des cellules T,
indépendamment de la spécificité. Elles conduisent a la reconnaissance et a I’élimination des

cellules infectées par le VHB par le systeme immunitaire en redirigeant les cellules T
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endogenes non spécifiques du VHB et en contournant les cellules T spécifiques du VHB
épuisees.

Les premiers essais chez I’Homme avec le candidat ImmTAV spécifique de
I’enveloppe, IMC-1109V, vont débuter (Fergusson et al., 2020).

Les anticorps thérapeutiques monoclonaux ou bispécifiques semblent également une
piste intéressante. Parmi les autres pistes thérapeutiques a I’étude, on peut citer une molécule
inhibitrice des protéines inhibitrices de I'apoptose (IAP) développée pour traiter les tumeurs
solides avancées et l'infection chronique par le VHB. APG-1387 peut se lier a la fois aux
monomeres et aux dimeres des protéines IAP. Lors d'études précliniques, I'APG-1387 a
démontré une puissante activité anti-tumorale et la capacité d'éliminer les antigenes de surface
du VHB. Le récepteur Farnesoid X (FXR) est un facteur d’hote et représente aussi une cible
thérapeutique intéressante. Ce récepteur nucléaire hépatique favorise la réplication du VHB.
Une équipe lyonnaise a montré, in vitro et in vivo, que la multiplication virale est réprimée en
cas d’inhibition de I’expression de FXR ou lors de son activation via des molécules agonistes
mimant I’action des sels biliaires (Mouzannar et al., 2019). EYPO0O01 est un agoniste du (FXR)

non dérivé des acides biliaires actuellement en phase I1.
Nous nous dirigeons donc vers une stratégie thérapeutique personnalisée. La combinaison

de différentes approches thérapeutiques directes et indirectes sera probablement nécessaire

pour atteindre 1’objectif de guérison fonctionnelle de I’infection.
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2.4.Prévention de la transmission

2.4.1. Vaccination

L’infection par le VHB peut étre prévenue par la vaccination. Les premiers résultats
d’une vaccination anti-VHB ont été publiés en 1976 par 1’équipe de Philippe Maupas a Tours.
Ce vaccin a été préparé a partir d’antigéne Australia purifié issu de donneurs de sang. Dix ans
plus tard, un vaccin obtenu par génie génétique fut commercialisé. Ce vaccin injectable
permet de prévenir a la fois ’infection par le VHB mais aussi par le VHD. Le vaccin contre le
VHB fut le premier vaccin disponible pour prévenir la survenue d’un cancer. L’impact positif
de la vaccination universelle des nourrissons a été rapportée a Taiwan, pays endémique, avec
une diminution du taux de CHC liés au VHB chez les enfants et les jeunes adultes (Chang et
al., 2016). L’objectif de I’OMS d’élimination des hépatites virales d’ici 2030 repose en partie
sur la géneralisation de la vaccination contre le VHB. Les vaccins contre le VHB possédent
une bonne immunogénicité. La présence d’anticorps anti-HBS a un seuil protecteur (>10

mUI/ml) est observée chez plus de 90% des sujets apres un schéma vaccinal complet.

2.4.2. Prophylaxies antivirale et post-exposition

2.4.2.1. Prophylaxie antivirale

Des données de modélisation suggérent que la vaccination du nourrisson seule ne
serait pas suffisante pour atteindre I’objectif fixé d’une prévalence de 0.1% de 1’AgHBs chez
les enfants d’ici 2030 et que la prophylaxie antivirale pourrait étre nécessaire (Nayagam et al.,
2016). Selon les recommandations européennes, une prophylaxie antivirale par TDF est
actuellement indiquée chez la femme enceinte ayant une forte charge virale (ADN-VHB >
200 000 Ul/ml ou 5.3 log Ul/ml) ou un AgHBs > 4 log Ul/ml. Elle est instaurée avant le
début du troisiéme trimestre de grossesse (vers 24-28 semaines) et poursuivie jusqu’a 12
semaines apres 1’accouchement dans le but de réduire la charge virale avant 1’accouchement
et ainsi de prévenir la transmission (Lampertico et al., 2017). Les recommandations de I’OMS
récemment actualisées préconisent aussi le traitement antiviral de toutes les femmes enceintes

de la 28°™ semaine de grossesse jusqu’a la naissance en cas d’ADN-VHB > 200 000 Ul/ml
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ou d’AgHBe positif dans la situation ou la quantification de ’ADN du VHB n’est pas
disponible.

2.4.2.2. Prophylaxie post-exposition

Les immunoglobulines anti-HBs sont des anticorps polyclonaux dirigés contre la boucle
AGL de la proteine S, issus de plasma humain. En se liant et en neutralisant les virions
circulants, I’administration d’immunoglobulines anti-HBs prévient 1’infection hépatocytaire.
Cette immunisation passive est recommandée dans deux situations cliniques, la prévention de
la transmission meére-enfant du virus et la prévention de la réinfection du greffon apres
transplantation hépatique. La prophylaxie post-exposition est recommandée chez tous les
nouveau-nés nes de mere infectée par le VHB. Que la femme enceinte soit traitée ou non
durant sa grossesse, une sérovaccination doit étre réalisée impérativement, idéalement dans
les 12 heures qui suivent la naissance. Les immunoglobulines anti-HBs sont recommandées
en combinaison avec la vaccination du nouveau-ne.

Dans le contexte de la transplantation hépatique, 1’administration au long cours
d’immunoglobulines anti-HBs associée a un NUC permet de prévenir la réinfection du
greffon hépatique par le VHB. L’efficacité de cette immunisation passive a ét¢ démontrée dés
1993 par Samuel et al. dans une étude rétrospective (Samuel et al., 1993). Cependant, leur
utilisation est restreinte d’une part par le colt et d’autre part par une disponibilité limitée, le
temps de préparation et le manque d’efficacité contre certains variants de la protéine S. Pour
surmonter ces limitations, des anticorps monoclonaux humanisés dirigés contre le domaine
préS1 sont en cours de développement. La capacité de 1’anticorps monoclonal humanisé
KR 127 a neutraliser I’infection a été démontrée in vivo chez le chimpanzé (Hong et al., 2004).
Plus récemment, les anticorps humanisés KR127-3.2 et KR359-1 ont montré une activité de
neutralisation supérieure in vitro et une action sur différents génotypes (Kim et al., 2015; Wi
et al., 2017). Le développement récent de formes injectables sous-cutanées avec des demi-vies
longues participe également a une meilleure prise en charge de la prévention de la récidive sur

le greffon.
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3. DIAGNOSTIC ET SUIVI VIROLOGIQUE DE
L’INFECTION

3.1.Marqueurs actuels
3.1.1. AgHBs/AcHBs
3.1.1.1. Antigéne HBs

Le dépistage d’une infection par le VHB repose sur 3 marqueurs détectés par
technique ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay): 1’antigéne HBs (AgHBs),
I’anticorps anti-HBs (AcHBS), et les anticorps anti-HBc totaux (AcHBc).

L’ AgHBs, largement produit a tous les stades de I’infection, est un marqueur clé pour
le diagnostic de I’infection par le VHB. Aprés la période d’incubation, ’AgHBs est détecté
quelques jours aprés ’ADN. Le passage a la chronicit¢ de I’infection est défini par une
persistance de plus de 6 mois de I’AgHBs sérique. La quantification de I'AgHBs a émergé en
pratique clinique devant la facilité de son dosage et son lien, méme imparfait, avec I’ADNccc,
marqueur inaccessible sans ponction biopsie hépatique, un geste particulierement invasif, mal
standardisé et relégué au second plan derriere les marqueurs de fibrose. Ce dosage est
standardisé avec un résultat exprime en Ul/ml et une limite inférieure de quantification avec
les tests actuels autour de 0,05 Ul/ml.

Chez les patients AgHBe positif non traités, la concentration d’AgHBs est le plus
souvent élevée. Chez les patients, naifs de traitement, AgHBe négatif, avec une réplication
virale ¢levée ou une fibrose hépatique avancée, la quantification de I’AgHBs a un role limité
dans la décision de mise sous traitement qui s’impose devant le risque de progression de la
maladie. Chez les patients AgHBe négatif ayant un faible niveau de réplication virale (< 2000
Ul/ml), la concentration d’AgHBs donne des renseignements sur I’activité de la maladie et le
pronostic. La quantification de I’ AgHBs est utile pour mieux caractériser le portage inactif du
VHB. Ainsi un niveau d’AgHBs inférieur a 100 Ul/ml associ€ a une faible réplication virale
permettaient d’identifier les porteurs inactifs, quel que soit le génotype viral (Brouwer et al.,
2016). La probabilité de perdre I’AgHBs au cours du suivi est plus importante parmi ces

patients.

Chez les patients AgHBe positif, traités par PeglFNa, 1’AgHBs quantitatif est un

marqueur sérique prédictif important de la réponse au traitement. Un AgHBs < 1500 Ul/ml a
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la semaine 12 (S12) serait prédictif d’une réponse au traitement (séroconversion HBe et ADN
<2000 UI/ml 6 mois apres I’arrét du traitement) et incite a poursuivre le traitement.

A Tinverse, des régles d’arrét du traitement sont définies en fonction du niveau
d’AgHBs retrouvé a la semaine 12 ou a la semaine 24 (S24) dans le dernier algorithme de
I’EASL (European Association for the Study of the Liver). Les indications d’arrét du
traitement par PeglFNa sont définies, en fonction du génotype, a S12. Pour les génotypes A et
D, il faut tenir compte d’une absence de déclin de I’AgHBs a S12 tandis que pour les
génotypes B et C, un AgHBs > 20 000 UI/ml a S12 est prédictif d’un échec. A S24, quel que
soit le génotype, tout AgHBs > 20 000 UI/ml conduira a un arrét thérapeutique.

Chez les patients traités par NUC, le suivi de ce parameétre pourrait étre utile pour
identifier les patients pour qui une clairance de I’AgHBs peut étre obtenue, le temps
nécessaire pour I’atteindre et prédire les patients qui vont maintenir une réponse virologique
soutenue a I’arrét du traitement (Cornberg et al., 2017). Chez les patients AgHBe positif, une
diminution de plus d’un log apres 12 a 48 semaines de traitement est associée & une perte de
I’AgHBs. Chez les patients AgHBe négatif, le déclin de I’AgHBs est extrémement lent. Un
taux d’AgHBs inférieur a 100 Ul/ml pourrait guider I’arrét des NUC apres un traitement de 3
ans minimum.

Plusieurs facteurs ont une influence sur les concentrations d’AgHBs mesurées : le

génome viral, les interactions hote-virus ou les coinfections.

3.1.1.2. Anticorps anti-HBs

Les anticorps anti-HBs sont des anticorps neutralisants, dirigés contre 1’AgHBs, qui
confeérent une protection contre I’infection. Ils sont présents chez les patients qui développent
une immunité vaccinale aprés un schéma de vaccination bien conduit ou chez les patients lors
d’une infection aigué en cours de résolution. Ces anticorps ne sont pas détectés chez la
majorité des patients chroniquement infectés. Apres vaccination, un taux d’anticorps anti-
HBs > 10 UI/L est considéré comme protecteur. Chez les patients transplantés hépatiques
recevant une immunisation passive par immunoglobulines anti-HBs, le taux d’anticorps anti-

HBs souhaité est supérieur ou égal a 50-100 UI/L.

3.1.2. AgHBe/AcHBe
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Avant de disposer de tests de quantification de I’ADN du VHB, 1I’AgHBe sérique a
longtemps été utilisé comme un marqueur de réplication virale. En cas de mutant préC,
I’AgHBe est négatif avec une charge virale qui reste ¢levée.

Ce marqueur sert actuellement a définir dans quelle phase de I’histoire naturelle de
I’infection se trouve le patient. Les tests utilisés pour les dosages de 1’antigéne et de
I’anticorps HBe sont qualitatifs, méme si un standard existe pour la quantification de
I'AgHBe. L'utilité de la quantification de I'AgHBe n'a pas été démontrée en pratique courante.
L’AgHBe est détecté précocement au cours de 1’infection aigué. La disparition de I’ AgHBe et
surtout I’apparition d’anticorps anti-HBe (AcHBe) sont signe d’une évolution favorable et

s’associent a une diminution importante de la réplication virale.

3.1.3. AcHBc (IgM et Anticorps totaux)

Les anticorps anti-HBc qualitatifs sont un marqueur sérologique classique de
I’infection par le VHB. La présence de ces anticorps totaux signe un contact avec le virus et
permet de distinguer parmi les patients AgHBs négatif, ceux qui possedent une immunité
acquise suite a une infection résolutive (AcHBc positifs) des patients vaccinés (AcHBc
négatif). Malgré le fait que I’AgHBc soit trés immunogene, il n’y a pas de test validé pour le
détecter seul dans le sérum. L’AgHBc est uniquement visualisé dans les hépatocytes par
immunomarquage de coupes de foie. A I’exception de patients treés immunodéprimés, les
anticorps anti HBc sont présents chez les patients avec un contact présent ou passé avec le
virus, y compris chez des patients qui ne développent pas d’autre réponse immune (anti-HBs
par exemple) (Avettand-Fenoel et al., 2006). Les tests usuels pour la détection de ces
anticorps détectent principalement les IgG mais également les autres classes
d’immunoglobulines. Il existe un test quantitatif pour le dosage des anticorps anti-HBc (cf.
3.2.5 Anticorps anti-HBc quantitatif).

La détection d’IgM anti-HBc dans un contexte de cytolyse hépatique importante
correspond le plus souvent a une hépatite B aigué mais il est parfois difficile de distinguer une

infection aigué d’une réactivation virale en présence de ces IgM anti-HBC.
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3.1.4. ADN-VHB

La détection/quantification d’ADN du VHB (charge virale VHB) signe une réplication
virale active. Plusieurs trousses commerciales existent pour ce dosage. L’ADN-VHB est un
marqueur intéressant qui est corrélé au risque de développer une cirrhose ou un CHC. Ce
marqueur est un critére pour I’initiation d’un traitement antiviral. Sous NUC, la majorité des
patients ont une charge virale indétectable qui est le témoin d’une bonne observance du
patient et d’une bonne efficacité thérapeutique. D’autres marqueurs seraient ainsi utiles dans
la prise en charge des patients traités. La quantification de I’ADN viral ne se substitue pas a

celle de I’AgHBs. Les résultats doivent étre interprétés ensemble.

3.1.5. Marqueurs actuels et thérapeutiques en développement

Avec le développement de nouvelles thérapeutiques qui ciblent différentes étapes du
cycle de réplication du VHB, une meilleure compréhension des mécanismes moléculaires de
I’AgHBs est importante pour pouvoir interpréter les résultats aux différentes phases de la
maladie. La perte de I’AgHBs associée a une charge virale indétectable 6 mois apres la fin du
traitement est I’objectif principal fixé pour les essais de phase III. Idéalement, le taux de
réponse souhaité¢ dans ces essais est une perte de ’AgHBs chez plus de 30% des patients
apres 1 an sous traitement (Cornberg et al., 2020).

Avec les CAM, une diminution de I’ADN-VHB est observée mais il n’y a pas d’effet
sur les concentrations d’AgHBs aprés 28 jours de traitement en monothérapie (Yuen et al.,
2019; Zoulim et al., 2020).

Les NAP REP2139 ou REP2165 combinés au TDF et au PeglFNa pendant 48
semaines chez des patients AgHBe négatif, naifs de NUC ont permis d’obtenir et de maintenir
I’indétectabilité de I’ADN et de I’AgHBs chez 39% des patients.

L'ARC-520, un des premiers siARN a faire I'objet d'essais cliniques, s'est avéré
efficace pour réduire I'AgHBs chez les patients AgHBe positifs. Cet effet sur I’AgHBs n’est
pas retrouvé chez les patients AgHBe négatifs ou sous NUC, ce qui souligne I'importance de
I'AgHBs circulant issu du génome intégré.

Des résultats préliminaires avec des siARN de deuxiéme génération, JNJ-3989 et AB-

729 suggérent une diminution de I’AgHBs quel que soit le statut vis-a-vis de 1’AgHBe.
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Récemment, dans un essai contr6lé, randomisé, en double aveugle, une diminution de
I’AgHBs dose dépendante a été observée chez tous les patients sous NUC depuis plus de 6
mois et traités par VIR-2218, un siARN qui cible X.

Au dernier congres de I’EASL, les données d’un autre essai contrélé, randomisé, en double
aveugle ont été présentées avec 1’ASO modifié GSK836 administrés chez des patients naifs
(n=12) ou déja traités par NUC (n=5). Aprés 6 injections sous-cutanées, 1’cffet sur le VHB a
été évalué au 29°™ jour. Une diminution de plus de 2 log de ’ADN a été observée chez 5 des
12 patients naifs tandis qu'une diminution de 1’AgHBs supérieure a 3 log était observée chez
3/12 patients. La perte de I’AgHBs a été obtenue chez 4 patients apres 28 jours de traitement.
Le maintien d’un AgHBs indétectable a été observé pour 2 patients.

Les données de phase 2, d’efficacité et de sécurité, d’un traitement per os chez 48
patients efficacement traités (AgHBe positif ou négatif), par le selgantolimod (GS-9688),
agoniste de TLR-8, ont été récemment presentées et montrent une diminution modeste de
I’AgHBs maintenue pendant au moins 24 semaines apres 1’arrét du traitement, une perte de

1’AgHBs dans 5% des cas, une perte de I’AgHBe dans 16% des cas.

3.1.6. Limites des marqueurs actuels

La prise en charge de I’hépatite B chronique reste complexe. Si tous les patients infectés
ne vont pas développer de complications, il convient d’identifier les patients a risque de
complications, ceux qui nécessite D’initiation d’un traitement antiviral ou d’un suivi
rapproché.

Les marqueurs actuels, principalement I'ADN viral, les antigénes HBs, HBe et leurs
anticorps respectifs, ne donne qu'une image globale. Une caractérisation plus fine a 1’aide
d’autres marqueurs sanguins, faciles a doser pourrait expliquer des vitesses de progression
variables interindividuelles ou selon les phases de I’infection.

Les taux d'AgHBs dépendent d'une interaction biologique complexe entre I'h6te et le virus
qui doit étre prise en compte et qui rend difficile I’interprétation des valeurs d'AgHBs
mesurées chez les patients. Les concentrations d’AgHBs mesurées peuvent étre influencées
par le niveau de réplication virale, le génotype, les variants préS/S, I’intégration du génome,
la circulation d’immunocomplexes antigéne/anticorps HBs mais aussi de I’état immunitaire
du patient, de la durée de I’infection, du stade de la maladie hépatique ou encore des

coinfections virales (Cornberg and Glebe, 2020).
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Les traitements actuels basés sur les NUC bloquent la synthése de I’ADN viral et par
conséquence des virions. En pratique, cette inhibition se traduit par une négativation de la
charge virale plasmatique et a une réduction constante mais lente de I’AgHBs sous traitement
(Chevaliez et al., 2013). Pour la majorité des patients efficacement traités, aucun marqueur
classique n'est alors prédictif du pronostic du patient. Les taux d’AgHBs sont mal corrélés aux
taux d’ADNeccc intrahépatique chez les patients AgHBe négatif. L’ AgHBs quantitatif est ainsi
un mauvais reflet de ’ADNccc chez ces patients et ne permet pas de distinguer la part
d’AgHBs issu de la transcription de ’ADNccc de celle issue de séquences intégrées qui
représentent parfois une part importante de 1’AgHBs circulant (Wooddell et al., 2017). Nous
ne disposons pas non plus de technique standardisée de quantification de I’ADNccc
intrahépatique. La quantification de I’ADNccc permet une estimation de la taille du réservoir
viral, cible des nouvelles thérapeutiques a visée curative. La nécessit¢ de disposer d’une
biopsie hépatique est également un frein important. Comme pour la prise en charge de
I’hépatite C, ce geste invasif pose un probléme éthique alors que des antiviraux efficaces

peuvent aujourd’hui étre administrés sans diagnostic histopathologique préalable.

Les traitements en développement administrés seuls ou associés aux traitements actuels
permettent chez certains patients de diminuer I’ADN-VHB voire de le rendre indétectable.
Nous aurons alors la méme problématique de suivi des patients traités par ces nouveaux
antiviraux qu’avec les traitements actuels. De nouveaux marqueurs sont nécessaires pour
identifier les patients qui vont guérir sous traitement. Pour les patients qui vont perdre
I’AgHBs, il convient de s’assurer que 1’AgHBs rendu négatif n’est pas d0 a un probléme de

sensibilité des tests actuellement utilisés.
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3.2.Nouveaux biomarqueurs

3.2.1. Quantification standardisée de I’ADNccc

La quantification de I’ADNccc constitue un réel défi technique. Le nombre de copies
d’ADNccc par cellule infectée est faible (environ 10 copies) en regard des formes
intermédiaires de réplication (ADNrc, ADN double brin linéaire et ADN simple brin) qui
partagent des s€quences communes avec I’ADNccc et qui sont en quantité dix a cent fois plus
importante. De plus, la structure méme de I’ADNccc le rend particuliérement résistant a la
dénaturation par la chaleur et donc difficile a amplifier par PCR. L’ADNccc peut étre détecté
par southern blot aprés extraction. Ainsi, I’ADNccc peut étre séparé de 1’ADNrc par
électrophorese (Cai et al., 2013). La limite inférieure de détection de cette technique est
relativement élevée (10°-10° copies d’ADNccc). De plus, les contrdles sont limités pour
garantir le dépot de I’ADN ou ’efficacité du transfert ce qui limite la quantification précise de
I’ADNccec.

La quantification standardisée de I’ADNccc fait 1’objet d’un projet de recherche
international, a D’initiative de ’ANRS et du DZIF (centre allemand de recherche sur les
maladies infectieuses), soutenu par ICE-HBV (International Coalition to Eliminate HBV).
L’objectif étant de développer des protocoles fiables en comparant les différentes
méthodologies et en explorant de nouvelles stratégies pour améliorer la spécificité vis-a-vis de
I’ADNccc des PCR. D’autres méthodes que le southern blot sont actuellement utilisées
impliquant soit une étape de traitement par I’exonucléase T5, soit la combinaison des
exonucléases | et |11, de maniere a réduire ou hydrolyser complétement tous les ADN, sauf
I’ADNccc, y compris ’ADN cellulaire (Allweiss et al., 2018; Luo et al., 2017; Qu et al.,
2018).

Trés récemment, une nouvelle méthode de quantification de 1’ADNccc, appelée
(cing)PCR (cccDNA inversion quantitative PCR), a été proposee (Tu et al., 2020). En utilisant
une série de reactions de digestion, de restriction et de ligation, 'ADNccc est spécifiquement
converti en un fragment d'’ADN linéaire inversé qui peut étre amplifié efficacement par PCR.
Cette approche contrairement aux précédentes méthodes apparait plus sensible (10 copies) et
a I’avantage de préserver I’ADN cellulaire. Ainsi, une normalisation par rapport a un gene
cellulaire est possible. L’utilisation d’une plaque 96 puits permet de traiter un nombre

important d’échantillons.

75



Cependant cette méthode nécessite un temps technique assez long et est limitée au
clone « Galibert » et aux génotypes D ce qui empéche actuellement son utilisation pour
I’analyse d’échantillons de patients. La quantification standardisée de I’ADNccc permettrait

notamment d’apprécier I’efficacité des traitements lors d’essais cliniques.

3.2.2. Nouveaux tests AgHBs (ultrasensible, isoformes)

De nouveaux tests sont commercialisés offrant une meilleure sensibilité, avec une
limite inférieure de quantification de 0,005 Ul/ml. La pertinence clinique de ces tests reste a
déterminer.

La composition des différentes isoformes de 1’AgHBs varie selon les phases de
I’infection (Petit et al., 1990). Les anticorps utilisés pour le dosage de I’AgHBs reconnaissent
principalement le déterminant «a», commun aux trois protéines d’enveloppe qui sont
détectées sans étre distinguées par les tests utilisés en pratique clinique. Ainsi, la détection et
la quantification des trois isoformes de I’AgHBs est proposée comme nouveau marqueur pour
le suivi personnalisé de 'infection. La proportion de grande (LHBs) et moyenne (MHBs)
protéines d’enveloppe est plus faible chez les porteurs d’une infection chronique inactive ce
qui permettrait de les différencier clairement des patients ayant une hépatite chronique active
(Pfefferkorn et al., 2018). Tres récemment, cette méme équipe a rapporté que la composition
en AgHBs, en particulier la quantification de MHBs avant la mise sous traitement, serait un
marqueur prédictif précoce de la perte de I’AgHBs chez les patients AgHBe positif traités
(Pfefferkorn et al., 2020). Sous traitement, une diminution progressive des concentrations en
protéines LHBs et MHBs précéde la perte de 1’AgHBs. Les tests ne permettent pas de
distinguer 1’AgHBs produit par les particules virales infectieuses, ou par les particules sous-

virales ou encore issu de sequences intégrees.
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3.2.3. Hepatitis B core related Antigen (HBcrAQ)

L’hepatitis B core related antigen (HBcrAg) est un marqueur composite qui détecte
mais sans faire la distinction trois protéines dénaturées, HBe, HBc et p22cr (Kimura et al.,
2002). Ces 3 protéines partagent une sequence commune qui est reconnue par 3 anticorps de
capture aprés un prétraitement de 1’échantillon (Figure 12). En théorie, chez les patients
AgHBe négatif, ce dosage détecte HBc et p22cr, bien que la détection d’AgHBe issu de
complexes immuns soit possible en théorie. Les résultats de ce test quantitatif sont exprimés
en log U/ml. La limite de détection annoncée est de 2 log U/ml. Les valeurs d’HBcrAg sont

quantifiées entre 3 et 7 log U/ml.

Le marqueur HBcrAg présente plusieurs avantages. Premierement, il a été recemment
montré que ce marqueur est corrélé a I’activité transcriptionnelle de I’ADNccc (Testoni et al.,
2019). Ainsi, on peut apprécier 1’activité transcriptionnelle de I’ADNccc sans recourir a une
biopsie hépatique. L’HBcrAg peut étre positif chez des patients ayant une charge virale
indétectable ou un AgHBs négatif (Suzuki et al., 2009). Deuxiémement, un atout majeur de ce
dosage est que les protéines dosées par le marqueur HBcrAg ne proviennent pas de séquences
virales intégrées, contrairement a I’AgHBs.

L’ AgHBe étant dosé par ce marqueur, les taux d’HBcrAg sont de fait plus élevés chez
les patients AgHBe positif. Une des limites de ce test est de ne pas distinguer le signal
HBcrAg li¢ a cet AgHBe du signal lié¢ a la détection de I’AgHBc. Une autre limite est que
parmi les patients AgHBe négatif, seul 30 a 50% d’entre eux sont positifs pour ce marqueur.
Enfin, la spécificité des valeurs comprises entre 2 et 3 log U/ml est remise en question (68%

de spécificité pour un seuil a 2 log U/ml) (Charre et al., 2019).
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Figure 12 : Position des anticorps de capture et de détection utilisés dans le test HBcrAg.
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3.2.4. Détection/Quantification des ARN du VHB circulants

La détection et /ou quantification des ARN du VHB fait partie des marqueurs
émergents pour suivre le niveau et I’activité transcriptionnelle de 1’ADNccc intrahépatique.
Un nombre croissant de travaux suggere le potentiel de I’ARN-VHB sérique circulant pour le
suivi de I’infection, le traitement et le pronostic. Plusieurs approches ont été proposées pour
mesurer ces ARN par différentes équipes (Figure 13). Deux stratégies principales sont
utilisées. La premicre cible la région 5’ de manicre a amplifier préférentiellement les ARN de
3,5 kb (ARNpg et ARNm préC) (Butler et al., 2018; Jansen et al., 2016; Wang et al., 2016).
La seconde cible I’extrémité 3° commune aux différents transcrits a I’exception des ARN
tronqués qui nécessite d’utiliser d’autres amorces (van Bémmel et al., 2015; van Campenhout
et al., 2018). Actuellement, il n’existe aucune technique standardisée ou commercialisée pour
mesurer ’ARN-VHB. La plupart des techniques requiert un traitement a la DNase. Le
traitement a la DNase n’est absolument pas garant d’une élimination totale de 1’ADNrc
souvent présent avec un facteur 100 a 10 000 fois en exces par rapport a I’ARN, selon le
contexte (Hu and Liu, 2017). II est primordial d’avoir les contrdles qui permettent de vérifier
si de ’ADN résiduel n’est pas encore présent aprés traitement. Sinon, cet ADN peut étre
quantifié en plus ou a la place de I’ARN car les tests décrits passent le plus souvent par une
étape de transcription inverse puis par ’amplification de ’ADN complémentaire. La
quantification de I’ARN est souvent calculée indirectement a partir d’une courbe de
calibration d’ADN. Cette hétérogénéité des protocoles utilisés pour la détection/quantification
des résultats rend complexe I’interprétation des résultats et leurs comparaisons en fonction de
la technique utilisée. De plus, la quantification des ARN semble varier en fonction du
génotype viral, de la présence de mutations précore ou dans le BCP (Prakash et al., 2018; van
Campenhout et al., 2018). La sensibilité de ces tests est a améliorer. La limite de détection
annoncée est entre 1,85 et 3,4 log copies/ml selon le test. Un test automatise baseé sur la
détection de deux cibles (core et X) a été récemment développé pour le systeme Abbott
m2000 avec une limite de détection de 1,65 log U/ml (Butler et al., 2018). Si ce marqueur
semble prometteur, il ne faut cependant pas négliger la possibilité d’une transcription d’ARN
tronqués a partir de séquences intégrées qui si elle n’est pas anecdotique, pourrait constituer
une limite & ce marqueur qui ne refleterait pas uniquement I’ADNccc mais aussi la part

d’intégration (Hu and Liu, 2017). Ce constat rejoint la problématique observée avec 1I’AgHBs.
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Trés récemment, Huang et al. présentent avec un faible effectif une nouvelle
approche d’étude du renouvellement de I’ADNccc basée sur le pourcentage d’ARN-VHB
présentant la substitution rtM2041/V (Huang et al., 2020). Cette substitution signature d’une
résistance a la lamivudine et a la telbivudine retrouvée au niveau de I’ARN est corrélée a
I’ADNcce suggérant que la composition de I’ARN sérique pourrait servir de reflet de la

composition de I’ADNccc.

En somme, des études cliniques sont nécessaires pour mieux définir la composition de
I'ARN-VHB sérique dans différentes situations, telles que les différentes phases de I'histoire
naturelle de I’infection chronique par le VHB, sous traitement antiviral par NUC ou PegIFNao,
ainsi qu’avec les nouvelles thérapeutiques en développement. La technique de
détection/quantification de I'ARN-VHB et de quantification de I'ADNccc doivent étre
standardisées pour pouvoir comparer les résultats des différentes études. Devant la
multiplicité d’espéces d’ARN-VHB circulantes potentielles, la technique consensus idéale
pour I’ARN devrait permettre de détecter toutes les especes possibles d'ARN et étre

pangénotypique.
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Figure 13 : Stratégies de détection/quantification des ARN du VHB circulant.
(Charre et al., 2019)
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3.2.5. Anticorps anti-HBc quantitatif (1gG)

Les anticorps anti-HBc quantitatifs en particulier de type 1gG pourraient étre un
marqueur supplémentaire utile pour aider a distinguer les phases de 1’infection, prédire la
réponse aux traitements actuels et le risque de réactivation a I’arrét des NUC ou chez les
patients immunodéprimés. Le titre anti-HBc corréle avec I'histoire naturelle de 1’infection. Le
taux de ces anticorps est plus élevé durant les phases « hépatites » que durant les phases
« infection » (Yuan et al., 2015). Le titre anti-HBc correle avec le niveau des transaminases et
la réponse aux traitements. Il serait ainsi le témoin d’une réponse immunitaire continue de
I’héte contre le virus. Les autres applications de ce marqueur sont développées dans un

paragraphe suivant (3.2.6.1.c prédiction de la réactivation).

3.2.6. Place des nouveaux marqueurs

3.2.6.1. Nouveaux marqueurs et histoire naturelle de la maladie

a. Classification des patients

Idéalement, 1’association des nouveaux marqueurs aux marqueurs classiques devrait
permettre de déterminer plus précisément et plus rapidement la phase de I’infection ou se
situe le patient et cela des le premier dosage. Cela éviterait de devoir réitérer les dosages
d’ALAT et d’ADN-VHB a différents temps, en particulier chez les patients AgHBe négatif,
pour discriminer une phase d’infection inactive dont le suivi peut étre espacé, d’'une phase
d’hépatite évolutive qui doit étre plus suivie et rentre dans les indications thérapeutiques
actuelles. Le biomarqueur idéal est un marqueur qui reflete parfaitement la quantité
d’ADNccc intrahépatique mais surtout son activité transcriptionnelle sans étre influencée par
I’intégration virale.

Ainsi, ’HBcrAg apparait comme un bon candidat. Les patients présentant un taux
d’HBcrAg sérique négatif (inférieur a 3 log U/ml) ont une quantité et une activité de
I’ADNccc moindre que les patients positifs pour I’HBcrAg (Testoni et al., 2019). Les
concentrations sériques d’HBcrAg varient significativement selon les différentes phases de
I’infection chronique (Seto et al., 2014). Certaines eétudes rapportent une meilleure
classification des patients avec ce marqueur qu’avec 1’AgHBs quantitatif (Riveiro-Barciela et
al., 2017). Les valeurs d’HBcrAg sont plus €levées chez les patients AgHBe positif que chez

les patients AgHBe négatif aussi bien dans les cohortes asiatiques qu’européennes
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(Maasoumy et al., 2015). Dans les phases AgHBe positif, ’HBcrAg est plus élevé dans la
phase infection que dans la phase hépatite. L’inverse est retrouvé dans les phases AgHBe
négatif ce qui laisse penser que ce marqueur serait prédictif de la nécroinflammation et de la
fibrose chez ces patients. Il faut noter qu’environ la moiti¢ des patients AgHBe négatif non
traités sont positifs pour ce marqueur. Dans une étude asiatique, I’HBcrAg est
majoritairement négatif chez les patients qui sont a la phase AgHBs négatif. Toutefois 21%
des 55 patients ont un HBcrAg détecté (Seto et al., 2014, 2013).

Concernant le marqueur ARN-VHB, de nombreuses études retrouvent une corrélation
significative entre ’ADN et I’ARN chez les patients non traités (Liu et al., 2019). Une
corrélation plus importante entre ’ADN et I’ARN chez les patients AgHBe négatif par
rapport aux patients AgHBe positif est retrouvée par Huang et al (Huang et al., 2018). Tandis
qu’une autre étude rapporte une corrélation équivalente entre ces patients (van Campenhout et
al., 2018). L’ARN-VHB semble modérément corrélé a ’AgHBs chez les patients AgHBe
positif. En revanche, il n’y a pas ou peu de corrélation entre I’ARN-VHB et I’AgHBs chez les
patients AgHBe négatif (Huang et al., 2018; van Campenhout et al., 2018). La raison avancée
est que chez ces patients AgHBe négatif, ’AgHBs serait majoritairement issu de la forme
intégrée plutot que de ’ADNccc. La corrélation entre les deux nouveaux marqueurs, ARN et
HBcrAg, a été moins étudiée. Rokuhara et al. rapportent sur un faible effectif (24 patients)
une corrélation entre ces marqueurs (r=0,841, p < 0,001) a I’initiation d’un traitement par

lamivudine.

Les différentes études qui ont évalué I’utilité des nouveaux marqueurs pour une meilleure
classification des patients sont résumées dans le tableau 7. La combinaison des marqueurs
classiqguement utilisés et des nouveaux marqueurs pourrait permettre de mieux déterminer

dans quelle phase se situent les patients (Tableau 6).
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Infection Hépatite Infection Hépatite .
) ) ) ) Guérison
chronique chronique chronique chronique )
fonctionnelle
AgHBe + AgHBe + AgHBe - AgHBe -
Variable
_ . Variable Variable L (séquelles
Fibrose Minimale _ ; Modérée a severe
(progressive) | (progressive) des  phases
précédentes)
Infiltrat
inflammatoire | Absent Elevé Absent/moderé Modéré Absent
hépatique
ADNcce +++++ +++++ ++ +++ +
Risque de
progression Minime Oui Minime Oui Aucun
de la maladie
ALAT Normal Elevé Normal / + Elevé Normal
o ) <2000 - 20000 | > 2000 — 20000 .
ADN-VHB Trés éleve | Elevé Indétectable
Ul/ml ul/ml
g AgHBs Eleve Intermédiaire | Faible Intermédiaire Négatif
HBcrAg Trés éleve | Elevé Intermédiaire Faible Indétectable
ARN-VHB Trés élevé | Elevé Elevé/intermédiaire | Intermédiaire/faible
q anti-HBc Faible Elevé Faible Elevé Positif
L-HBs Faible Elevé
Tableau 6: Evolution attendue des marqueurs classiques et nouveaux lors de I’histoire

naturelle de la maladie.
d’apres (Siederdissen et al., 2018)
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Situation Intérét potentiel Population étudiée ~ Marqueur Conclusion de I’étude Référence

étudiée

Histoire Aide a la classification | N=404 (5 phases de | HBcrAg Durant le suivi Taux  significativement | (Seto et al.,
naturelle des patients I’infection chronique difféerents selon les phases | 2014)
représentées) de I’infection
Asiatique
Reclassification des | N=329 HBcrAg et | 11,2 mois apres perte | 21% HBcrAg détecté (Seto et al,
patients ? Asiatique AgHBs us de ’AgHBs 25.8% AgHBs us détecté | 2013)
AgHBs négatif 40.4% positif pour 1'un de
ces marqueurs
N=130 dont 125 non | HBcrAg quantité et activité de | (Testoni et al.,
traités I’ADNccc  moindre  si | 2019)
Origines et phases HBcrAg <3 log U/ml que
différentes (majorité les patients positifs pour
caucasienne ou ce marqueur
africaine)
Reflet de | .. N N=84 ARN-VHB Durant le suivi Faible corrélation de | (Huang et al.,
P ADNece Aide au suivi de la (62_ H_Be+/22 HBe-) I’ARNpg a 1’ADNccc | 2018)
(quantité , | Pprogression de la | Asiatique (gt B et C) _ (r:_0,363) .
activité) ~ | maladie ? N:_82_ ARN-VHB Avant traitement Faible corrélation de | (Gao et al,
Asiatique PARN a I’ADNccc | 2017)
(r=0,25)
N=102 ARN-VHB Durant le suivi Corrélation modérée entre | (Wang et al.,
Asiatique (gt B et C) PARN et 1’ADNccc | 2018)
(r=0.596) mais absence
de corrélation selon les
phases de ’infection

Tableau 7 : Utilité des nouveaux marqueurs pour la classification des patients.
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b. Prédiction du CHC

L’apport des nouveaux marqueurs est également étudi¢ pour prédire la survenue a long
terme d’un CHC ou d’une récurrence apres résection chirurgicale.

Les différentes études menées avec I’HBcrAg dans ce contexte, a la fois chez les patients
non traités, mais aussi chez les patients efficacement traités par NUC ou aprés résection
chirurgicale, sont répertoriées dans le tableau 8. L’HBcrAg serait un marqueur prédictif du
développement de CHC. Cependant toutes ces études ont été menées sur des populations
asiatiques. Il n’existe pas de seuil consensus d’HBcrAg prédictif du CHC.

D’autres marqueurs ont été rapportés comme associé au risque de développer un CHC. Il
s’agit des variants épissés de I’ARN ou des délétions dans les domaines préS1 et préS2. Les
délétions préS pourraient diminuer la sécrétion de la grande protéine d’enveloppe et seraient
également associées a un risque de CHC chez les patients AgHBe négatif (Chen et al., 2007).

Les variants épissés de I’ARN sont détectés dans la majorité des sérums des patients
infectés chroniquement par le VHB. Cette charge virale d’ARN épissés est significativement
plus élevée chez les patients qui vont développer un CHC par rapport a ceux qui n’en
développent pas et augmente avant I’apparition du CHC (Bayliss et al., 2013).

Les ARN circulants pourrait étre un marqueur d’hépatocarcinogenese d’apres d’anciennes
études (Hilger et al., 1991). Toutefois, Halgand et al. ont rapporté que la présence d’ARNpg
au niveau de la tumeur hépatique était corrélée a I’absence d’invasion microvasculaire et a
une meilleure survie des patients (Halgand et al., 2018). Les études évaluant 1’utilité des

ARN-VHB (ARNpg, ARN tronqués,...) pour la prédiction du CHC manquent a ce jour.
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CHC

(n ;%)
Situation étudiée Population étudiée Mesure Suivi Résultat de I’étude Référence
médian
(années)
N=2666 Baseline 209;7.8% | Si 2000 < ADN-VHB < 20000 Ul/ml (Tseng et al., 2019)
Patients naifs de | Asiatique (Gt B, C), non cirrhotique 15,95ans | HBcrAg >4 log U/ml prédictif de CHC (HR 6,29) B
traitement Zs‘égzted‘(’r’:a}g/r"itdéegt'rg)‘Ot'q“es Baseline 71%77 %% | HBerag 29 log Ulmi prédictif de CHC (HR 5,05) (Tada et al., 2016)
N=109 Sous traitement 36, 33% HBcrAg détecté prédictif de CHC sous NUC (HR 3,53) (Honda et al., 2016)
Asiatique (Gt B, C) 6,5 ans ' ’
_ [AgHBe+]
Xs_ljé;tzlzigczlrﬁajl\élr{tce gt BetC) B\aseline et 113 : 8.9% HBcrAg >4,9 log U/ml a 1 an associé a la survenue de CHC (HR 6,15)
667 AgHBe + (dont 20% cirrhose) a 1 an de 8,9 ans [AgHBe-] (Hosaka etal., 2019)
traitement ' HBcrAg >4,4 log U/ml a 1 an associé a la survenue de CHC (HR 2,54))

601 AgHBe — (dont 25% cirrhose)

N=234
50% traités par NUC)

Baseline ou sous

57 (24,4%)

39% cirrhotique traitement 11,2;12;2,3 HBcrAg >3log U/ml) associé a la survenue de CHC (HR 2,77) (Kumada et al., 2013)
Asiatique (majorité Gt C)
N=207 (séroconversion HBe spontanée) Baseline, & 5 et
. s o , 0
Patients traités | Asiatique 10ans d’une |14 (6.8%) | g a0 >5 9] Jog U/ml & baseline HR 4,27 (To et al., 2019)
3.9% cirrhose séroconversion 13,1 ans
49.3% sous NUC HBe spontanée
X;ﬁz?jér?éﬁigg) " Baseline 83? 7(2;:1/;) [AgHBe-] HBcrAg >2,9log U/ml associé a la survenue de CHC (HR 2,13) (Liang et al., 2020)
358 AgHBe + (dont 19.6% cirrhose) ' 9 g 242109 ' getal.
1042 AgHBe — (dont 28.8% cirrhose)
= 0,
N .33.8 Baseline 14 (4.1%) HBcrAg >3 log U/ml et AgHBs <3log Ul/ml associé au risque de CHC (Suzuki et al., 2019)
Asiatique 5 ans
. - Baseline et sous
= 0, . 0, _
’7\16 2(:23((:510?1? &'Ugoigbgl\? .%I?n%%?elzfé)) C:SSIitSIguseans traitement (au 76 HBcrAg >4,67 log U/mL (pré-thérapeutique ; OR 5,95) (Cheung et al., 2017)
diagnostic du 1,5ans HBcrAg >3,89 log U/mL (sous traitement ; OR 3,27) 9 v
CHC
CHC)
21
Apreés résection | N=55 traités pour leur CHC, sous NUC Au diagnostic de | récurrences | au diagnostic de CHC, HBcrAg >4,8 log U/ml (Hosaka et al., 2010)
chirurgicale Majorité Gt C CHC (38%) sur | associé au risque de récurrence du CHC (HR 8,98) "
2,2 ans

Tableau 8 : Utilité¢ d’HBcrAg dans la prédiction de la survenue a long terme d’un CHC.
Hazard ratio (HR); odd ratio (OR); genotype (Gt)
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c. Prédiction de la réactivation du VHB sous immunosuppresseurs

La réactivation sous traitement immunosuppresseur n’est pas systématique chez tous les
patients immunodéprimés. Les nouveaux marqueurs utilisés seuls ou combinés pourraient
aider les cliniciens dans une prise en charge plus personnalisée de la prophylaxie antivirale de
la réactivation.

La positivité de I’HBcrAg a été rapportée comme prédictive d’une réactivation du VHB
par Seto et al. chez des patients asiatiques avec un profil d’infection B occulte (AgHBs
négatif/AcHBc positif) et recevant du rituximab ou greffés de cellules souches
hématopoiétiques, en utilisant un seuil de détection a 2 log U/ml (Seto et al., 2016).

Les anticorps anti-HBc quantitatifs pourraient étre un meilleur marqueur que ’HBcrAg
pour identifier les patients a risque de réactivation. Caviglia et al. ont ainsi démontré qu'une
valeur d’anti HBc supérieure a 4,4 COI (cut-off index) était indépendamment associée a la
détection de I'ADNccc chez des donneurs de foie anti-HBc positif tandis que la plupart des
individus étaient négatifs pour I'HBcrAg sérique (Caviglia et al., 2018). Dans une cohorte
longitudinale de patients atteints de lymphome et un profil d’infection résolutive pour le
VHB, une concentration d'anti-HBc supérieure a 6,41 Ul/mL était associé a un risque accru de
réactivation du VHB (HR de 4,52). La combinaison d’un taux élevé d'anti-HBc et d’un taux
faible d'anti-HBs (< 56 UI/L) pourrait identifier les patients présentant un risque tres elevé de
réactivation du VHB (HR 17,29) (Yang et al., 2018).
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3.2.6.2. Prédiction de la reponse aux traitements actuels

Si Ion parvient a objectiver la perte de ’ADNccc intrahépatique (directement ou
indirectement), la perte de I’AgHBs est peut étre un critére trop strict de guérison si I’AgHBs
mesuré est produit exclusivement a partir de I’ADN intégré. De nouveaux marqueurs seraient
utiles pour prédire la réponse aux traitements a la place ou avant la perte de 1’AgHBs

(Tableau 9).

a. Sous interféron

Les ARN circulants diminuent sous traitement par interféron (Farag et al., 2020;
Jansen et al., 2016; van Bommel et al., 2018). L’HBcrAg et I’ARN-VHB sont proposés
comme marqueurs prédictifs négatifs, en complément de I’AgHBs et de I’ADN au cours du
traitement chez les patients AgHBe positif ou négatif traités par PegIFNa. Ils permettraient de
prédire la perte de I’AgHBe chez les patients AgHBe positif. Le déclin de ’ARN et de
I’HBcrAg est plus important chez les répondeurs au traitement que chez les non répondeurs.
Des valeurs de ces marqueurs au-dela des seuils définis, dans ces petites séries, a 12 semaines
de traitement ont une valeur prédictive négative d’au moins 90% d’une non réponse au
traitement (Chuaypen et al., 2016) (van Bommel et al., 2018).

Chez les patients AgHBe positif, plus le titre d’anti-HBc est élevé plus la probabilité
de faire une séroconversion HBe sous traitement par NUC ou IFN est importante (Fan et al.,
2016; Yuan et al., 2013).
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b. Sous NUC

Les nouveaux marqueurs ont eté étudiés chez les patients traités depuis plusieurs
années sous NUC. Ainsi, ’'HBcrAg et ’ARN-VHB restent détectés chez certains patients
traités comme observé dans une cohorte de 66 patients négatifs vis-a-vis de 1’AgHBe, non
cirrhotiques et traités par TDF avec une charge virale ADN-VHB indétectable depuis plus de
5 ans (Carey et al., 2020). Apres 3 ans sous ce traitement, 33% et 30% des patients avaient un
HBcrAg détectable et un ARN détecté respectivement. A 5 ans, 27% et 14% des patients
étaient positifs vis-a-vis de ’HBcrAg et de I’ARN respectivement, tandis que I’ADN restait
indétectable.

Ces nouveaux marqueurs pourraient étre une aide pour l’arrét des NUC en toute
sécurité. En effet, contrairement a I’AgHBs, ces marqueurs ne sont pas influencés par
I’intégration du génome. La non détection de ces marqueurs pourrait étre un bon reflet de la
perte de I’ADNccc ou du controle de son activité transcriptionnelle sous traitement.

Dans une étude menée chez 33 patients avec un ADN-VHB indétectable, la détection
d’ARN-VHB a la fin du traitement par NUC était associée a un risque de rebond virologique
24 semaines apres 1’arrét du traitement (Wang et al., 2016).

L’apport de I’ARN et de I’'HBcrAg pour guider 1’arrét des NUC a été évaluée (i) avant
la perte de I’AgHBs chez 23 patients AgHBe négatif, non cirrhotiques, traités efficacement
depuis au moins 3 ans, (ii) suite a la perte de I’AgHBs chez 19 patients. Cette étude inclut des
patients infectés par différents génotypes (A-E), avec une prédominance de génotype E. Parmi
les 23 patients, une augmentation sévere des ALAT a été observée chez 4 patients (17%) entre
2 et 6 mois de l'arrét du traitement et a nécessité une reprise du traitement. L’HBcrAg et
I’ARN-VHB ¢étaient détectés a 1’arrét du traitement chez tous les patients, sauf un pour
I’ARN, qui ont présent¢ une augmentation importante des transaminases. Parmi le petit
effectif de patients traités avec un statut négatif pour I’AgHBs, les 2 patients qui ont présenté
une réactivation de I’ADN-VHB apres Iarrét du traitement étaient positifs pour ’ARN et
négatifs en HBcrAg. Ainsi, ’HBcrAg et ’ARN pourraient servir a distinguer les patients
AgHBe négatif, positif ou négatif vis-a-vis de I’AgHBs, a risque de développer une cytolyse
hépatique sévére ou une réactivation du VHB a I’arrét des NUC (Carey et al., 2020).

Un niveau intermédiaire de guérison, appelé « guérison parafonctionnnelle », situé

avant la guérison fonctionnelle (caractérisée par la perte de I’AgHBs) a été proposée.
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La « guérison parafonctionnelle » est caractérisée par une perte soutenue de I’ARNpg.

L’AgHBs peut étre retrouvé a ce niveau a un taux faiblement positif contrairement a la
guérison fonctionnelle (Wang et al., 2017). Cela implique que I’ARN détecté dans le sérum
des patients soit spécifiquement de I’ARNpg. Or, aucune technique ne garantit une
quantification de I’ARNpg uniquement.
Chez les patients AgHBe — contrdlés sous NUC depuis plusieurs années, le taux d’HBcrAg
serait prédictif du risque de rechute aprés un arrét éventuel du traitement. Jung et al. ont
montré chez 68 patients asiatiques AgHBe - qu’un taux d’HBcrAg supérieur a 3,7 log U/ml a
I’arrét du traitement était prédictif d’une rechute virologique, dans I’année suivant 1’arrét,
définie par un ADN supérieur & 2000 Ul/ml (OR 3,751) (Jung et al., 2016).

La dissociation des concentrations sériques d’ADN, d’ARN et de I’'HBcrAg chez les
patients traités par NUC suggere que ces nouveaux marqueurs substitutifs de I’ADNccc
seraient indicatifs de la persistance de I’activité transcriptionnelle de cet ADNccc sous
traitement. Ces études souvent menées sur de petits effectifs et principalement dans la
population asiatique nécessitent d’étre confirmées sur de plus larges cohortes.

Le titre anti-HBc est également associé¢ au risque de rechute a I’arrét des NUC et
pourrait ainsi permettre d’identifier les patients traités chez qui 1’arrét des NUC peut étre

envisageé en toute sécurité (Chi et al., 2019)
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Traitement (A . Population . . .
antiviral Intérét potentiel studiée Marqueur Mesure a Seuil retenu Référence
N=62 AgHBe
PeglFNa  +/- . y A o | naqafi J gAgHBs et . AgHBs 3,14 log Ul/mL + HBcrAg 3,45 log U/mL (Martinot-Peignoux et
TDF Régle d’arrét du PegIFNa 'r&e_%a)tlf (génotype HBcrAg Baseline (VPP 80,3% VPN 765%) al., 2016)
N=86
PeglFNo  + L . (41 AgHBe +; 45 R . Faible CV ARN a baseline prédictive d’une réponse a
adefovir Suivi sous traitement AgHBe -) ARN-VHB Baseline S72 : OR 0,44 (AgHBe - uniquement) (Jansen et al., 2016)
N=46 HBcrAg >8 log U/ml & S12 ; VPN 94,4% d’atteindre une
PeglFNa Regle d’arrét du PeglFNa? | AgHBe + HBcrAg S12 . . . NP L0 (Chuaypen et al., 2016)
- reponse virologique a I’arrét du traitement
Asiatique
N=131 AgHBe +
PeglFNo  +/- . . A o | N=76 PeglFNa i . ARN > 55 log copies/ml identifie 30% des non- | (van Bémmel et al.,
lamivudine Régle darrét du PeglFNo: N=55 PeglFNa + ARN-VHB Baseline, 12, 524 répondeurs a S12 (VPN 90%) 2018)
lamivudine
96% Asiatiques
N=133  AgHBe ARN >3,2 log copies/ml (VPN 91% a S12; 93% a S24)
PeglFNa Régle d’arrét du PegIFNa? | négatif ARN-VHB Baseline a S144 CV ARN plus faible & S12 chez les patients qui ont un | (Farag etal., 2020)
caucasiens AgHBs <100 Ul/ml ou qui ont perdu I’AgHBs a S144
N=57 AgHBe A larrét du
NUC s A négatif traitement (x1 | HBcrAg indétectable chez tous les patients qui ont perdu | (papatheodoridi et al.,
(TDF/ETV) Aide a Parrét des NUC Caucasienne  non HBCrAg mois du | ’AgHBs 2020)
cirrhotiques retraitement)
e N=50 e . . S , ]
NUC Prédiction de la Caucasienne ARN-VHB Initiation, a 3 et 6 | ARN & baseline ou une diminution de I’ARN sous | (van Bémmel et al.,

séroconversion HBe

Non cirrhotique

mois du traitement

traitement prédictifs d’une séroconversion HBe

2015)

Tableau 9 : Applications cliniques des nouveaux marqueurs aux traitements actuels.
VPN : valeur prédictive négative ; VPP : valeur prédictive positive ; S : semaine ; OR : odd ratio ; CV : charge virale
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3.2.6.3.  Nouveaux marqueurs et thérapeutiques en développement

Nous commengons a avoir des premieres données sur 1’évolution des nouveaux
marqueurs avec les thérapeutiques en développement grace aux résultats des premiers essais

cliniques menés en particulier avec les inhibiteurs de capsides (CAM).

L’effet des inhibiteurs de capside a ét¢ évalué dans une étude de phase 1 chez des
patients naifs de traitement, apres un traitement de 28 jours par la molécule JNJ-6379 (Zoulim
et al., 2020). Une diminution de 0,5 log U/mL des concentrations d’HBcrAg a été observée
chez un petit groupe de patients, principalement ceux avec des valeurs d’ALAT comprises
entre 1 et 2,5 fois la normale. La diminution d’HBcrAg observée aprés 28 jours de traitement
chez quelques patients serait due a une inhibition directe de la libération de protéines HBc,
plus qu’a un effet sur le pool d’ADNccc. En effet, la durée de traitement est trop courte pour
évaluer I’effet sur I’ADNccc. De fortes diminutions de I’ARN-VHB ont été observées quel
que soit la dose administrée. Cette diminution observée de I’ARN-VHB était attendue compte
tenu du mode d’action supposé de cette molécule qui est d’accélérer la formation de capsides
vides sans ARNpg ce qui inhiberait le relargage de particules virales contenant de I’ARN ou
de I’ADN. Les résultats de phase 2 pour cette molécule JNJ-6379 associé a un NUC ont eté
présentés au dernier congrés de ’EASL et confirme une diminution aprés 24 semaines de
traitement une diminution de I’ARN, associ¢e a I’ADN mais un effet limité sur I’AgHBs et
I’AgHBe.

Une diminution d’HBcrAg et de ’ARN-VHB a également été observée chez la
majorité des patients AgHBe positif ou négatif avec une bithérapie associant un NUC et
I’ABI-H0731 (vebicorvir), une autre molécule dans la classe des CAM (EASL 2020 ;
Abstract AS070 ; LP30).

Concernant les autres classes thérapeutiques en développement, les études cliniques
sont en cours. Nous devrions avoir plus d’informations trés prochainement car le plus

souvent, ces études integrent le dosage de ’HBcrAg et de I’ARN-VHB.
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4. VERS UNE ELIMINATION DE L’HEPATITE B COMME
MENACE DE SANTE PUBLIQUE?

L’¢limination de I’hépatite B et des hépatites virales au sens large comme menace de
santé publique a 1’horizon 2030 est un défi majeur. Cela implique une réduction de 90% de
I’incidence et d’une diminution de 65% de la mortalité. La prévalence de I’AgHBs chez les
enfants de 5 ans est considérée comme un marqueur indicatif de I’incidence cumulée des
infections B chroniques. Un des objectifs dans la stratégie d’élimination mise en place est
d’obtenir une prévalence de I’AgHBs inférieure a 0,1% en 2030 dans cette population.
Actuellement, nous ne disposons pas de traitement curatif. Les stratégies pour parvenir a une
guérison combineront certainement des antiviraux a action directe et des thérapeutiques
immuno-médiées. L’¢limination des hépatites virales requiert (i) la prévention de I’infection
chez les nouveau-nés, (ii) de stopper la transmission mére-enfant de I’infection, (iii) I’accés
aux tests et aux traitements a tous ceux qui en ont besoin, en particulier dans les groupes a
risque et dans les pays a ressources limitées. Malgré 1’existence d’antiviraux efficaces et de
moyens de prévention, le nombre de nouvelles infections augmente dans plusieurs régions du
monde. Au niveau mondial, peu de personnes vivant avec le VHB sont traitées. Avec les
thérapeutiques actuelles, ce traitement doit étre pris a vie ce qui représente un colt important.

L’¢élimination n’est possible qu’avec des moyens financiers importants. La pandémie de
COVID-19 et la crise économique qui en découle pourraient mettre en péril les financements
alloués aux hépatites virales. La révision des objectifs sera peut-étre nécessaire.

93



4.1.Les enjeux

4.1.1. Vacciner

La vaccination demeure un enjeu majeur dans la lutte contre I’hépatite B. Cette
vaccination est devenue obligatoire en France depuis 2018. Elle est recommandée par ’OMS
chez les personnes exposées a un risque ¢élevé d’infection par le VHB dans les tranches d’age
plus avancées qui n’ont pas été vaccinées a la naissance. Un rattrapage peut étre proposé dans
les pays d’endémicité faible ou intermédiaire chez ces personnes, en particulier dans les
groupes a haut risque d’infection. La plupart des pays ont mis en place des programmes de
vaccination néonatale universelle contre le VHB. Il reste maintenant a améliorer le taux de
vaccination a la naissance. L’immunisation contre le VHB deés la naissance constitue une
pierre angulaire de la prévention de la transmission périnatale et horizontale du virus, source
importante d’infection chronique a I’échelle mondiale. L’OMS recommande pour tous les
nourrissons que la premiére dose vaccinale soit administrée des que possible, idéalement dans

les 24 premiéres heures de vie, et qu’elle soit suivie par 2 ou 3 doses a distance.

4.1.2. Dépister, avoir acces aux tests et aux traitements

L’élimination globale du VHB est un objectif ambitieux. Pour y parvenir, la
couverture diagnostique doit étre augmentée pour atteindre 90% de personnes diagnostiquées
en 2030. Le dépistage systématique anténatal pour toutes les femmes enceintes est maintenant
recommandé par I’OMS, le plus précocement possible, en particulier dans les pays avec une
prévalence de I’infection supérieure a 2%, au moins une fois durant la grossesse. La grossesse
représente une opportunité idéale de dépistage. Ce dépistage passe par la recherche de
1I’AgHBs et doit &tre combiné au dépistage du VIH et de la syphilis.

Il convient d’identifier les patients infectés par le VHB qui ont une indication a la mise
sous traitement antiviral. Classiqguement, le diagnostic et le suivi des patients dans les pays du
Nord repose sur le suivi de marqueurs sérologiques (AgHBs, AgHBe, ...) et moléculaire
(charge virale ADN). Ces examens sont réalisés a partir de sérum ou de plasma et nécessitent
du personnel compétent en biologie moléculaire, et un équipement particulier (centrifugeuse,

automate, consommables, ...).
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La majorité des patients infectés vivent dans des pays a ressources limitées qui sont
confrontés a de nombreuses difficultés pour le suivi biologique de ces patients (coft,
équipement, compétence technique...). Dans ces pays, les laboratoires centraux équipés, avec
un personnel formé, sont souvent dans les capitales et donc éloignés géographiquement des
patients, ce qui ne facilite pas leur suivi et est une source de perte de vue de ces patients. La
réalisation du prélevement veineux sanguin est un geste technique. Les contraintes
préanalytiques sont nombreuses lorsque [’on travaille sur sérum ou plasma. Une
centrifugation rapide des prelevements ainsi que la conservation des échantillons a des
températures controlées avant analyse sont nécessaires. Le transport de ces échantillons
biologiques n’est pas aisé. Pour pallier a ces contraintes et faciliter I’accés aux tests
classiquement utilisés pour le suivi des patients infectés par le VHB, deux types d’approches
peuvent alors étre envisagées. Une premicre approche consiste a réaliser I’analyse au plus
pres des patients a ’aide de tests faciles a utiliser dits « Point-of-care » (POC) ou test de
diagnostic rapide (TDR). Ces tests, développés pour la détection de I’AgHBs, sont adaptés
aux pays a ressources limitées et a certaines populations marginalisées et devrait faciliter le
dépistage des populations.

La seconde approche consiste a développer des méthodes alternatives d’acheminement
facile des prélevements sanguins, tels que les prélevements sur support buvard (ou dried-
blood spot ; DBS), aux laboratoires spécialisés. Les DBS ou cartes de sang séché peuvent étre
réalisés a partir de sang capillaire prélevé au bout du doigt. Le support DBS combiné a
’utilisation d’une technique de biologie moléculaire a rendu rapide automatisée a été
récemment évalué par notre équipe et par d’autres et présente des performances satisfaisantes
(Annexe 3) (Bargain et al., 2020; Poiteau et al., 2020; Roger et al., 2020). Les DBS
constituent une alternative intéressante au prélevement veineux sanguin et pourraient faciliter
le suivi de la charge virale VHB chez les patients avec les techniques de biologie moléculaire

les plus récentes.

La couverture thérapeutique doit étre améliorée pour atteindre 80% en 2030. Elle
dépend du diagnostic des patients infectés suivi d’un lien avec le soin. Pour cela des plans
nationaux doivent étre développés par chaque pays. Cet objectif sera difficile a atteindre en
particulier dans les pays a ressources limitées. Néanmoins, la disponibilité de genériques du
TDF, molécule avec une barriére génétique a la résistance élevée, devrait aider a disposer de

traitements moins couteux, efficaces et bien tolérés a large échelle.
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Il est également indispensable de traiter toutes les personnes qui ont une indication de
traitement et en particulier les femmes enceintes avec une réplication virale importante pour
prévenir la transmission meére-enfant. Un élargissement des indications de traitement aux
patients avec une infection chronique AgHBe positif est discuté. En effet ces patients ont une
réplication virale tres élevée et sont donc particuliérement a risque de transmettre le virus. Le
traitement de ces patients, voire de tous les patients, sur le modéle du VIH, pourrait permettre

de diminuer les chaines de transmission du virus.
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OBJECTIFS DES TRAVAUX DE RECHERCHE

Les connaissances sur le VHB évoluent constamment. Néanmoins, des inconnus
subsistent concernant la morphogenése des particules virales. Les systémes d’étude du cycle
disponibles sont imparfaits et les marqueurs utilisés pour suivre l’infection offrent une
information limitée pour la prise en charge clinique des patients. La fluctuation de la
production des particules virales et sous-virales circulantes du VHB au cours de I’histoire
naturelle de I’infection est trés mal caractérisée. Une détermination fine de la nature et de
I’abondance de ces particules circulantes est intéressante et permettrait d’affiner notre
compréhension sur les effets des nombreuses thérapeutiques actuellement en développement.
En paralléle, de nouveaux marqueurs antigéniques et moléculaires sont développés et
proposés pour le diagnostic ou le suivi de I’hépatite B. Cependant, I’apport de ces marqueurs
dans différents contextes cliniques et pour différentes populations de patients reste a évaluer.
De nombreuses études ont été conduites sur des populations asiatiques dont les
caractéristiques, tant sur le plan de 1’hote que du virus, sont trés différentes de celles
rencontrées dans d’autres populations endémiques pour cette infection. Les objectifs et
travaux de cette thése s’inscrivent dans ce contexte et se déclinent en trois volets
indépendants. La premiere partie est un travail mené in vitro. Il s’agissait de développer un
outil utile pour la caractérisation des formes circulantes du VHB. Le premier objectif était
d’étudier les formes circulantes du VHB, classiques et nouvellement décrites, dans le plasma
de patients en fonction du génotype et du statut vis-a-vis de I’AgHBe a 1’aide de gradients de
vélocité. Ce travail s’est déroulé en plusieurs étapes. Il a d’abord fallu mettre au point la
technique de séparation des particules en gradient de vélocité ainsi que la technique de
détection/quantification de I’ARN-VHB. Aprés sélection et caractérisation des plasmas
d’intérét, 1’étude des formes virales circulantes a été conduite. En paralléle du travail mené in
vitro, des expériences originales ont également été conduites in vivo. Nous nous sommes
intéressés a 1’apport des nouveaux marqueurs dans différents contextes cliniques. Ainsi, nous
avons étudié la contribution d’un nouveau test disponible pour I’AgHBs, dit ultrasensible avec
trois panels d’échantillons cliniques négatifs ou avec des titres tres faibles d’AgHBs. Enfin,
nous avons analysé I’apport de I’HBcrAg et de I’ARN-VHB chez les patients cirrhotiques,
mono-infectés par le VHB, inclus dans la cohorte nationale CirVir, pour prédire la survenue

d’un carcinome hépatocellulaire, ou d’une décompensation hépatique.
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TRAVAUX DE THESE

Axe I. Caractérisation des formes circulantes du virus de I’hépatite B selon le

statut de I’AgHBe et le génotype a 1’aide de gradients de vélocité.

Ce travail a fait I’objet d’une communication orale a la réunion annuelle de I’AC42 Réseau

National des Hépatites virales de I’ANRS le 6 février 2020 a Paris.

Full characterization of hepatitis B viral forms from patient plasma according to their HBeAg
status and genotype using velocity gradients
C. Pronier; J. Bomo; V. Genet, P. Gripon; V. Thibault

En cours de soumission

Les connaissances sur la morphogenese du VHB ne cessent d’évoluer depuis la
découverte du virus. Une particularité de ce virus est la production en trés grandes quantités
de particules sous-virales, constituées uniquement de protéines d’enveloppe, ce qui a
contribué a la découverte du virus et a la mise au point d’un vaccin. Cette surexpression de
particules sous-virales par rapport aux virions infectieux va contribuer a un épuisement du
systéeme immunitaire par surcharge antigénique, I’empéchant de controler 1’infection. Comme
décrit précédemment dans la partie 1.3 de ce manuscrit, de nouvelles formes de particules
virales ont été décrites pour ce virus, notamment des capsides enveloppées ou non et avec ou
sans génome (ADN ou ARN). La répartition qualitative et quantitative ainsi que le role de ces
différentes particules circulantes dans le plasma des patients au cours de I’histoire naturelle et
leur évolution sous traitement antiviral reste a définir.

Ainsi, nous avons mis au point un systeme de séparation des particules a 1’aide de gradient
de vélocité. Grace aux marqueurs classiques (AgHBs, ADN-VHB) et aux nouveaux
marqueurs que sont I’HBcrAg et I’ARN-VHB, nous avons caractérisé les particules
circulantes chez les patients selon le statut vis-a-vis de I’AgHBe. Le marqueur HBcrAg,
développé par une équipe japonaise, dose théoriquement 3 protéines : HBc, HBe et p22cr. Si
son intérét émerge en pratique clinique pour le suivi des patients, peu de données existent sur
ce qui est réellement détecté par ce dosage. Seules quelques publications rapportant des
dosages d’HBcrAg effectués sur des fractions de gradient sont disponibles mais uniquement a

partir de plasma de patients asiatiques infectés par un VHB de génotype B ou C. C’est
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pourquoi, nous avons fait le choix de sélectionner des plasmas de donneurs de sang infectés
par un genotype D ou E.

Les objectifs de ce travail étaient : (i) de caractériser les formes virales circulantes selon le
statut AgHBe et le génotype, a 1’aide de tous les marqueurs antigéniques et moléculaires

disponibles, (i1) d’améliorer les connaissances sur le nouveau marqueur HBCrAg.

Les expériences ont été menées a partir de quatre plasmas de donneurs de sang, fournis
par I'INTS, avec un grand volume disponible de maniére a pouvoir répéter les
expérimentations et les standardiser. Les critéres de sélection de ces plasmas étaient le statut
vis-a-vis de I’AgHBe (positif ou négatif), le génotype (D ou E) et une charge virale supérieure
a 6 log Ul/ml. Les plasmas ont été caractérisés notamment pour I’ARN-VHB et I’'HBcrAg
puis des gradients de vélocité en Nycodenz ont été réalisés a partir de ces plasmas. Le choix
du Nycodenz était justifier par la possibilité d’utiliser éventuellement les fractions générées

pour de la culture cellulaire sans risque de cytotoxiciteé.

Les profils obtenus aprés fractionnement montrent une bonne séparation des particules
complétes infectieuses des particules sous-virales. Un pic d’HBcrAg est détecté au niveau de
la fraction enrichie en particules complétes infectieuses (VP riche en ADN) tout comme un
pic d’ARN-VHB, excepté pour le plasma avec des valeurs plus faibles pour tous les
marqueurs dosés. Dans ces fractions, ’HBcrAg détecte essentiellement la protéine HBc du
virus, qui constitue la capside. Un second pic d’HBcrAg situé au-dessus de la fraction
enrichie en particules sous-virales (pic d’AgHBs correspondant au SVP) est observé pour les
plasmas AgHBe positif et correspond a I’AgHBe ¢galement détecté par ce marqueur. De
manicre plus surprenante, un second pic d’HBcrAg, de moindre intensité, est également
détecté dans les fractions supérieures du gradient pour les plasmas AgHBe négatif. La

signification de ce pic tardif inattendu n’est pas connue.

Grace aux expériences menées avec un détergent (NP-40) et a une approche
mathématique, nous avons pu identifier les formes virales circulantes dans ces plasmas. Au
total, au-dela des formes bien connues (VP et SVP), nous avons également détecté (i) des
particules enveloppées contenant de ’ARN, (ii) des capsides vides (sans acide nucléique)
enveloppées, avec de I’HBs pour les plasmas AgHBe négatif (= virions vides) et sans HBs

pour les plasmas AgHBe positif. Les particules a ARN circulent en concentration plus faible
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que les particules virales infectieuses contrairement aux capsides enveloppées sans acide

nucléique qui sont en exces par rapport aux VP.

L’approche que nous avons développée est rapide, reproductible et complémentaire du
traditionnel gradient de densité de sucrose ou de chlorure de césium a 1’équilibre. Si peu
d’échantillons ont été testés, il s’agit des premiers profils de gradients générés a partir
d’échantillons non asiatiques, comparant les profils selon le statut AgHBe et présentant
I’ensemble des marqueurs classiques et nouveaux. Cette approche offre plusieurs applications
intéressantes. Elle pourrait servir a étudier I’effet des antiviraux en développement sur les
différentes particules virales ou aider, par un enrichissement rapide en particules virales, a
I’infection du modéle de culture 3D des hépatocytes humains primaires actuellement en

développement dans I’équipe.
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Title: Characterization of hepatitis B viral forms from patient plasma using velocity gradient:

evidence for different viral entities according to HBeAg status

Authors Charlotte Pronier; Jéerémy Bomo; Valentine Genet; Philippe Gripon; Vincent
Thibault

Abstract

Hepatitis B virus (HBV) morphogenesis is characterized by a large over production of
subviral particles (SVP) in addition to complete viral particles (VP) during the replication
cycle. More recently, other viral forms have been described as empty virions or RNA-
containing particles. Little is known about the production of these new forms according to the
patient's HBeAg status or in non-Asian genotypes. The objectives of the study were to
characterize circulating HBV forms in patient’s plasmas and to gain experience on recently
developed HBV markers such as HBcrAg and HBV-RNA. Plasmas from 4 chronic hepatitis B
(CHB) patients, HBeAg positive or negative, genotype D or E, were fractionated on
Nycodenz velocity or sucrose density gradients. Antigenic (HBsAg, HBcrAg, HBeAg) and
molecular markers (DNA, RNA) were measured in plasma and in each collected fraction.
RNA-containing particles were present in all tested plasmas except one HBeAg negative, at
lesser concentrations than Dane particles. Detection of HBcrAg in the bottom fractions
containing both HBV DNA and RNA indicates the presence of capsids, while a positive
signal on the upper fractions rather indicates HBeAg reactivity from HBeAg positive plasmas.
Based on a calculation approach and detergent experiments, we have characterized the
different forms co-localizing in the VVP-enriched fractions. Differences between circulating
viral forms according to HBeAg status were observed in plasmas of naive chronically HBV
infected patients. For HBeAg positive plasmas, the observed large excess of capsids
compared to VP were likely enveloped within a lipid structure not containing HBs. Such new
viral forms were tentatively named "budding capsid”. For HBeAg negative plasmas, the
observed very large excess of capsids compared to VP were likely enveloped with HBs and
corresponded to empty virions. The high reproducibility observed for the velocity gradients
and the good agreement with standard density sucrose gradient make this approach useful to
better characterize HBV forms. Using velocity gradients and all available, classical and new,
standardized biomarkers, our study provides a detailed characterization of HBV circulating
forms in patients infected with different genotypes. Significant differences were also noticed

in circulating viral forms in plasmas according to their HBeAg status.
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Such rapid and reproducible fractionation approach should help to understand the regulation
of each viral forms production at different stages of CHB or to appreciate the impact of new
antivirals in development on each of them. Despite undefined positioning in clinical practice
so far and an important reactive interference with HBeAg, the HBcrAg assay presents a good
sensitivity to detect HBc proteins forming capsids and should find specific indications,

particularly for the management of HBeAg negative patients.

Keywords: viral particles, HBV-RNA, HBcrAg, biomarker; empty virions; HBeAg;

morphogenesis
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Introduction

Hepatitis B virus (HBV) belongs to the Hepadnaviridae family, which gathers DNA
reverse transcribing hepatotropic viruses [1]. Virus replication cycle occurs in hepatocytes.
Virus entry involves direct interaction between the Na+ taurocholate cotransporting
polypeptide (NTCP) receptor and the large Hepatitis B surface protein (L-HBs). After
intracellular trafficking through microtubules, relaxed circular DNA (RC-DNA) is released in
the nucleus and converted to the so-called covalently closed circular (cccDNA), a
minichromosome-like structure lifelong persisting in infected hepatocytes. cccDNA is the
template for transcription of mMRNAs and pregenomic RNA (pgRNA) that are then exported to
the cytoplasm for translation. pgRNA is encapsidated and reverse-transcribed to generate new
RC-DNA. Then, either RC-DNA returns to the nucleus for cccDNA pool replenishment or is
assembled to form new virions released by exocytosis [2]. Release of virions implies
multivesicular bodies and ESCRT pathway [3].

HBV morphogenesis follows several complex pathways [4]. In parallel to infectious viral
particles (VP), composed of enveloped capsid-containing RC-DNA and known as 42 nm
diameter Dane particles, non-infectious subviral particles (SVP), circulating as 22 nm
diameter spheres or filaments, are produced in large excess. Spheres are released via the
secretory pathway while filaments are released like virions [5]. SVP play a role as immune
regulator and contribute to the persistence of infection. Current antiviral analogs have little
effect on SVP production for two main reasons, first HBsAg can be translated from integrated
HBV DNA and second, cccDNA decreases very slowly during therapy. In addition to VP and
SVP secretion, other types of HBV particles have been recently identified in vivo or in vitro.
Empty virions (EV) consisting of genome free enveloped capsids, have been found in large
amounts in patient's blood and in culture models [6]. Naked empty capsid are regularly
released into cell culture supernatants but it is less clear whether such viral forms circulate in
plasma of infected patients [7]. Although it is accepted that RNA-containing particles also
circulates in the bloodstream, uncertainties remain about the exact composition of circulating
RNA species and the nature of circulating RNA-containing particles. The precise circulating
HBV-RNA forms have not been completely investigated. Circulation and stoichiometry of all
these particles may broadly vary according to patient, genotype and phases of infection.

The outcome of HBV infection is linked to both viral and host factors and persistent infection
may lead to liver cirrhosis and hepatocellular carcinoma (HCC). Nine HBV genotypes (A-I)

have been currently identified, based on more than 7.5% nucleotide divergence.
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HBV genotypes are heterogeneously distributed worldwide and are therefore unequally
distributed among populations with heterogeneous genetic backgrounds. Consequently, a link
exists between viral genotypes, natural history and treatment response [2,8]. Genotype D,
itself subdivided in several subgenotypes, has a broad and overlapping geographic
distribution. Genotype D chronic infection, mostly HBeAg negative, is more likely to cause
severe liver disease than genotype A2 infection. By contrast, genotype E is largely restricted
to Sub Saharan Africa. Genotypes E and to a lesser extent D, are less studied compared to B
and C Asian genotypes. Nevertheless, genotypes D and E are of interest, particularly in
Europe as they represent a large proportion of the circulating strains. There are two major
entities of chronic HBV infection according to the HBeAg serological status [9]. However,
few data are available on the nature of circulating particles according to the HBeAg status or
the genotype.

New biomarkers have emerged these last years for HBV management including Hepatitis B
core-related antigen (HBcrAg) and HBV-RNA. Such markers should contribute to a more
accurate classification of the disease, differentiating at-risk patients to those with more
favorable outcomes and leading to individualized care of patients. HBcrAg is a composite
marker composed of HBcAg, HBeAg and a 22 kDa core-related protein (p22cr) [10]. Higher
HBcrAg levels are measured in HBeAg positive patients than in HBeAg negative. HBV-
RNAs are detected in the serum of patients at different levels [11]. Despite heterogeneous
quantification protocols, the existence of circulating HBV-RNA is now admitted. These
markers have recently been studied as tools to classify patient disease stage status or
progression to HCC, to predict HBeAg and HBsAg loss or reactivation during
immunosuppression and to evaluate treatment efficacy or chance of HBsAg clearance after

treatment discontinuation [12].

The objective of the study is to depict circulating HBV viral forms in patients' plasma,
using a new efficient and rapid system that combines use of velocity gradients and recently
developed markers, HBcrAg and HBV-RNA?
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Materials and Methods

Plasma samples:

The plasmas of 4 blood donors with chronic hepatitis B were provided by INTS (national
blood transfusion institute) to perform all gradient experiments. The selection criteria were:
the HBV-genotype (D or E), the HBeAg status (positive or negative) and a high-level viral

replication above 6 log 1U/mL.

Preparation of gradient solutions:

The Nycodenz® (Axis Shield POC, Oslo, Norway) gradient was prepared with a 26%
Nycodenz phosphate-buffered saline solution with a freeze (overnight) / thaw cycle.

The sucrose (Sigma-Aldrich Inc., St. Louis, MO, USA) gradient was prepared with 5 sucrose
solutions: 30%, 37.5%, 45%, 52.5% and 60% (w/w). One milliliter of each solution was
layered in a tube with a peristaltic pump (Minipuls 3, Gilson, Middleton, CT, USA) and then

left for diffusion over 24h at 4 °C before ultracentrifugation.

Gradient ultracentrifugation:

Plasma (0.2 mL) was deposited above the Nycodenz® or sucrose gradients in a 5mL, 13 x 51
mm, thinwall polyallomer tube (Beckman Instruments, Villepinte, France). A SWH55Ti
ultracentrifuge rotor (Beckman Instruments) was used and ultracentrifugation conditions were
40 minutes at 200,000g, at ambient temperature, or 16 hours at 100,000g at 4°C, for the
Nycodenz® or the sucrose gradients, respectively. After piercing the bottom of the tube with
an 18G needle, 14 to 16 fractions of approximately 250 puLL were collected. The density of
each fraction was calculated from their refractive index measured at 20°C using an Atago

refractometer.

HBV markers

Characterization of all available HBV markers, quantitative (HBsAg, HBcrAg, HBV-DNA,
HBV-RNA) and qualitative (HBeAg), was performed on each selected plasmas and their
corresponding separated fractions. HBcrAg assay was tested on non-diluted fractions while
the other assays were performed on a 1:10 dilution in phosphate buffered saline.

For serological assays, the quantitative Liaison XL Murex HBsSAg quant assay (Diasorin,
Antony, France) was used with a limit of quantification of 0.05 IU/mL. HBeAg was detected

using the Elecsys HBeAg assay (Roche, Meylan, France).
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Lumipulse® G HBcrAg assay (Fujirebio, Courtaboeuf, France) was performed on the
Lumipulse G600 I1, according to the manufacturer's recommendations. Only values above 3
logU/mL, the specified limit of quantification, were taken into account.

For molecular HBV markers, automated extraction of total nucleic acids was performed on
the MagNA Pure 96 system with the DNA and Viral NA Small Volume 2.0 kit (Roche,
Meylan, France). HBV-DNA was quantified in IU/mL (WHO Standard) as previously
described [13]. HBV-RNA, was quantified as previously described by Van Bommel et al.
with small modifications [14]. Briefly, the reverse transcription reaction was performed using
3’ RACE-long primer (5’-ACC ACG CTA TCG CTA CTC AC (dT);7 GWA GCT C- 3’)
with the High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystem, Illkirch,
France) and was followed by qPCR amplification. RT and gPCR were run in a CFX384
thermocycler (Biorad). Primers used were: forward primer 5’- CAA-CTT-TTT-CAC-CTC-
TGC-CTA-3’ and reverse primer 5’- ACC-ACG-CTA-TCG-CTA-CTC-AC-3°, with the
following program: an activation step of 95°C for 10 minutes followed by 40 two-steps cycles
of 15 seconds at 95°C and 60 seconds at 60°C.

NP-40 Treatment:
NP-40, was used to dissociate viral envelop. Plasmas were incubated with a 1% NP-40

solution (Fluka, St. Quentin Fallavier, France) at 37°C during 30 min before being deposited

on gradients.

Calculation detail

Calculations were made according to the known composition of the different viral particles.
For DNA, we considered that each Dane particle contains one copy of DNA and a conversion
factor of 5 copies equal to 1 1U was used [15]. For HBsAg, we applied a similar approach as
Luckenbaugh et al. and considered that 1 1U of HBs was equal to 4 ng of HBs, corresponding
to 8.10° spherical SVP [6]. Considering that 20 nm subviral particles are composed of 100
protein subunits as determined by Heermann et al., we determined by sphere surface
comparison that 42nm VP contained 441 subunits with an equivalence of 1 IU representing
around 1.81 .10° VP [16]. For the capsid protein, we took into consideration the molecular
size of the protein (21 kDa) and the HBcrAg assay description, giving an equivalence for 1 U
of 10 fg, therefore corresponding to 2.72 .10°> HBc molecules [10]. Knowing that each capsid
is made of 240 capsomers, considering a T4 symmetry, 1U then corresponds to roughly 1130

capsids.
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Results

Four plasmas from blood donors with genotype D (n=2) or E (n=2) HB infection were
selected. For each genotype, one plasma was HBeAg positive and the other negative. As
shown in Table 1, all plasmas had comparable virological characteristics (median DNA 8.8
log IU/ml, RNA 5.3 log U/ml, HBsAg 7.5 log 1U/ml, HBcrAg 7.5 log U/ml). Notably, plasma
B7686 (HBeAg negative, genotype D) had the lowest values for all measured parameters in
particular for RNA. For all plasmas, HBV-DNA levels were approximately 3.7 log above the
HBV-RNA viral load. VPpna, the calculated amounts of VP according to DNA measurement
and SVPugs, the calculated amounts of SVP according to HBsSAg concentration were
determined. Calculated ratios of SVPugs on VPpna for each plasma show an overproduction
of SVP thousand to hundred thousand folds over VP.
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Table 1: Virological characteristics of the 4 selected plasmas.

VPpna corresponded to the calculated amount of VP according to DNA measurement.
SVPugs corresponded to the calculated amount of SVP according to HBSAg
concentration.

Genotype HBsAg HBcrAg
DNA VPpna SVPugs
Plasma (HBeAg (log (log SVPuss/VPoNnA
(log (log (number/mL) (number/mL)
status) IU/mL) U/mL)
IU/mL) U/mL)
B7195 D (+) 9.31 5.95 4.25 7.9 1.02E+10 1.43E+13 1401
B7505 | E (+) 9.40 5.37 4.49 8.2 1.26E+10 2.48E+13 1978
B7207 E(-) 8.21 521 4.00 7.2 8.11E+08 8.04E+12 9915
B7686 | D (-) 6.74 1.89 3.73 5.5 2.75E+07 4.32E+12 157 140
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The calculated percentage, percent of the amount of each marker in one fraction over
the total amount in all fractions, is graphically represented for each collected fraction (figure
1). Within the gradient, density values ranged from 1.264 to 1.027 g.cm™ and separations
were highly reproducible between experiments (data not shown). A DNA peak was
reproducibly identified in fractions 4 to 6 for all tested samples. As DNA is solely contained
in VP, fractions 4-6 were likely enriched in Dane particles (VP). The single HBsAg peak
observed in fractions 11 to 13, for all samples, likely identified SVP. The velocity approach
offered a good resolution to separate VP from SVP. Noteworthy, the richest DNA fraction for
each plasma was associated with slightly detectable HBsAg, with values below 17 IU/mL. By
contrast, a first HBcrAg peak with HBcrAg levels above 6 log U/ml, was detected in these
very VP-enriched fractions (lower fractions; F4-F6). This detection was observed for all
tested plasmas, except sample B7686 with a crude circulating HBcrAg value of 5.5 log U/mL.
For this sample, VP enriched fractions contained up to 3.8 log U/ml HBcrAg, slightly less
than for the other plasmas. For both HBeAg positive samples, a second HBcrAg peak was
observed in the upper fractions, above the HBsAg peak (fractions 14-15), and likely
corresponding to HBeAg as confirmed by a specific HBeAg assay (data not shown).
Surprisingly, on HBeAg negative samples (B7207 and B7686), HBcrAg was also detected
and quantified in the last upper two fractions (F13-14) with concentrations around 4.4 log
U/ml in each of these fractions. These values were at least one hundred fold lower than values
obtained for the same fractions on HBeAg positive samples. Yet, all fractions collected from
HBeAg negative plasmas were non-reactive for HBeAg when tested with the HBeAg specific
assay (data not shown). Interestingly, HBV-RNA, DNA and HBcrAg highest values were
detected in the same fractions whatever the tested plasma except for plasma B7686,
characterized by a very low RNA viral load (1.89 log U/mL). Absence of RNA detection in
gradient fractions was attributed to a low value below our limit of quantification. These data
suggest that VP-enriched fractions also contain RNA-containing particles but to a lesser

extent.
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Figure 1: Nycodenz velocity gradient profiles of 4 HBV-positive plasmas.

genotype D HBeAg positive plasma; B. genotype E HBeAg positive plasma; C.
genotype D HBeAg negative plasma; D. genotype E HBeAg negative plasma. Density of
each fraction is shown as a dashed line. Each measured markers, HBV-DNA (empty
circle), HBV-RNA (empty triangle), HBsAg (empty square) and HBcrAg (empty
diamond-shaped), are represented as percentage per fraction. Nycodenz concentration
gradient indicated by the underneath triangle.
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Table 2: Estimated number of VP, calculated according to DNA (VPpna), HBc (VPysc) or HBs (VPygs) concentrations, and their relative
respective ratios in the richest DNA fraction of velocity gradients for each plasma.

Selected
VPpna VPhgc VPhss

Number/ fraction Number/ fraction Number/ fraction  VPues/VPpona  VPue/VPpna VPHBSVPHEs

plasma DNA

(genotype; HBe status) containing ) ) )
fraction # according to [DNA] according to [HBc] according to [HBs]
raction

B7195
. 4 1.47E+08
(Gt D; positive)
B7505
. 5 8.65E+07 1.13E+09 1.28E+08 15 13.0 8.82
(Gt E; positive)
5

B7686
5.85E+04 1.79E+06 1.04E+08 1777.0 30.6 0.02

8.96E+08 2.18E+08

(Gt D; negative)

B7207
) 5 8.65E+06 3.57E+08 7.70E+08 89.1 41.2 0.46
(Gt E; negative)
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We then used a mathematical approach based on the composition of both VP and SVP and the
correspondence to each marker unit (cf. material and methods). The expected number of VP
in the richest DNA fraction for each plasma (4 or 5 depending on the gradient) was calculated
according to each marker. VPpna corresponded to the calculated amount of VP according to
DNA measurement; VPyg. and VPygs corresponded to the calculation according to HBcrAg
and HBsAg concentrations, respectively (table 2). Respective ratios from these calculated
values are also presented. Interestingly, ratios were coherent according to the HBeAg status.
For HBeAg positive plasmas, VPygs/VPpna ratios were close to 1, meaning that measured
HBsAg likely corresponded to VVP-associated HBs and attested an acceptable separation by
velocity gradient between VP and SVP in each selected fraction. For HBe negative plasmas,
these ratios were reproducibly well above 1 (89 and 1777) despite similar gradient profiles,
questioning about the reason for this discrepancy. Looking at VPys/VPpna, they were all
above 1, raising the possibility that genome-free capsids were also present in these fractions,
particularly in HBe negative samples. By contrast, the VPug/VPygs ratios were almost 10
times higher in HBeAg positive than in negative plasmas. Analysis of these ratios confirmed
an overproduction of genome-free capsids but of different natures. Thus, we hypothesized that
in HBeAg positive plasmas, VP are also accompanied by an overproduction of enveloped
capsids not containing HBs, while in HBeAg negative samples, HBs enveloped capsids
predominated.

To further characterize the RNA- and the capsid-containing particles, similar velocity
gradient separation were done after pretreatment with a detergent. With NP40 treatment, a
shift toward higher density fractions was observed for DNA, RNA and HBcrAg. Practically,
all these former components became detected in bottom fraction 1 while the HBsAg peak
remained in fraction 12 and 13. This observation suggested that similarly to DNA-containing
capsids (VP), RNA-containing particles and genome-free capsids are enveloped whatever the
HBeA( status.

Altogether, for all plasmas, the NP-40 experiment confirmed the enveloped nature of the
capsid excess. Yet, for HBeAg positive plasmas, capsid may be enveloped by a lipid layer not
containing HBs, while for HBe negative plasmas the lipid component associates HBs

proteins, such as described for empty virions.
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Figure 2: Effect of NP40 treatment before fractionation. Quantification of HBV-DNA,
HBV-RNA, HBsAg and HBcrAg in Nycodenz velocity gradient fractions of plasmas
treated with NP-40 before fractionation.

A. From genotype D HBeAg positive plasma. B. From genotype E HBeAg
negative plasma. Density of each fraction is shown as a dashed line. Each
measured markers, HBV-DNA (empty circle), HBV-RNA (empty triangle),
HBsAg (empty square) and HBcrAg (empty diamond), are represented as
percentage per fraction. The Nycodenz gradient range is indicated by the

underneath triangle.
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As velocity gradients separated particles according to several parameters such as size
and density, a set of experiments was undertaken using a more classical equilibrium sucrose
density gradient. Velocity gradient profiles looked similar to the conventional equilibrium
profiles for both tested plasmas, one HBeAg positive (B7195), one negative (B7207) (figure
3). DNA, RNA and first HBcrAg peaks are all found in fraction 5 and are well separated from
the HBsAg peak in fraction 11. A second HBcrAg peak in the late fractions is solely
graphically visible for the HBeAg positive plasma but HBcrAg was also detected and
quantified in the upper fractions with values around 4.7 log U/ml for the HBeAg negative
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plasma. Despite not being at equilibrium, Nycodenz velocity gradients provide an alternative,
rapid and reproducible approach to the sucrose reference gradients.

As HBcrAg value represented the sum of several protein concentrations, we took into
consideration the fractions containing mostly capsids (lower fractions) and those containing
most likely HBeAg (upper fractions) to define the reactivity that could be attributed to HBc or
HBe in crude plasma. A ratio equal to 2 for both HBeAg positive plasmas is obtained,
meaning that HBeAg accounted for two-thirds of HBcrAg reactivity while HBc and/or p22cr

represented the last third.
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Figure 3. Sucrose density gradient profiles of 2 HBV-positive plasmas Quantification of
HBV-DNA, HBV-RNA, HBsAg and HBcrAg in sucrose density gradient fractions.

A. genotype D HBeAg positive plasma. B. genotype E HBeAg negative plasma.
Density of each fraction is shown as a dashed line. Each measured markers,
HBV-DNA (empty circle), HBV-RNA (empty triangle), HBsSAg (empty square)
and HBcrAg (empty diamond-shaped), are represented as percentage per fraction.

Sucrose concentration gradient indicated by the underneath triangle
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Discussion

Velocity gradients offer an attractive, alternative, effective approach to rapidly
separate virions from SVP, complementary to more classical density gradients. This approach
presents some advantages over traditional equilibrium gradients such as quickness. To our
knowledge, this is the first description of velocity gradients applied to both HBeAg positive
and negative patient plasmas and thoroughly characterized with all available standardized
classical and new viral biomarkers. Moreover, our study compares 2 non-Asian genotypes
less frequently studied. To avoid any methodological bias, we worked on large volume of
fully characterized plasmas from 4 blood donors, obtained from INTS, with genotype D or E
chronic HBV infection and naive of treatment. Access to unique and consequent blood draws
allowed us to check for reproducibility and consistency over several experiments. Gradient
profiles of each plasmas were highly reproducible throughout all experimentations. The
original collection method through tube bottom piercing associated to a free flow
considerably reduces fluidic turbulence and less potential contamination by SVP present in
large excess in the above fractions. As previously reported, all tested plasmas showed a
similar rate-zonal separation profile characterized by a DNA-enriched bottom fraction
surmounted by an HBsAg-enriched fraction, independently of the genotype [17]. Our results
extend those observations by adding HBcrAg and HBV-RNA quantification in each fraction.

First, we confirm circulation of HBV-RNA containing particles in enveloped capsids
in plasmas. These particles were present in lower fractions together with Dane particles, both
in velocity and density gradients. However, theses RNA particles are thousand to ten thousand
fewer than Dane particles. Generated profiles in sucrose density gradient are similar to those
presented by Rokuhara et al. for genotype C. Co-localization of DNA, RNA and HBc peaks
suggests that HBV-RNA is incorporated into core particles [19]. Unfortunately, lack of
information regarding each fraction density, their collection method and the HBeAg status of
the tested samples precluded any accurate comparison with our findings. More recently,
Prakash et al. presented Nycodenz comparative gradient profiles with and without detergent
treatment. Experimental conditions differ from ours in terms of temperature, speed, time of
centrifugation and type of detergent. Despite a different fraction collection method and the
chosen graphical representation, their profile and ours showed good separation between VP
and SVP and distribution of viral RNA in the same fractions as DNA, suggesting that RNA as
DNA is contained in similar density particles. Determination of HBcrAg and HBeAg in each

fraction allowed us to refine this model.
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For all gradient profiles showing an RNA peak, both HBcrAg and RNA peaks were in
the same fraction, likely indicating that RNA is associated to capsid proteins. Detergent
treatment deeply modified our gradient profiles contrary to what was reported by Prakash et al
[20]. As expected for enveloped viral forms, detergent treatment led to significant
sedimentation of DNA, RNA and HBcrAg markers to the bottom fraction (Figure 2). By
contrast, their experiments solely indicated the broadening of the DNA and RNA peaks, with
a tendency toward higher Nycodenz concentrations migration. This could be partly explained
by the different number of fractions collected, 27 vs 15 in their and our experiments,
respectively, or by the lower initial input volumes of both plasma and Nycodenz in our
protocol. In any case, our experiments performed with NP-40 provided further evidence that
HBV-RNA was present in enveloped particles in plasmas. Interestingly, NP-40 treatment was
associated with a decreased concentration of HBcrAg in the lower fractions (up to fraction 8
to 9) but had no effect on this component in the upper fractions. This could be an argument
for unenveloped (naked) capsids containing RNA (or single-stranded DNA) in the form of
capsid-antibody complexes (CAC) as put forward by Bai et al. using CsCl density gradients
[21]. If circulating HBV-RNA in some chronically infected patients is now well established,
some doubts remain about the precise composition of detected viral RNA specie(s). Our study
was not designed to characterize circulating RNA species. With the RNA detection method
used in our study, adapted from van Bommel et al., all polyadenylated RNA forms including
pgRNA are detected without distinction, except truncated RNAs, as we solely used the 3’
long primer. In a very recent study data using HBV full-length 5’RACE approach, the authors
report that in CHB patients, circulating HBV-RNA seems to belong to one of 3 main
categories, pgRNA, spliced pgRNA variants and HBx [22]. HBV-RNA molecular
characterization and assay standardization are needed to improve our knowledge and to
compare studies between each other. Particular attention must be paid to the specificity of the
proposed methods. Indeed, amplification of single-stranded or double-stranded DNA is
strongly favored in the situation of high viral loads to the detriment of other nucleic acids.
Although being a promising novel biomarker for current and futures therapies, HBV-RNA
assays are not yet commercially available. However, Abbott is currently developing an

automated assay on its m2000 platform [23][24].

Despite being a promising biomarker, with numerous studies published in the literature about
the usefulness of HBcrAg testing in plasma, there is to date, no available data specifically
describing what are the circulating proteins detected through this test.
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Only two studies based on sucrose gradient separation of an HBeAg-positive, Asian genotype,
plasma and carried out by the Japanese team having developed the HBcrAg assay are
available [18,19]. Our study complete these data on HBeAg positive and negative plasmas
and non-Asian genotypes. We confirm that the HBcrAg assay detects with a good sensitivity
both HBc and HBe proteins. From our calculation, we could determine that HBcrAg would
theoretically detects around 1 million VP while an HBsAg assay with a sensitivity of 0.05
IU/mL would give a positive signal for around 9.10° \VP. These calculations are in agreement
with the results obtained from our gradient measurements. In VVP-enriched fractions, HBcrAg
was detected at high concentrations but very low HBsAg concentrations were detected. For
the HBeAg positive plasmas, two HBcrAg peaks were detected. The first one, co-localizing
with nucleic acids and the second, above the major HBsAg peak (SVP) that was later
confirmed as HBeAg using a specific HBeAg assay. From HBcrAg values obtained on each
gradient performed on the different plasmas, one may estimate that HBeAg detection
contributed for two third of the HBcrAg value, while one-third could be attributed to HBc and
p22cr reactivity. Surprisingly, for both HBeAg negative plasmas, a similar profile was
observed with an unexpected HBcrAg signal localizing also in the upper fractions. Specific
HBeAg testing of these very fractions was negative as expected from HBeAg results obtained
on crude plasmas. One hypothesis could be the presence of HBeAg-HBeAb complexes not
detected by the HBeAg assay but identified by the HBcrAg assay. Reactivity of this latter
assay would be explained by not only specific Ab targeting different epitopes but also a
pretreatment step likely disrupting Ag-Ab complexes. Further experiments are in progress to
better document the reasons for this unexpected reactivity.

Based on a calculation approach, with molecular stoichiometry calculated from VP
and SVP known protein and nucleic acid composition, we aimed at better characterizing the
different forms co-localizing in the different gradient fractions. Analysis of ratios in VP-
enriched fractions revealed an overproduction of genome-free capsids but of different natures
according to the HBeAg status. For HBeAg positive plasmas, we first demonstrated that HBc
proteins found in the lower fraction were enveloped, then that the little amount of HBsSAg
found in the first peak was not in agreement with all capsids being HBs-enveloped. We thus
raised the hypothesis that HBcrAg, and likely capsids, were indeed enveloped within a lipid
structure not containing HBsAg. Such new viral forms tentatively named “budding capsid”
may circulate as micro-vesicles or exosomes containing nascent immature or mature capsid.
Further studies will be required to determine the exact nature of these vesicles and their

content.
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Indeed, as HBcrAg detect both core and p22cr proteins, we cannot exclude that these
new viral like particle are composed of a capsid made of p22cr as it contains a signal peptide
that could attract cellular membranes, therefore leading to an alternative budding [18]. Our
data were not in agreement with those obtained by Kimura et al. using anti-HBsAg
immunoprecipitation experiments. The existence of p22cr remains however controversial and
has been only described by Kimura et al. Budding capsids would thus constitute an additional
type of particles produced during HBV morphogenesis in HBeAg positive patients and
different from previously described empty virions. The functions of this new abundant type of
circulating viral like particles remain to be elucidate. As described for other viruses, namely
HAV or HEV naked viruses, membrane enveloped capsids in the circulation may be another
strategy for HBV to prevent an optimal immunological response against this protein [25]. For
HBeAg negative plasmas, we demonstrate that the excess of capsids compared to the Dane
particles were rather HBs-enveloped particles circulating as empty virions. By a different
methodological approach than the one performed by Luckenbaugh et al using native agarose
gel electrophoresis followed by Western and Southern blot analyses, we also observed an
abundant circulation of empty virions solely in HBeAg negative plasmas [6]. Native agarose
gel electrophoresis is a good method to finely separate charged capsids from enveloped
subviral-, viral-like- or viral-particles but is less performant to separate VP from SVP on the
contrary to the gradient method. Knowledge about EV are growing with recent evidences
showing a pivotal role of the core protein linker in the secretion pathway of these particles
[26]. The same authors proposed a two distinct signals model between secretion of empty
virions versus complete virions [27].

By its design, the HBcrAg assay detects and quantify in an equivalent manner HBc,
HBe and p22cr with a better sensitivity than what can be expected from a western blot. With a
limit of quantification of 1 kU corresponding to 10 pg of one of these 3 proteins, one may
estimate that the HBcrAg assay is probably around 5000 times more sensitive than a Western
blot, with an accepted limit of detection of approximately 50 ng per protein [6,10]. Ideally, it
would even be more interesting to have a specific HBCAg assay.

To conclude, we provide evidences by an original methodological approach that empty
virions represent the major viral forms circulating in HBeAg negative plasmas and should be
considered in HBV cure strategies, as vaccine candidate and as diagnostic markers [28]. In
parallel, new VLP, named “budding capsids”, seem to circulate in HBeAg positive plasmas.

While these findings certainly deserve to be confirmed on more samples, the characterization
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of the HBV particles spectrum combining velocity gradient and new biomarkers should find
many applications in different settings.
Such approach will also be very helpful to study the mechanism of action of new

direct acting antivirals in development and their effect on each type of HBV particles.
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Axe Il. Contribution d’un test AgHBs ultrasensible pour dépister et suivre

I’infection par le VHB

Cette étude a fait I’objet de communications affichées dans 3 congrés en 2018 : ILC (Paris),
ESCV (Athénes), RICAI (Paris) et d’une communication orale au GEMHEP a Paris le 6
décembre 2018

Pronier C, Candotti D, Boizeau L, Bomo J, Laperche S, Thibault V, The contribution of
more sensitive hepatitis B surface antigen assays to detecting and monitoring hepatitis B
infection, Journal of Clinical Virology (2020), doi: https://doi.org/10.1016/].jcv.2020.104507

L’AgHBs est un marqueur clé de diagnostic et de suivi de I’hépatite B. Premier marqueur
sérologique a apparaitre aprés ’ADN, il est utilisé pour le dépistage de ’infection en
association avec la détection des anticorps anti-HBc et anti-HBs. La perte de 1’AgHBs,
spontanée ou sous traitement, signe la guérison fonctionnelle de ’infection. Ce marqueur peut
cependant réapparaitre lors d’une réactivation virale, observée notamment au cours d’une
immunosuppression. 1l existe des tests de détection et/ou de quantification de I’AgHBs. La
quantification de ’AgHBs peut aider a I’identification de I’infection chronique AgHBe
négatif, aussi appelée portage inactif. A ce stade, I’AgHBs circule en général a taux faible
(<100 Ul/ml).

La limite inférieure de quantification des tests pour I’AgHBs classiquement utilisés au
laboratoire est de 0,05 Ul/ml. Récemment, de nouveaux tests émergent avec une limite
inférieure de quantification au moins dix fois inférieure, soit 0,005 Ul/ml.

L’objectif de ce travail était d’évaluer I’apport du test Fujirebio pour des échantillons
cliniques soit négatifs pour ’AgHBs avec les tests usuels soit faiblement positifs pour
I’AgHBs ou avec un résultat discordant selon le test utilisé. Ce travail a ét¢ mené en
collaboration avec I’'INTS (Syria Laperche, Daniel Candotti et Laure Boizeau).

Le test AgHBs ultrasensible a été testé pour trois panels différents, soit 88 échantillons, en
parallele du test DiaSorin utilisé en routine au laboratoire.

Le premier panel regroupe 13 échantillons de donneurs de sang en phase aigué de
I’infection (« ramping phase »), identifiés avec un ADN positif sans anticorps anti-HBc, ni
AgHBs.
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Le deuxieme panel collige 52 échantillons de patients présentant une infection B occulte
(ADN et anticorps anti-HBc positifs sans AgHBS).

Le dernier panel rassemble 23 échantillons de donneurs de sang (ADN et anticorps anti-
HBc positifs) pour lesquels I’AgHBs est soit faiblement positif, soit avec un statut discordant
selon les techniques utilisées.

Un quart des échantillons initialement détectés sans AgHBs deviennent AgHBs positif
avec le test ultrasensible Fujirebio uniquement (médiane 0,015 Ul/ml). Parmi les 23
échantillons AgHBs faiblement positif ou discordant, 22 sont positifs avec le test Fujirebio
contre 19 avec le test DiaSorin, avec un AgHBs médian de 0,32 Ul/ml et 0,31 Ul/ml
respectivement. Les faibles concentrations en AgHBs obtenues avec ces deux tests sont bien
corrélées.

Ce travail met en lumiere le potentiel de tests plus sensibles pour la détection de I’AgHBs
dans la prise en charge des patients et dans la sécurisation de la transfusion sanguine. En effet,
ce test permet une détection plus précoce d’une infection aigué mais aussi une reclassification
des patients initialement qualifiés comme porteurs d’une infection B occulte (OBI) ou ayant
un profil de guérison fonctionnelle, en porteurs inactifs avec une faible concentration
d’AgHBs circulant. Si la perte de I’AgHBs reste le critére de guérison fonctionnelle et d’un
arrét thérapeutique, il reste a déterminer s’il faut utiliser les tests conventionnels de 1’AgHBs
ou les tests dits ultrasensibles pour objectiver cette perte. De plus, la plupart des pays a forte
prévalence de I’hépatite B sont des pays a ressources limités, qui ne peuvent pas tous
implémenter le diagnostic génomique viral pour sécuriser les dons de sang et ainsi éviter la
transmission du virus par ce biais. L’utilisation de tests plus sensibles pour I’AgHBs pour
qualifier les dons de sang permettrait de réduire le délai avant que I’AgHBs ne soit détecté et

limiterait ainsi la transmission du virus par la transfusion.
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Background: Hepatitis B surface antigen (HBsAg) remains the main viral marker for screening and monitoring
hepatitis B virus (HBV) infection. The quantification limit of most current HBsAg assays is around 0.05 IU/mL.
The Lumipulse-G-HBsAg-Quant assay (Fujirebio) claims to obtain a tenfold improvement in sensitivity. This
study aimed to assess the performance of this assay in detecting low HBsAg levels in clinical samples.
Methods: Three panels of stored frozen samples were selected on the basis of HBV-DNA and HBsAg values
obtained previously with routine techniques. Panels 1 (n=13) and 2 (n=52) consisted of DNA-positive/HBsAg-
negative samples from individuals in the window period and with occult HBV infection respectively. Panel 3
comprised 23 samples with low or discrepant HBsAg screening results. All these samples were tested retro-
spectively with the DiaSorin and Fujirebio HBsAg assays.

Results: Sixteen out of 65 samples (25 %), initially screened HBsAg negative, were reactive only with the
Fuyjirebio assay (median value= 0.015 IU/mL; IQR= 0.012): three (23 %) samples from panel 1 and 13 (25 %)
from panel 2. Thirteen of these 16 (81 %) had HBsAg values below 0.03 IU/mL with the DiaSorin assay. In panel
3, 22 (96 %) samples were quantified successfully with the Fujirebio assay (median: 0.32 IU/mL; IQR: 1.20) and
19 (83 %) with the DiaSorin assay (median: 0.31 IU/mL; IQR: 0.65). Concentrations obtained with the two
assays showed good correlations (r=0.893, Spearman).

Conclusions: HBsAg assays with enhanced analytical sensitivity could improve HBV serological profile inter-
pretation with possible consequences on clinical management of infected patients, and on blood transfusion
safety.

1. Introduction

Despite a vaccine to prevent Hepatitis B virus (HBV) infection and
antivirals to control replication, hepatitis B remains a public health
problem and one of the leading causes of chronic liver disease [1]. Due
to the often silent nature of the disease, HBV testing is essential for
individuals, public health, and blood screening.

Hepatitis B surface antigen (HBsAg), widely produced at all stages
of infection, remains a key marker for the diagnosis and the monitoring
of HBV infection. Following the incubation period, HBsAg often ac-
companied by anti-HBc IgM, can be detected a few days after HBV-DNA
[2]. The greater the sensitivity of HBsAg detection, the sooner an acute
infection can be identified through HBsAg screening. HBsAg assay
sensitivity is a key issue, firstly in transfusion settings, in countries that

* Corresponding author.
E-mail address: vincent.thibault@chu-rennes.fr (V. Thibault).

https://doi.org/10.1016/j.jcv.2020.104507

cannot afford to implement nucleic acid testing (NAT) of blood dona-
tions and rely solely on HBsAg testing. Increased HBsAg assay sensi-
tivity could translate into an improved blood safety as it would reduce
the pre-HBsAg window period (WP), classically defined as the time
between infection and the appearance of HBsAg in the blood of infected
persons [3]. This delay is currently established at 33.5 days but ob-
viously depends on the HBsAg detection sensitivity. Secondly, HBV
infection monitoring could benefit from improved sensitivity. DNA and
HBsAg concentrations, with liver function and histology assessments
are helpful to stage the infection evolution [4,5]. While HBsAg levels
are usually high during the early chronic phases (HBeAg-positive), a
concentration below 3 log IU/mL with low viral replication in HBeAg
negative patients, usually signs an inactive form of infection. [6]. In a
few cases, the disappearance of HBsAg indicates a "functional cure" [7].

Received 10 March 2020; Received in revised form 3 June 2020; Accepted 9 June 2020
1386-6532/ © 2020 The Authors. Published by Elsevier B.V. This is an open access article under the CC BY-NC-ND license

(http://creativecommons.org/licenses/BY-NC-ND/4.0/).

128



C. Pronier, et al.

Because small amounts of HBsAg can still be generated from in-
trahepatic HBV-DNA, improved HBsAg detection sensitivity could
change a "cured" profile to a low-HBsAg level chronic carrier profile.
Occult HBV infection (OBI), defined as the presence of replication-
competent HBV-DNA in the liver and/or in the blood of people who test
negative for HBsAg using currently available assays, would also be re-
appraised by more sensitive HBsAg assays [8]. Indeed, the failure to
detect HBsAg detection despite viral replication could be explained by
different hypotheses, one of them being that amounts of HBsAg are too
small to be detected by current HBsAg assays. The identification of
patients with low residual production of HBsAg could also be beneficial
among immunosuppressed patients to better identify those at risk of
reactivation [9,10].

The analytical characteristics of HBsAg testing have greatly im-
proved over the years. Detection of HBsAg in serum is commonly car-
ried out using enzyme immunoassays (EIA) based on chemilumines-
cence and polyclonal antibodies with exquisite sensitivity. An
evaluation of 70 HBsAg assays showed unequal performances in term of
sensitivity between EIAs and rapid tests, but also among EIAs [11]. The
coexistence of HBsAg and anti-HBs in serum is identified in 5-10% of
chronic hepatitis B carriers and could also constitute a challenge for
HBsAg detection assays [12]. Ideally, the presence of anti-HBs should
not influence HBsAg quantification. A new Japanese iTACT-HBsAg
assay, which includes a pretreatment step, seems to detect HBsAg with
greater sensitivity, including that complexed with anti-HBs [13]. This
approach should certainly be considered for further development. HBV
protein variability also presents a challenge for immunoassays, as they
need to detect HBsAg variants for accurate diagnosis or for the pre-
vention of transfusion-transmitted infection [14]. HBsAg assays mar-
keted in Europe are CE-marked devices and should meet the require-
ments for sensitivity and specificity set out in common technical
specifications. The analytical sensitivity of HBsAg assays has been fixed
at 0.130 IU/mL (second international standard for HBsAg, subtype
adw2, genotype A, NIBSC code 00/588). The lower limit of quantifi-
cation (LoQ) for most current HBsAg quantification assays is around
0.05 IU/mL. Some assays such as the Lumipulse G HBsAg-Quant (Fu-
jirebio, Tokyo, Japan) or the more recently reported ultra-sensitive
Abbott ARCHITECT® assay have been developed and claim tenfold
sensitivity improvement (LoQ 0.005 IU/mL) [15].

This study aimed to assess the performance of the highly sensitive
Fujirebio assay in detecting low HBsAg levels in clinical samples and to
evaluate the possible practical consequences of this increased sensi-
tivity.

2. Material and methods

A total of 88 samples were collected from the INTS (national blood
transfusion institute) and Rennes University Hospital. Plasma or serum
samples were selected among individuals with documented HBV re-
plication despite an undetectable HBsAg (n = 65): 13 samples were
collected during the WP (panel 1) and 52 from occult B infection car-
riers (OBL; panel 2). A third panel (panel 3) comprised 23 blood donor
samples from the INTS: 4 samples tested initially positive with the
PRISM HBsAg 5.0 assay (Abbott Diagnostics, Rungis, France) at the
time of donation but negative (S/CO: 0.70—0.88) when repeat-tested
using the Murex HBsAg Version 3 assay (Diasorin, Antony, France); 18
samples with repeatedly detected but low HBsAg levels (median: 0.1
IU/mL [range: 0.07-1.21 IU/mL]); and 1 sample from a
HBsAg + donor infected with a viral strain carrying substitutions in the
S protein (sM103], sS113A, sP120 T) and a stop codon at position 216.

Frozen samples were retrospectively tested after thorough thawing
and mixing, according to the manufacturer’s instructions with first the
LIAISON® XL MUREX HBsAg Quant (DiaSorin, Antony, France) assay
and then with the Lumipulse® G HBsAg-Quant (Fujirebio, Tokyo,
Japan) assay. The dynamic ranges of the Fujirebio and DiaSorin assays
announced were 0.005-150 IU/mL and 0.05-150 IU/mL, respectively.
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Following Fujirebio’s instructions (all details regarding samples pro-
cessing are provided in the supplementary file) samples with an HBsAg
value below 0.005 IU/mL with their assay were considered non-re-
active. In our study, samples with an initial HBsAg titer between 0.002
and 1 IU/mL with the Fujirebio assay were tested twice to ascertain
specificity of the result.

2.1. Complementary laboratory testing

On INTS samples, HBV-DNA was quantified using the COBAS
TagMan HBV assay (Roche Diagnostics; Meylan, France; LoQ =6 IU/
mL). HBsAg, anti-HBc and anti-HBs antibodies were detected using
Murex HBsAg Version 3 (Diasorin, Antony, France), Monolisa Anti-HBc
PLUS (Bio-Rad, Marne-la-Coquette, France), and Monolisa Anti-HBs
PLUS (Bio-Rad) respectively. HBV genotypes were determined by direct
sequencing as previously described [16].

On Rennes University Hospital samples, the HBV-DNA level was
measured using Realtime HBV (Abbott molecular, Rungis, France) or
VERIS HBV (Beckman Coulter, Maurens-Scopont, France) assays with a
LoQ =10 IU/mL. HBsAg, anti-HBc and anti-HBs antibodies were de-
tected using Elecsys HBsAg, anti-HBc and anti-HBs II assays respectively
(Roche Diagnostics, Meylan, France).

2.2. Statistical analysis

The HBsAg positive rates were compared using the McNemar test.
Correlations and differences were analyzed using Spearman’s coeffi-
cient and Bland-Altman plots. These analyses were performed using
Analyse-it 4.65.3 statistical software package. P-values below 0.05 were
considered statistically significant.

3. Results

The virological characteristics of the samples selected are presented
in Table 1. HBV genotype information was available for 65 samples
(73.9 %). The most prevalent genotypes (53 %) were A or D.

In all, 88 samples were tested with the DiaSorin and Fujirebio as-
says, as shown in Fig. 1. Only 19 (22 %) samples were positive with
DiaSorin, all belonging to panel 3 with HBsAg concentrations ranging

Table 1
Characteristics of the samples studied.

Number (%) Totaln=88 WPn=13 OBIn=52 Low/
Discordant
n=23

HBV Genotype 65 (73.9) 13 (100) 41 (78.8) 11 (47.8)

A 25 (28.4) 5 (38.5) 17 (41.5) 3(27.3)
=B 6 (6.8) 1(7.7) 3(7.3) 2(18.2)
uC 3(3.4) 0 2 (4.9) 1(9.1)
=D 22 (25) 3(23.1) 15 (36.6) 4 (36.4)
= E 7(8) 3(23.1) 4 (9.8) 0
nF 2(2.3) 1(7.7) 0 1(9.1)
HBV-DNA
Not detected 3 (3.9 0 0 3(13)
Detected < 10 42 (47.7) 3(23.1) 29 (55.8) 10 (43.5)
1IU/mL
Detected = 101U/ 43 (48.9) 10 (76.9) 23 (44.2) 10 (43.5)
mL
(median; IQR) (106; 428) (41; 229) (106; 244) (2042
21,073)
Anti-HBc positive 75 (85.2) 0 52 (100) 17 (73.9)
Anti-HBs
positive 27 (30.7) 3(23.1) 18 (34.6) 6 (26.1)
concentration IU/ [11-414] [(193-414] [11-227] [11-95]
L [min-max]
negative 58 (65.9) 10 (11.4) 31 (35.2) 17 (19.3)
not determined 3 (3.9 0 3(3.4) 0

WP: window period; OBI: occult HBV infection.
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[HBs] >1 IU/mL

or
[HBs] < 0.002 IU/mL

Window period [o:]}
[HBV-DNA+/HBsAg-/HBcAb-] [HBV-DNA+/HBsAg-/HBcAb+]
n=13 n=52

DiaSorin HBsAg + =0
|

0.002 < [HBs] < 0.005 IU/mL

n=0 (n=4)

or
0.005 < [HBs] < 11U/mL

DiaSorin HBsAg +=0
|

Fujirebio Lumipulse HBs testing n=88

[HBs] >1 1U/mL

n=0 (n=7)

or or
[HBs] <0.002 IU/mL  0.005 s [HBs] < 11U/mL

n=3 (n=6) n=29 (n=16)
Repeat testing Repeat testing
n=10 n=23

!

Concordant result ; n=7

* Neutralized positive HBsAg; n=3

* Negative; n=4

Unconfirmed result; n=3
+ Finally classified as negative

!

Concordant result ; n= 20

* Negative; n=7
Unconfirmed result; n=3
* Finally classified as negative

0.002 < [HBs] < 0.005 IU/mL

* Neutralized positive HBsAg; n=13
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Low/Discordant HBsAg
[HBV-DNA+/HBcAb+]
n=23
DiaSorin HBsAg + = 19
|

[HBs] >1 IU/mL
n=5
or
[HBs] < 0.002 1U/mL
n=1

0.005 < [HBs] <1 1U/mL
(n=17)

Repeat testing
n=17

!

Concordant result ; n= 17

* Neutralized positive HBsAg; n=17

Fig. 1. Study flowchart and associated results.

from 0.05 to 5,100 IU/mL. In contrast, 39 (44 %) samples tested po-
sitive (HBsAg = 0.005 IU/mL) on initial testing with the Fujirebio
assay. All negative or positive results with HBsAg concentrations be-
tween 0.002 and 1 IU/mL on initial testing (50 samples, 57 %) were
retested in a second run. Six (12 %) samples initially found positive
were finally classified as HBsAg-negative after two negative results on
repeat testing (referred as "unconfirmed result” in Fig. 1). The first re-
sults were confirmed in repeat assays for 44 (88 %) samples (11 as
HBsAg-negative and 33 as HBsAg-positive).All samples which were
repeatedly HBsAg-positive (n = 33) were further tested using the con-
firmatory inhibition assay and were confirmed as true positives with a
mean inhibition rate of 83 % (range 67-93 %).

The characteristics of the reactive samples detected solely by
Fujirebio are summarized in Table 2. The three samples from panel 1
with confirmed positive HBsAg results were HBV-DNA-positive, with
viral loads ranging from 251 to 456 IU/mL. (Details on 3 anti-HBs
positive samples are provided in the supplementary file).

In panel 2, the 13 samples with confirmed positive Fujirebio HBsAg
results had HBsAg concentrations ranging from 0.005 to 0.057 IU/mL.
All samples were positive for HBV-DNA (range: detected below 10 IU/

Table 2
Characteristics of the samples detected solely with the Fujirebio assay.

Panel HBsAg HBsAg HBV-DNA Anti-HBs  Genotype
Fujirebio DiaSorin [1U/mL] Ab [1U/
[TU/mL] [1U/mL] L]
1-Window Period 0.016 < 0.03 456 Negative E
0.016 < 0.03 251 Negative A
0.018 < 0.03 284 Negative A
2-OBI 0.005 < 0.03 33 Negative A
0.006 < 0.03 106 Negative c
0.010 < 0.03 163 Negative E
0.010 < 0.03 23 11 B
0.011 < 0.03 Detected Negative D
(BQL)
0.012 < 0.03 11 Negative B
0.012 < 0.03 13 Negative A
0.014 < 0.03 16 Negative  Not tested
0.017 < 0.03 267 Negative A
0.026 < 0.03 3670 225 c
0.043 0.048 372 Negative A
0.054 0.049 Detected Negative  Not tested
(BQL)
0.057 0.046 16 Negative A

BQL: below quantification limit of the assay.

mL and 3,670 IU/mL) and 2 of them were also positive for anti-HBs
antibodies. It can be noted that all HBsAg levels measured with the
Fujirebio assay were below or around the LoQ of the DiaSorin assay.
The highest values measured with the Fujirebio assay corresponded to
values close to the LoQ of the DiaSorin assay. All main genotypes were
represented (A-E). Anti-HBs status was available for 85 samples, 58
(65.9 %) being negative and 27 (30.7 %) positive. The performance of
the two assays was compared according to anti-HBs status. For anti-HBs
negative samples, a significantly higher HBsAg-positive rate was ob-
served with the Fujirebio assay (n = 31, 53 %) compared to the
DiaSorin assay (n = 14, 24 %) (p < 0.0001). In contrast, no significant
difference was observed for the 27 anti-HBs positive samples with
comparable positive rates of 18 % and 26 % (p = 0.16), for DiaSorin
and Fujirebio, respectively.

In the low/discordant group, 6 samples were anti-HBc and anti-HBs
negative including 2 samples that were HBV-DNA-negative, corre-
sponding to an HBsAg positivity following an HBV vaccination. The 4
remaining were DNA positive with an available genotype for 3 of 4.
These 6 samples were HBsAg-positive with the Fujirebio assay while
only four samples were HBsAg-positive with the DiaSorin assay. Six
other samples in this group were anti-HBs low-positive (11 —95 IU/L).
Five of these samples were HBsAg-positive in both assays studied while
one was HBsAg-negative in both tested assays.

Of the 88 samples tested, 18 were within the quantification range of
both tests. Comparisons of HBsAg quantification were performed on the
16 samples with values below 2 IU/mL to assess the accuracy of the two
techniques in the lower dynamic range. All samples belonged to panel
3. As shown in Fig. 2, the Spearman correlation coefficient between the
two techniques was 0.893 with a slope of 1.69. The Bland-Altman
analysis indicated that HBsAg concentrations measured using Fujirebio
were slightly higher than those measured using DiaSorin (mean bias of
0.17 1U/mL) with a quantification difference tending to decrease to-
wards lower HBsAg values.

4. Discussion

In our study, we evaluated the performances of the Fujirebio assay
in detecting low HBsAg levels in clinical samples and compared it to the
DiaSorin quantitative HBsAg assay used in our routine practice. The
enhanced sensitivity of the Fujirebio assay was confirmed in three
different types of samples. Almost a quarter of documented HBsAg-
negative samples, as determined using conventional assays from panels
1 and 2 (16/65 (25 %)) were finally identified as HBsAg-positive with
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Fig. 2. A: Correlation between serum HBsAg concentrations (below 2 IU/mL)
quantified using the two assays; B: Bland-Altman analysis of HBsAg con-
centrations measured using Fujirebio and DiaSorin assays. The solid line re-
presents the mean difference between the assays. The dashed line illustrates the
95 % confidence interval of the mean difference.

the Fujirebio assay. All of these samples were HBV-DNA-positive with
an HBsAg reactivity confirmed by neutralization, attesting specificity. It
is essential to repeat the test for each case of HBsAg reactivity, as re-
commended, in particular in case of low HBsAg titers, to ascertain the
specificity of the assay. Indeed, in this set, 6 initially HBsAg-reactive
samples were finally not confirmed as positive.

Across panels 2 and 3, 56 samples corresponded to a serological
profile of past infection (HBsAg-negative / anti-HBc-positive) as de-
termined with the DiaSorin assay (Table 2). The HBsAg positivity rate
increased from 34 % (19/56) to 63 % (35/56) when tested with our
routine technique and the more sensitive Fujirebio assay respectively.
Using a highly sensitive screening test, a patient formerly identified as
functionally cured can be reclassified as a chronic carrier with low
HBsAg concentrations. The clinical consequences of these findings may
be limited, as low HBsAg concentrations are generally predictive of an
inactive status and most of these patients do not require medical at-
tention [5]. Considering solely identified OBI patients (panel 2,
n = 52), 25 % (13/52) of the patients would have been reclassified as
chronic carriers using the Fujirebio assay. Thus, patients classified as
OBI with the current assays could be reclassified as chronic carriers
using more sensitive HBsAg or molecular assays [8,17]. Although the
clinical consequences of OBI remain debated, changing the patient's
status from HBsAg-negative to positive will certainly modify both pa-
tient and physician perceptions of the infection. For the remaining OBI
samples (n = 39) with undetectable HBsAg, the possibility of even
lower HBsAg concentrations is challenging.
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In some cases, a low level HBsAg is associated with low to moderate
replication, compatible with transmission, at least by transfusion [18].
In terms of public health, the identification of these HBsAg carriers is
therefore highly desirable. In high-prevalence countries where NAT is
not implemented for blood screening, improving HBsAg detection
sensitivity tenfold would significantly reduce the WP thereby limiting
HBV transmission. Although we only tested 13 samples corresponding
to the WP, 3 (23 %) were identified as positive, confirming the potential
added value of these more sensitive assays for blood screening. Mat-
subara et al. tested a sensitive immunoassay on seroconversion panels
[19]. The mean time to HBsAg first detection of HBsAg was 17.4 days,
less than the delay obtained with existing assays including PRISM. In
the ongoing effort to improve HBsAg assays, Abbott recently described
a new ultrasensitive qualitative prototype assay with clinical perfor-
mance approaching that of the NAT mini-pool and reducing the early
WP as shown on seroconversion panels [15]. Recently, studying profiles
of two longitudinal vaccine breakthrough from plasma donors, Kuhns
et al. showed that the prototype significantly reduced the WP with
HBsAg detection 21 and 43 days earlier than with currently used HBsAg
assays [20]. Our data and these studies clearly indicate the benefit of
more sensitive HBsAg detection in the context of blood safety for
countries that may not be able to afford NAT.

Our study strengthens previous studies exploring quantification
comparisons between techniques. In a study assessing the performance
of 7 quantitative HBsAg assays on the WHO International Standard and
a regional reference panel [21], two kits, BLEIA Eiken HBsAg (BLEIA;
Eiken Chemical, Tokyo, Japan) and Fujirebio, detected HBsAg con-
centrations of 0.010 IU/mL. For samples with low HBsAg concentra-
tions (< 2 IU/mL) we demonstrate that the Fujirebio and DiaSorin
assays provide similar values on different HBV genotypes with a mean
bias of 0.17 IU/mL. These findings are in line with a previous study
comparing the Lumipulse (Fujirebio) with the Architect (Abbott) and
the Elecsys (Roche) assays in various clinical settings [22].

Depending on the assay, different HBsAg-positive rates according to
the patient’s anti-HBs status were noted in our study. The coexistence of
HBsAg and anti-HBs raises the question of the effect of anti-HBs on the
analytical sensitivity of HBsAg assays [12]. In previous studies, reex-
amination of samples from HBV carriers in whom HBsAg seroclearance
had been confirmed using conventional assays showed a positive HBsAg
result with the Fujirebio assay, months or years away from the initial
seroclearance, with differences according to the anti-HBs status
[13,23,24]. Negative anti-HBs status, and also antiviral therapy and
liver cirrhosis seem to contribute to the discrepancies between ultra-
sensitive and conventional assays in multivariate analyses [24]. As
functional cure and the decision to stop antiviral treatment are based on
the disappearance of HBsAg from the serum, more sensitive HBsAg
assays will require extensive clinical validation to assess their impact on
clinical management [7,25].

Improved HBsAg assay sensitivity could also modify the risk of re-
activation assessment under immunosuppressive therapies. This risk
seems greater if HBsAg is detected [26]. Among 120 HBV-resolved
patients receiving chemotherapy, 12 had quantifiable HBV-DNA.
HBsAg was detected using the Fujirebio assay in all reactivating pa-
tients [27]. Thus, detection of HBsAg with more sensitive assays among
patients previously identified as HBsAg-negative would certainly lead
to different clinical management.

This study clearly indicates that more sensitive HBsAg assays will
significantly improve screening and blood transfusion safety. In clinical
management, the gain in HBsAg sensitivity will probably translate into
an adjustment of treatment follow-up and patient classification ac-
cording to their serological profiles. With these improved assays, one
must be prepared to reclassify patients initially documented as OBI or
functionally cured as chronic carriers with low HBsAg levels.
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Axe Ill. Cir-B2 : Etude de nouveaux marqueurs virologiques chez les patients

atteints de cirrhose virale B

La cirrhose est un facteur de risque important de développer un CHC. Le traitement
des patients cirrhotiques permet de réduire ce risque mais ne 1’annule pas. La cohorte ANRS
(Agence Nationale de Recherches sur le SIDA et les hépatites virales) CO12 CirVir inclut des
patients atteints de cirrhoses virales Child-Pugh A, prouvées par une biopsie. Une étude
préalable s’est intéressée aux facteurs de risque viraux ou liés a I’hote sur la survenue d’un
CHC plus particulierement chez les patients cirrhotiques infectés par le VHB. Les facteurs
viraux étudiés (AgHBs quantitatif et ADN-VHB) n’étaient pas prédictifs du CHC
contrairement aux facteurs liés a 1’hote (obésité et age) et a la sévérité de la cirrhose
(thrombopénie). Parmi les nouveaux marqueurs du VHB, I"'HBcrAg apparait prédictif du
CHC dans des études asiatiques conduites avec des populations incluant souvent peu de
patients cirrhotiques. L’ARN viral circulant, quant a lui, n’a pas été étudi¢ comme facteur
prédictif du CHC ou d’un événement clinique chez le cirrhotique. L’objectif de cette étude
¢tait donc d’évaluer ’apport des nouveaux marqueurs HBcrAg et ARN-VHB pour prédire la
survenue d’un événement clinique (survenue de CHC, décompensation hépatique ou déces)
chez les patients de la cohorte Cirvir, uniqguement infectés par le VHB. Les marqueurs
HBcrAg et ARN-HBYV ont été dosés sur les sérums prélevés a I’inclusion dans la cohorte.
L’analyse des résultats a été effectuée en tenant compte de I’ensemble des données clinico-
biologiques disponibles. Au total, 246 patients ont été inclus dans cette étude, en majorité des
hommes, traités, AgHBe négatif. Parmi eux, 27 ont développé un CHC sur une durée médiane
de suivi de pres de 7 ans, soit un taux d’incidence annuelle de 1,74%. A 1’inclusion, 95 (38%)
patients avaient un ADN détecté mais le plus souvent non quantifié (n=66). Pour ’HBcrAg,
155 (63,5%) patients étaient positifs (médiane 4,2 log U/ml) et pour I’ARN-VHB, 81 (33%)
patients étaient positifs (médiane 2,72 log U/ml). Nous avons identifié plusieurs profils en
fonction du statut (positif ou négatif) de chaque marqueur. Aucun de ces profils n’est ressorti
comme prédictif de la survenue d’un événement. Pris individuellement, ni I’HBcrAg ni
I’ARN ne semblent prédictifs du développement d’un CHC. La survie globale était
significativement plus faible chez les patients avec un ARN-VHB détecté. Ainsi, les deux
marqueurs ¢tudiés n’apportent pas d’informations supplémentaires quant au risque de

survenue de CHC chez ces patients cirrhotiques uniquement infectés par le VHB.

L’article en préparation ci-dessous a été envoyeé aux co-auteurs.
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Title: Evaluation of new HBV markers for prediction of hepatocellular carcinoma occurrence
in HBV-cirrhosis (ANRS CO12 CirVir)

Charlotte Pronier; Jérémy Bomo ; Valentine Genet ; Richard Layese; Segolene Brichler;
Pierre Nahon; Vincent Thibault; the ANRS CO12 CirVir study group

Abstract

Severe clinical complications of chronic hepatitis B virus (HBV) infection are
overlooked by cirrhosis and hepatocarcinoma (HCC), the last being not necessarily a
prerequisite for the second. We aimed to evaluate the contribution of recently developed HBV
markers, HBcrAg and HBV-RNA, on the prediction of HCC occurrence in HBV-
monoinfected without hepatitis C or D coinfection patients with cirrhosis. Baseline frozen
sera of patients with positive HBsAg and a biopsy-proven Child-Pugh A viral cirrhosis
included in the ANRS CO12 CirVir cohort were selected to evaluate the adding value of
HBcrAg and HBV-RNA quantification in addition to classical markers (HBsAg and HBV-
DNA quantification) to predict for clinical events. Among 246 patients studied (82.1% men,
median age 54 years, mostly HBeAg negative and treated), 27 HCC occurred during a median
follow-up of 82.9 months (annual incidence: 1.74%). At baseline, 95 (38%) patients were
positive for DNA, in majority detected but not quantified (n=66), with a median value of 4.22
log 1U/ml for the 29 quantified HBV-DNA. For HBcrAg, 155 (63.5%) patients were positive
(median 4.2 log U/ml) and for HBV-RNA, 81 (33%) patients were positive (median 2.72 log
U/ml). Several profiles could be identified according to the detection of one or more HBV
markers. Neither HBcrAg nor RNA taken on their own were statistically associated with the
occurrence of HCC or a decompensation event. Overall survival was significantly lower in
patients with detected HBV-RNA at baseline (p=0.0474). New virological markers tested
once did not appear predictive of HCC in this specific cirrhotic patient population. Monitoring
the Kinetics of these markers over time should be evaluated to assess their clinical utility in

predicting severe events.

Keywords: cirrhosis, HCC, HBV-RNA, HBcrAg, biomarker
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Introduction

Hepatitis B virus (HBV) infection is one the main causes of hepatocellular carcinoma
(HCC) worldwide, with 40% of all HCC in developed countries and with more than 60% in
resource-limited countries. Fortunately, universal HBV vaccination is likely to progressively
change the etiologic landscape of HCC and to reduce HBV to an anecdotal cause of this
cancer. HCC accounts for the majority of primary liver cancers, the sixth most commonly
diagnosed cancer and the fourth leading cause of cancer-related death worldwide. Despite
remarkable progress in diagnosis and treatment, its prognosis remains poor with a median
survival of less than 12 months. This highlights the key roles of primary and secondary
preventions, with a better control of risk factors and an efficient monitoring of liver cancer in
at-risk patients. The risk of HCC varies according to geographic area, sex, age, and degree of
liver damage. Cirrhosis, caused by HBV or other etiologic agents, is an important risk factor
for HCC. Around 2% of HBV-infected cirrhotic patients develop HCC per year. Once
cirrhosis is established, antiviral therapy is beneficial in preventing cirrhosis progression and
decompensation but successful therapy solely reduces but does not fully eliminate the risk of
HCC development [1]. Surveillance to detect early HCC is recommended in at-risk patients
i.e. cirrhotic patients, Child-Pugh A and B, or Child-Pugh C awaiting liver transplantation but
also in non-cirrhotic HBV patients at intermediate or high risk of HCC according to PAGE-B
or in non-cirrhotic F3 patients [1]. HBV-associated HCC represents the main factor that
affects longevity of patients [2].
Since direct antiviral therapy modifies several variables such as ALT, HBV-DNA levels and
HBeAg status, taking into account the treatment and new viral markers status may help
refining the prediction of clinical events. In a previous study conducted on the same cohort, it
was shown that three factors were independently associated with HCC occurrence: (i) age >50
years, (i) platelets <150 000 /mm? and (iii) body mass index >30 kg/m?. The virological
factors (HBsAg and DNA) seemed to weigh less than host conditions in predicting HCC
occurrence [3]. It also revealed that the most discriminant HCC risk score in this cohort was
the European PAGE-B score.
Recently, new non-invasive HBV biomarkers have emerged that could represent potential
candidates to predict HCC development. Indeed, serum Hepatitis B core-related antigen

(HBcrAg) was shown to correlate with transcriptional activity of intrahepatic cccDNA [4].
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Studies evaluating this marker as a predictive marker of HCC have been conducted on

heterogeneous population of patients, mostly Asian, receiving treatment or not, with or
without cirrhosis [5]-[13]. It was also shown that serum HBV-RNA could represent a
surrogate marker of cccDNA transcriptional activity in virally suppressed NA-treated patients
[14]. Despite lack of standardization and heterogeneous measurement approaches, circulating
HBV-RNA might be an additional marker to monitor the efficacy of antiviral therapy, in
association with more classical markers (DNA and HBsAQ). Its role in predicting HBV
relapse and sustained response after discontinuation of NA is still under investigation. The
influence of serum HBV-RNA in the prediction of HCC development has not been studied so
far [15].
The objective of this study was to evaluate what would be the additional value of two novel
biomarkers HBcrAg and HBV-RNA combined with DNA and HBsAg to predict clinical
events in the large multicenter prospective ANRS CO12 CirVir cohort of Child Pugh A HBV
cirrhotic patients.

Materials and Methods

The Cir-B2 study follows on from the Cir-B study, an ancillary study derived from the
CirVir cohort. The CirVir cohort was promoted by the French ANRS institution and approved
by the local ethics committee. All patients gave written informed consent to participate. The

full CirVir protocol is available on the ANRS website (http:// www.anrs.fr).

Patients

Among the 1,671 patients with prior biopsy-proven Child-Pugh A uncomplicated virus-
related cirrhosis enrolled in the French multicenter ANRS CO12 CirVir cohort between
March 2006 and July 2012 and prospectively followed for the development of HCC, those
HBsA(g positive were selected (Figure 1). Coinfections with hepatitis C virus (HCV), hepatitis
D virus or HIV were excluded.

HBYV markers
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Virological analyses were performed on frozen serum samples provided by the CRB. For all
patients, HBcrAg and HBV-RNA were tested at baseline in a unique laboratory (CHU
Rennes). HBcrAg was measured with the Lumipulse® G HBcrAg assay (Fujirebio,
Courtaboeuf, France) on the Lumipulse G600 II, according to the manufacturer's
recommendations. Only values above 3 logU/mL, the specified limit of quantification, were
taken into account. For molecular HBV markers, automated extraction of total nucleic acids
was performed on the MagNA Pure 96 system with the DNA and Viral NA Small VVolume 2.0
kit (Roche, Meylan, France). HBV-DNA was quantified in IU/mL (WHO Standard) as
previously described [16]. HBV-RNA, was quantified as previously described with minor
modifications [17]. Both HBV nucleic acids were tested on the same extract to limit any
technical bias.

Follow-up

Follow-up was scheduled according to the French medical guidelines. Abdominal Doppler US
was performed every 6 months. All events that occurred after enrolment were recorded based
on the information obtained from the patient medical files at each center and monitored by a
panel of 3 dedicated clinical research associates. Any modifications to treatments during
follow-up, including antiviral therapy, were notified.

HCC diagnosis and treatment

In cases of focal liver lesions detected by US, a diagnostic procedure using contrast-enhanced
imaging (CT scan or MRI), serum AFP assay and/or guided biopsy was performed. The HCC
diagnosis was thus established either by histological examination or by using probabilistic
non-invasive criteria according to the different periods of time (before and after 2011). When
HCC diagnosis was established, treatment was decided using a multidisciplinary approach.
The reports of imaging techniques showing liver focal lesions were secondarily reviewed by
two dedicated senior hepatologists.

Statistical analyses

Descriptive results are expressed as median [IQR] or mean + standard deviation for
quantitative variables and as number or percentage for categorical data. Initial characteristics
are compared between groups using the Student or Mann-Whitney test for continuous
variables, and the chi-square or Fisher exact test for qualitative variables. For median
comparisons between more than 2 groups, the Kruskal-Wallis test was applied. Incidence
curves of events and survival curves were constructed by the Kaplan-Meier method. The

comparison of these curves was evaluated by a log-rank test. Risk factors were assessed using
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Cox regression models. All statistical analyses were performed using Stata 13.0 software. A p

value lower than 0.05 was considered significant.

Results

In the French ANRS CO12 CirVir cohort, 269 were HBV-monoinfected. Twenty-three
were secondarily excluded from analysis because of empty aliquots or conflicting data within
the centralized database. Finally, 246 patients were taken into account (figure 1) with a
median follow-up of 82.9 months [IQR: 58.9-105.5]. During follow-up, 27 patients developed
HCC, decompensation occurred in 16 patients, 5 were transplanted and 16 died. HCC annual
incidence was 1.74%. The 1-, 5- and 8-year cumulative incidence rates of HCC were 1.68%,
8.97%, 14.48%, respectively (figure 2).

Figure 1: flow chart of patient selection

1,671 CirVir patients with compensated
HCV and/or HBV cirrhosis

1,402 patients excluded because they failed to satisfy the selection
criteria or presented with missing data

- HCV infection (n = 1,354)

- HBV-HIV Co-Infection (n = 15)

- HBV-HDV Co-infection (n = 31)

- Missing data for HIV status (n = 2)

v

\4

269 HBV mono-infected cirrhotic patients

23 patients excluded
No available residual sample (n = 4)
Discrepant data files (n= 19)

v
246 selected HBV mono-infected cirrhotic
patients
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Baseline characteristics of the selected patients at inclusion are detailed in table 1.
Patients were mainly males (82.1%). Median age was significantly higher in patients who
developed HCC. Most patients were European (58.7%). Concerning comorbidities, compared
with patients who did not develop an HCC, there was significantly more patients with an
ongoing tobacco consumption (p= 0.040) or an ongoing alcohol (> 10g/d) consumption
(p=0.051) in the HCC group. Median body mass index (BMI) and percent of patients with
BMI > 30 kg/m® were both significantly higher in patients who developed HCC (p=0.048 and
p=0.007). In the HCC group, patients also presented significantly more arterial hypertension
(p=0.004). Regarding biological features, median platelet count, gamma-glutamyl
transpeptidase (GGT) and total bilirubin serum levels were significantly different between
patients who developed HCC and those who did not. A majority of patients (57.8%) had a
PAGE-B score comprised between 10 and 17. Median PAGE-B score was significantly higher
in the HCC group with more patients with PAGE-B score > 17 (p<0.001 and p=0.001). All
patients with a PAGE-B score < 9 did not develop HCC. At inclusion, 199 (80.9%) patients
were treated with NA, yet, 95 (38.6%) had a baseline positive HBV-DNA, mostly below the
limit of quantification of the assay. HBV genotyping was available for 63 patients and mostly
represented by genotypes D (30.2%), A (27%) and E (17.5%). The majority of patients (85%)
were HBeAg negative at inclusion. The median HBsAg titer was 3.03 log 1U/ml [IQR 2.42-
3.37]. HBcrAg was positive for 155 patients (63.5%) with a median level of 4.2 log U/ml
[IQR 3.6-5.1]. HBV-RNA was not detected for 165 patients (67.1%). Median HBV-RNA was
2.72 log U/ml [IQR 2.14-3.83]. The virological features at baseline did not differ according to
the genotype except for the HBsAg and HBeAg status (table 2).

Figure 2: cumulative incidence curve for HCC.
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Table 1 characteristics of the Cir-B2 patients at baseline

Number of Total No HCC HCC P—
Characteristics at inclusion
patients n=246 n=219 (89.0%) n=27 (11.0%) value*

Demographic features
Male gender 246 202 (82.1) 177 (80.8) 25 (92.6) 0.144
Age (years) (median, IQR) 246 54.0 [43.8 — 62.4] 53.1 [42.6 — 61.5] 61.7[57.0-67.8]  0.001
Place of birth 224 0.414

Europe + Indo Europe 114 (50.9) 101 (50.0) 13 (59.1)

Subsaharan Africa 44 (19.6) 39 (19.3) 5(22.7) 0.915

Northern Africa 20 (8.9) 17 (8.4) 3(13.6) 0.858

Southeast Asia 46 (20.5) 45 (22.3) 1(4.6) 0.099
Ethnic origin (SNPs) 213 0.223

EUR 125 (58.7) 110 (57.9) 15 (65.2)

AFR 47 (22.1) 40 (21.05) 7(30.4) 0.590

EAS 41 (19.2) 40 (21.05) 1(4.4) 0.120
Comorbidities
Past excessive alcohol consumption 229 25 (10.9) 22 (10.8) 3(11.5) 0.851
Ongoing alcohol consumption 223

0or<10 209 (93.7) 188 (95.0) 21 (84.0)

>10 14 (6.3) 10 (5.0) 4(16.0) 0.051
Tobacco consumption 226 0.095

Never 138 (61.1) 127 (63.2) 11 (44.0)

Past 54 (23.9) 46 (22.9) 8 (32.0) 0.149

Ongoing 34 (15.0) 28(13.9) 6 (24.0) 0.040
Drug use 234

Never 231 (98.7) 206 (99.0) 25 (96.2)

Past 2(0.9) 2(1.0) 0

Ongoing 1(0.4) 0 1(3.8) 0.059
Body Mass Index (kg/m2) (median, IQR) 206 25.1[23.3-27.9] 25.1[23.2-27.7] 25.9 [24.3 - 30.6] 0.048
Body Mass Index (class) 206 0.002

<25 99 (48.1) 88 (48.3) 11 (45.8)

[25; 30[ 79 (38.3) 74 (40.7) 5(20.8) 0.270

>30 28 (13.6) 20 (11.0) 8(33.3) 0.007
Diabetes 246 29 (11.8) 25 (11.4) 4(14.8) 0.687
Dyslipidaemia 246 16 (6.5) 14 (6.4) 2(7.4) 0.840
Arterial hypertension 246 57 (23.2) 45 (20.6) 12 (44.4) 0.004
Past history of CV events 246 16 (6.5) 12 (5.5) 4 (14.8) 0.073
Metabolic syndrome * 246 23(9.4) 19 (8.7) 4 (14.8) 0.237
Past history of malignancy (non HCC) 246 10 (4.1) 8 (3.7) 2(7.4) 0.346
Biological features

175.0 [131.0 - 179.0 [136.0 - 126.0 [110.0 -
Platelet count (10%/mm?) (median, IQR) 242 <0.001
207.0] 210.0] 150.0]

AST (1U/L) (median, IQR) 246 31.0 [26.0 — 41.0] 31.0 [25.0 - 41.0] 32.0[260-57.0]  0.122
ALT (1U/L) (median, IQR) 246 34.0 [24.0 - 47.0] 34.0 [24.0 - 46.0] 35.0[26.0-58.0]  0.293
GGT (IU/L) (median, IQR) 246 33.0[22.0-57.0] 31.0 [21.0 - 55.0] 55.0 [34.0 — 75.0] 0.001
Serum albumin (g/L) (median, IQR) 245 44.0 [41.1 - 46.4] 44.0 [41.1 - 46.5] 43.3[41.0-46.0]  0.405
Total bilirubin (umol/L) (median, IQR) 246 10.0 [7.0 - 14.0] 10.0 [7.0 - 13.0] 12.0[10.0-17.0]  0.013
Prothrombin time (%) (median, IQR) 236 90.9 [81.0—98.0] 91.0 [82.0—98.0] 87.0[77.5-93.5] 0.427
Virological features on original database
Past or ongoing antiviral treatment 246 231 (93.9) 206 (94.1) 25 (92.6) 0.586
Positive HBV viral load 246 69 (28.1) 63 (28.8) 6(22.2) 0.522
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Number of Total No HCC HCC P—
Characteristics at inclusion
patients n=246 n=219 (89.0%) n=27 (11.0%) value*
Additional virological features
HBeAg 246

Negative 209 (85.0) 184 (84.0) 25 (92.6)

Positive 37 (15.0) 35(16.0) 2(7.4) 0.297
HBV-DNA 246 0.718

Not detected 151 (61.4) 133 (60.7) 18 (66.7)

Detected 95 (38.6) 86 (39.3) 9(33.3) 0.451
HBsAg (log 1U/mL) 241 3.03[2.42-337] 3.03[2.38-3.40] 3.04[2.43-3.32] 0.663
HBcrAg 244

Negative (< 3 log U/mL) 89 (36.5) 81(37.3) 8(29.6)

Positive 155 (63.5) 136 (62.7) 19 (70.4) 0.386
Quantified HBcrAg (log U/mL) (among HBcrAg+) 155 42[3.6-51] 4.2[3.6-5.1] 41[3.9-4.8] 0.666
HBV-RNA 246

Not detected (negative) 165 (67.1) 147 (67.1) 18 (66.7)

Detected (positive) 81 (32.9) 72 (32.9) 9 (33.3) 0.940
Quantified HBV-RNA (log 1U/mL) (among HBV-

81 2.72[2.14-3.83] 2.70[2.09-3.89] 2.99[2.58-3.01] 0.692
RNA+)
HBYV genotype 63 0.999

A 17 (27.0) 15 (26.3) 2(33.3)

B 4(6.3) 4(7.0) -

C 9(14.3) 9(15.8) -

D 19 (30.2) 17 (29.8) 2(33.3)

E 11 (17.5) 9 (15.8) 2(33.3)

F - - R

G 3(4.7) 3(5.3) -

PAGE-B score (continuous variable) 242 16 [12 - 18] 14 [12 - 18] 18 [16 —20] <0.001
PAGE-B score (categorical variable) 242

<9 22 (9.1) 22 (10.2) 0

10-17 140 (57.8) 132 (61.4) 8(29.6)

>17 80 (33.1) 61 (28.4) 19 (70.4) 0.001

*p-value from Cox regression model
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Table 2 virological features at baseline according to genotype

virological features at HBV genotype A  HBV genotype B HBV genotype C HBV genotype D HBYV genotype E  HBV genotype G S
inclusion n=17 (27.0%) n=4 (6.3%) n=9 (14.3%) n=19 (30.2%) n=11 (17.5%) n=3 (4.7%)

HBV-DNA 0.469
Not detected 4 (23.5) 1(25.0) 4 (44.4) 5(26.3) 1(9.0) -

Detected 13 (76.5) 3(75.0) 5 (55.6) 14 (73.7) 10 (90.9) 3 (100)

HBV-DNA (log 1U/mL) 3.89 [3.36 — 4.36] 4.00-4.91 3.33-7.13 434 [3.49-5.04] 5.67[4.89-6.53] 8.19 0.126
HBsAg (log 1U/mL) 3.14[2.44 -351] 2.83[2.72-2.89] 2.66[242-3.39] 3.18[2.62-3.74] 3.58[3.28-3.86] 3.03[1.91-4.49] 0.026
HBeAg 0.023
Negative 10 (58.8) 3(75.0) 5 (55.6) 18 (94.7) 6 (54.6) 2 (66.7)

Positive 7(41.2) 1(25.0) 4 (44.4) 1(5.3) 5 (45.4) 1(33.3)

HBV-RNA 0.401
Not detected 8 (47.1) - 3(33.3) 10 (52.6) 4 (36.4) -

Detected 9 (52.9) 4 (100) 6 (66.7) 9 (47.7) 7 (63.6) 3 (100)

HBV-RNA (log U/mL) 2.98[258-3.78] 2.84[2.67-3.48] 2.71[2.10-3.93] 2.61[2.36—2.98] 2.89[2.68—-4.14] 4.23[2.26—4.47] 0.779
HBcrAg 0.288
Negative (< 3 log U/mL) 4 (23.5) - 1(11.1) 7 (36.8) 2(18.2) 1(33.3)

Positive 13 (74.5) 4 (100) 8 (88.9) 12 (63.2) 9(81.8) 2 (66.7)

HBcrAg (log U/mL) 5.0[3.8-5.7] 3.9[3.3-4.9] 5.3[4.4-5.5] 45[3.7-5.1] 5.6 [45-6.1] 54-94 0.611
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Considering all patients, HBcrAg was significantly and positively correlated with
DNA, RNA, and AST and negatively correlated with prothrombin time (table 3). In the
subpopulation of HBeAg negative patients, there was an inverse correlation between HBcrAg
and prothrombin time (p=0.059) specifically. Additionally, a significant inverse correlation
was found between HBcrAg concentrations and platelet counts in HBeAg negative patients
(p=0.028). In the HBeAg positive subpopulation, a strong correlation was found between
HBcrAg concentrations, DNA and RNA loads (p=0.005 for both).

At baseline, none of the HBV studied markers was statistically associated with the
occurrence of HCC or any decompensation event whether in the whole population or in the
HBeAg negative subpopulation. The overall survival was significantly shorter in patients with
detected HBV-RNA at baseline (p=0.047) but did not differ according to the DNA or HBcrAg

status at baseline (Figure 3).

To take into account the potential added value of recently developed HBV markers
HBcrAg and HBV-RNA, patients were categorized according to the detection of any of these
markers (table 4). We made the postulate that the absence of detection of any of these markers
was the most favorable virological profile. Based on this hypothesis, we did not find any
difference regarding HCC onset between patients positive for all 3 markers (DNA, RNA and
HBcrAg, n=38) compared to those negative for these markers (n=53). For HBeAg positive
patients (n=37), all were HBcrAg positive. In these patients, the two major profiles
representing 25 patients (67.6%) were both HBV-RNA and HBcrAg positive and were
distinguished by their replication status. For HBeAg negative patients, the two major profiles
representing 107 patients (51.2%) were both HBV-DNA and HBV-RNA negative and were
distinguished by their HBcrAg status.
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Table 3: correlations between virological and biological parameters

Total Population

DNA (log 1U/mL)

RNA (log 1U/mL)

HBcrAg (log U/mL)

N=29 N=81 N=155
DNA (log (n=21) Rs=0.2689 p=0.2385 (n=21) Rs=0.5553 p=0.009
1U/mL)
RNA (log (n=65) Rs=0.4112 p=0.0007
1U/mL)
AST Rs=0.2103 p=0.2736 Rs=0.1971 p=0.0778 Rs=0.2234 p=0.0052
ALT Rs=0.2701 p=0.1564 Rs=0.0537 p=0.6341 Rs=0.1153 p=0.1531
GGT Rs=0.1302 p=0.5009 Rs=0.0889 p=0.4300 Rs=-0.0261 p=0.7472

Prothrombin time

Rs=-0.2339 p=0.2219

(N=76) Rs=-0.2294 p=0.0462

(n=148) Rs=-0.2345 p=0.0041

Albumin Rs=-0.3513 p=0.0617 Rs=0.0756 p=0.5024 (n=154) Rs=-0.1078 p=0.1832
Total bilirubin Rs=0.1903 p=0.3226 Rs=0.0786 p=0.4857 Rs=0.0548 p=0.4981
Platelet Rs=0.0372 p=0.8480 Rs=0.0188 p=0.8675 (n=152) Rs=-0.0793 p=0.3314
HBeAg- DNA (log 1U/mL) RNA (log 1U/mL) HBcrAg (log 1U/mL)
Population N=23 N=56 N=119

DNA (log (n=15) Rs=0.0626 p=0.8247 (n=15) Rs=0.3492 p=0.2021
1IU/mL)

RNA (log (n=40) Rs=0.1736 p=0.2841
1U/mL)

AST Rs=0.0583 p=0.7915 Rs=0.2299 p=0.0882 Rs=0.1632 p=0.0762
ALT Rs=0.0490 p=0.8244 Rs=0.0739 p=0.5885 Rs=0.0922 p=0.3186
GGT Rs=-0.0285 p=0.8973 Rs=0.1411 p=0.2996 Rs=0.0108 p=0.9073

Prothrombin time

Rs=-0.1576 p=0.4726

(n=52) Rs=-0.2122 p=0.1311

(n=113) Rs=-0.1781 p=0.0591

Albumin Rs=-0.2911 p=0.1778 Rs=0.0840 p=0.5381 (n=118) Rs=0.0281 p=0.7627
Total bilirubin Rs=0.1088 p=0.6213 Rs=-0.0023 p=0.9864 Rs=0.0936 p=0.3114
Platelet Rs=-0.0168 p=0.9393 Rs=-0.0451 p=0.7414 (n=116) Rs=-0.2044 p=0.0277
HBeAg+ DNA (log 1U/mL) RNA (log 1U/mL) HBcrAg (log 1U/mL)
Population N=6 N=25 N=36

DNA (log (n=6) Rs=0.6000 p=0.2080 (n=6) Rs=0.9429 p=0.0048
1IU/mL)

RNA (log (n=25) Rs=0.5396 p=0.0054
1IU/mL)

AST Rs=0.0580 p=0.9131 Rs=-0.0085 p=0.9679 Rs=0.3010 p=0.0745
ALT Rs=0.8286 p=0.0416 Rs=-0.0982 p=0.6405 Rs=0.1527 p=0.3740
GGT Rs=0.2571 p=0.6228 Rs=0.0027 p=0.9898 Rs=-0.1199 p=0.4859

Prothrombin time

Rs=0.2571 p=0.6228

Rs=-0.2385 p=0.2618

(n=35) Rg=-0.1347 p=0.4405

Albumin Rs=-0.8286 p=0.0416 Rs=0.0427 p=0.8393 Rs=-0.2663 p=0.1164
Total bilirubin Rs=0.6000 p=0.2080 Rs=0.4329 p=0.0306 Rs=0.3184 p=0.0584
Platelet Rs=0.1429 p=0.7872 Rs=0.1133 p=0.5896 Rs=0.0822 p=0.6336
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Figure 2: cumulative incidence of HCC according to HBV markers status
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Figure 3: overall survival according to HBV markers status
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Table 4: “DNA-RNA-HBcrAg” profiles according to the HBeAg status

MD: missing data

Number (%) DNA | RNA | HBcrAg
total population
60 (24.4) - - +
53 (21.5) - - -
38 (15.5) + + +
30(12.2) + - +
27 (11.0) - + +
20 (8.1) + ; ;
9(3.7) - + -
7(2.8) + + -
2(0.8) - - MD
HBeAg- subpopulation
54 (25.8) - - +
53 (25.4) - - -
25 (12.0) + - +
23 (11.0) + + +
20 (9.6) + - -
17 (8.1) - + +
9(4.3) - + -
7 (3.3) + + -
1(0.5) - - MD
HBeAg+ subpopulation

15 (40.54) + + +
10 (27.03) - + +
6 (16.22) - - T
5(13.51) + - +
1(2.70) - - MD
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We next asked whether these new viral markers could help to identify poor outcomes
such as HCC development or decompensation events. As shown on table 5 for HCC, none of
these markers reached a satisfactory area under the receiver operating characteristic curve
(AUROC), most of them ceiling around 0.5 therefore not applicable as a diagnostic tool.
When applied to PAGE-B stratified patients, the same conclusions prevailed. HBcrAg had a
sensitivity of 70.4%, a specificity of 37.3%, a PPV of 12.3% and a NPV of 91% to predict
HCC in all cirrhotic patients. HBcrAg sensitivity (73.7%) were higher in PAGE-B high risk
patients while NPV were higher in PAGE-B intermediate patients (94.5%) compared to all
patients. HBV-RNA had a sensitivity of 33.3%, a specificity of 67.1%, a PPV of 11.1% and a
NPV of 89.1% to predict HCC in all cirrhotic patients. HBV-RNA NPV was higher in PAGE-
B intermediate patients (94.7%) compared to all patients (89.1%).

Table 5: Performances of HBcrAg and HBV-RNA to predict HCC

_ Patients with Patients with PAGE-
Total population
10 <PAGE-B<17 B >17
(n=246)
(n=140) (n=80)
HBV
HBcrAg HBcrAg | HBV RNA | HBcrAg | HBV RNA
RNA
Area  under
0.54 0.50 0.51 0.53 0.54 0.47
ROC curve
Sensitivity
70.4 33.3 62.5 37.5 73.7 31.6
(%)
Specificity
37.3 67.1 39.7 68.2 34.4 62.3
(%)
PPV (%) 12.3 11.1 9.0 6.7 25.9 20.7
NPV (%) 91.0 89.1 94.5 94.7 80.8 745
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Discussion

Novel HBV markers emerged these last years with several fields of application. We

aimed to evaluate the predictive value for HCC of serum HBcrAg and HBV-RNA levels at
baseline in cirrhotic HBV monoinfected patients included in the ANRS CO12 CirVir cohort.
To the best of our knowledge, it is the first study who is interested in predicting the risk of
HCC only in cirrhotic, high risk patients, and evaluating both HBV-RNA and HBcrAg
markers in this context. The strengths of our study are: (i) an homogeneous cohort of cirrhotic
HBV monoinfected patients, (ii) the inclusion of patients from diverse ethnic origins with a
majority of European, (iii) a median follow-up of 7 years, (iv) and the prospective nature of
the study.
In these cirrhotic patients, in majority treated for at least 4 years at the time of inclusion, HCC
surveillance is still required as the annual HCC incidence (1.74%) remains high. Despite
probable reversal of cirrhosis in few of these patients, predictive scores and biomarkers are
still needed.

In these cirrhotic patients, in majority treated for at least 4 years at the time of
inclusion, HCC surveillance is still required as the annual HCC incidence (1.74%) remains
high. Despite probable reversal of cirrhosis in few of these patients, predictive scores and
biomarkers are still needed.

In this homogeneous cohort of cirrhotic HBV monoinfected patients, neither HBcrAg
nor HBV-RNA tested at baseline were predictive of HCC or hepatic event. These results were
different from those reported in the literature, particularly for the HBcrAg marker both in
untreated and treated patients. Indeed, Tseng et al. showed that an HBcrAg level greater or
equal to 4 log was associated with an increased risk of HCC in HBeAg negative patients with
HBYV DNA levels from 2000 to 20,000 1U/ml [5]. Our study was not designed to confirm this
finding. Their study included Asian, untreated and without cirrhosis patients while our cohort
was solely constituted of cirrhotic patients and a majority of European and treated patients.
Another study was conducted in 1031 untreated Asian patients including 7% of patients with
cirrhosis, defined as a FIB-4 index > 3.6 [6]. Contrary to our study, they concluded that a
positive HBcrAg was positively correlated with the incidence of HCC. Their result may partly
be influenced by the high proportion of HBeAg positive patients, representing 188 of 1031
patients. HBcrAg measurement is largely influenced by the presence of circulating HBeAg
and should be used with caution in this population. The predictive potency of HBcrAg for the

incidence of HCC was not found in our population of patients with cirrhosis.
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Our results were also inconsistent with previous studies in NA treated patients that

highlighted HBcrAg positivity as a predictive for the development of HCC. All these
retrospective studies were mainly conducted in Asian population, with numbers varying from
109 to 1400 patients but with a variable percentage of cirrhotic patients (4-58%) and with a
follow-up time of 3 to 13 years. HBeAg negative and NA treated patients represented 47 to
100% and 41% to 100% of patients, respectively [7]-[13]. While Liang et al. reported that the
level of HBcrAg at baseline could accurately predict the risk of HCC in HBeAg negative
treated patients, one should highlight that their population was solely Chinese, an important
difference with our study that included a majority of European patients. Very recently, in a
retrospective Dutch long-term follow-up study including 119 patients with HBV-HCC,
Beudeker et al. reported that HBcrAg levels predicted recurrence-free survival in mainly
Caucasian patients with HBV associated early stage HCC [18]. Median HBcrAg levels at
baseline in our cohort (4.2 log U/ml) was quite similar with their median HBcrAg levels at
HCC diagnosis (4.32 log U/ml; IQR 2.78-5.82). However, HBcrAg levels ranging between 2
to 3 log U/ml should not have been taken into account as the validated limit of quantification
of the assay, as claim by the manufacturer, is 3 log U/ml. The authors suggested that HCC
was associated to HBV but data about comorbidities like BMI were lacking. In our study,
overall survival did not significantly differ according to the HBcrAg level at baseline contrary
to HBV-RNA. So, the role of HBcrAg to predict HCC seems at least to depend on the studied
population and certainly remains to be clarified. If a single measurement of both RNA and
HBcrAg did not appear useful to predict HCC, the study of these new markers Kinetics over
time could be more relevant.
This study presents also some limitations. First, we had a low occurrence of HCC that may
have led to underpowered analyses and we had only few HBeAg positive patients therefore
limiting the analyses for this subgroup. Second, we did not have HBV genotype data for most
of our patients because most of them were successfully treated at inclusion with no viral
replication allowing to perform the analysis.

In conclusion, HBcrAg and HBV-RNA measured at baseline in our cohort were not
predictive of HCC occurrence in HBV cirrhotic patients. While these new markers could not
help to better identify at-risk patients, all other preventing measures should be reinforced,
such as hygienic-dietetic measures, reduction of alcohol and tobacco consumption. Other
studies looking at sequential measurement of these markers in cirrhotic HBV patients are

warranted.
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DISCUSSION GENERALE

Depuis la decouverte du virus, les connaissances sur les formes circulantes du virus de
I’hépatite B ne cessent d’évoluer. Diverses particules virales et sous-virales sont libérées selon
différentes voies, en proportions variables selon le contexte. La production de chacune de ces
particules, qui doivent avoir un role spécifique, peut influer sur 1’histoire naturelle de la
maladie. De nouveaux marqueurs viraux ont également émergé. Les différentes indications
pour chacun de ces marqueurs pour le suivi des patients restent a définir. Une meilleure
compréhension de la morphogenese complexe du VHB et des nouveaux marqueurs viraux
diagnostiques permettra de déterminer leur intérét potentiel dans le suivi des nouveaux
traitements et de mieux appréhender les stratégies d’élimination virale. Ces travaux de thése
se composent d’une approche in vitro et in vivo pour (i) I’étude des formes virales circulantes

chez les patients et (ii) I’étude des nouveaux marqueurs du VHB.

1. Formes virales du VHB circulantes chez les patients

1.1. Peu de travaux disponibles a partir de plasma de patients

L’¢tude des différentes formes de particules virales du VHB est essentiellement
effectuée a partir de surnageant de culture et trés peu a partir de plasma. La disponibilité de
grands volumes pour I’étude des formes virales est un atout majeur de 1’utilisation des
surnageants de culture. Toutefois, les formes virales produites in vitro a partir de cultures
cellulaires ne sont pas forcement transposables & ce que 1’on peut observer in vivo chez les
patients. Les systemes de culture en deux dimensions actuellement utilisés s’¢éloignent des
conditions physiologiques et n’intégrent pas 1’action du systéme immunitaire dont on connait
I’importance dans cette infection. On sait par exemple que les surnageants contiennent un
nombre important de capsides non enveloppées qui ne sont pas ou peu décrites chez les
patients. Nous avons ainsi souhaité par ce travail étudier les formes virales circulantes chez
les patients. Une originalité de notre travail est de comparer des plasmas AgHBe positif et

négatif et des génotypes D et E, moins étudiés que les génotypes asiatiques (B et C).
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1.2. Gradient de Vvélocité et marqueurs du VHB: un systeme performant pour

caractériser les formes circulantes

Cette ¢étude s’inscrit dans la continuité d’un travail précédent, initi¢é a Paris, qui a
montré la capacité des gradients de vélocité a separer rapidement et efficacement les
particules virales des particules sous-virales (Désiré et al.,, 2015). La technique n’était
néanmoins pas transposable en 1’état. Il a fallu adapter la technique en fonction des
équipements disponibles a Rennes (ultracentrifugeuse, rotor, type de tube). Nous avons
également modifié la méthode de formation du gradient continu. Ce dernier est dorénavant
obtenu par congélation sur la nuit d’une solution de Nycodenz 26% dans les tubes de
centrifugation suivie d’une décongélation a température ambiante (Rickwood et al., 1982).
Enfin, nous avons consacré un temps conséquent a la mise au point de la technique de
détection/quantification de ’ARN-VHB. Avant de valider I’approche développée par Van
Bommel et al. (van Bommel et al., 2015) comme technique de quantification de I’ARN-VHB
pour nos expériences, nous avons ainsi testé les approches développées par Jansen et al et
Wang et al (Jansen et al., 2016; Wang et al., 2016). Nous avons rencontré plusieurs écueils,
notamment sur un probléme de spécificité de ces techniques, développés dans le paragraphe
suivant de la discussion (1.3).

Dans ce travail, ’approche des gradients de vélocité combinée a [’utilisation de
marqueurs classiques (AgHBs quantitatif et ADN-VHB quantitatif) et de nouveaux marqueurs
du VHB (HBcrAg et ARN-VHB quantitatifs) a permis une caractérisation fine des particules
circulantes chez les patients en fonction du statut vis-a-vis de I’AgHBe et du génotype. De
facon tout a fait originale, nous avons estimé le nombre de particules virales complétes
obtenues selon les différents marqueurs (AgHBs, ADN et HBcrAg) dosés de fagon
standardisée, sur chacune des fractions récoltées. Les différents rapports calculés ont révele
des similitudes et des différences de formes circulantes selon le statut vis-a-vis de I’AgHBe.
Par souci de standardisation de nos expériences, nous avons pour ce travail utilisé 4 plasmas
issus de donneurs de sang, disponibles avec d’importants volumes, grace a la contribution de
Syria Laperche (INTS, Paris). En répétant a plusieurs reprises les gradients, nous avons d’une
part optimiser la technique et ensuite montré la bonne reproductibilité des gradients de
vélocité malgré les difficultés que représente une collecte des fractions par le fond du tube de

centrifugation.
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Les profils obtenus avec les gradients de vélocité sont tres intéressants. Néanmoins, la
séparation n’étant pas réalisée a 1’équilibre et avec une durée de centrifugation courte, les
particules n’ont pas le temps d’atteindre la densité attendue. Nous avons ainsi souhaité
controler ces profils par des gradients de densit¢ a I’équilibre plus conventionnels pour
s’assurer que nous retrouvions des profils équivalents. L’atout majeur des gradients de
vélocité est de réaliser une séparation trés rapide des particules virales. Les gradients de
vélocité sont obtenus par une separation zonale en gradient continu.

La séparation des particules se fait en partie en fonction de la masse des particules.
Lors de la centrifugation, en tenant compte du gradient de concentrations de Nycodenz, de la
durée et de la vitesse de centrifugation choisis, les particules lourdes sédimentent plus vite que
les plus légeres sans atteindre le fond du tube. Avec les gradients de densité a 1’équilibre, la
différence entre la densité des particules et celle de la solution de centrifugation utilisée influe
sur la vitesse de sédimentation des particules. Chaque particule sédimente jusqu’a ce qu’elle
atteigne la concentration de la solution utilisée pour le gradient (ici le sucrose pour les
gradients a I’équilibre) correspondant a sa densité. La compréhension des profils est plus aisée
a I’équilibre puisque les particules sont a 1’équilibre. Nous avons fait le choix du sucrose, pour
ces gradients a 1’équilibre, plus couramment employés comme le chlorure de césium. Les
densités théoriques des différentes particules virales a 1’équilibre selon la solution utilisée
pour le gradient sont présentées dans le tableau 10. Avec nos expériences de gradient de
densité en sucrose a 1’équilibre, les VP sont situées dans les fractions 5-6, soit a une densité de
1,21 g.cm™ tandis que les SVP sont situées en fraction 11, soit & une densité de 1,14-1,16
g.cm™ en sucrose. Le sucrose et le Nycodenz sont deux molécules avec une structure
chimique et un poids moléculaire différents (Figure 14). Néanmoins, les profils de séparation
obtenus en vélocité (nycodenz) ou a 1’équilibre (sucrose) sont remarquablement semblables

(pic de VP en fractions 4-6 et pic de SVP en fractions 11-13).
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Sucrose Nycodenz

C12H22011 C19H26|3N309
342.3 g/mol 821.1 g/mol

Figure 14 : Structure chimique, formule et poids moléculaire du sucrose et du Nycodenz.

Densité (g/cm®) Chlorure de césium | Sucrose
VP 1,24 -1,26 1,21
SVP 1,18 1,15

Tableau 10 : Densité des particules du VHB a I’équilibre selon les gradients.
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1.3. Présence de particules virales a ARN confirmée chez les patients AgHBe positif

ou négatif

L’ARN-VHB a été testé pour les plasmas sélectionnés et les fractions des gradients
génerés correspondant a ces plasmas, avec la technique de détection/quantification de I’ ARN-
VHB mise au point. Avec ce dosage et les expériences en présence de détergent, nous avons
identifi¢ des particules enveloppées contenant de I’ARN-VHB pour trois des quatre plasmas
testés. Pour le plasma B7686 (génotype D ; AgHBe négatif), la concentration d’ARN détectée
dans le plasma est proche du seuil de la technique ce qui explique certainement 1’absence de
détection d’ARN dans les fractions collectées.

Ces particules circulent en quantités inférieures, d’un facteur 1 000 a 10 000, par
rapport aux virions chez ces patients non traités. Deux études utilisant des techniques de
quantification de I’ARN différentes de la ndtre ont observé un phénomene identique de
quantification moindre de ’ARN par rapport a I’ADN chez des patients non traités. Dans
I’étude de Wang menée chez 11 patients AgHBe positif, la différence de quantification
préthérapeutique de I’ARN par rapport a I’ADN ¢était d’un facteur 10 a 100 en faveur de
I’ADN (Wang et al., 2016). Une détection d’ARN chez la majorité des 102 donneurs de sang
testés est rapportée par Butler et al., en concentration toujours inférieure par rapport a I’ADN,
d’un facteur 100 a 1 500 avec leur technique de quantification de ’ARN qui cible deux
régions X et core (Butler et al., 2018). Les 10 donneurs non détectés en ARN dans leur étude
étaient tous AgHBe négatif. Ainsi la production de particules virales contenant de I’ARN
semble inférieure chez les patients non traités AgHBe négatif par rapport a ceux AgHBe
positif. Le role de ces particules enveloppées qui contiennent de I’ARN-VHB n’est pas connu.

Au-dela de la détection de ces particules a ARN, il est important de déterminer la (ou
les) espéce(s) d’ARN circulante(s) au sein de ces particules et de standardiser la technique de
quantification de ’ARN. De plus, on peut se demander si la nature de I’ARN-VHB détecté
varie au cours de I’histoire naturelle de la maladie ou sous traitement. Les premiéres études
s’intéressant a la détection de ’ARN dans le sérum des patients prétendent détecter I’ ARNpg.
Wang et al. mettent en avant le caractere infectieux potentiel de ces virions qui contiendraient
spécifiquement de I’ARNpg (Wang et al., 2016). En effet, sur le modéle du VHD, si ces
particules défectives rentrent dans les hépatocytes, grace a la polymérase virale, I’ARNpg
pourrait étre rétro-transcrit et former une nouvelle particule infectieuse qui participerait a la
persistance de I’infection. La comparaison des résultats des différentes études menées sur

I’ARN-VHB est cependant difficile en I’absence d’une technique standardisée disponible.
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La spécificité de la technique est également primordiale en particulier pour les
échantillons avec des concentrations trés élevées d’ADN-VHB. Nous avons fait I’expérience
lors du choix et du développement de la technique de quantification de ’ARN-VHB qu’un
traitement a la DNase bien conduit ne suffisait pas a éliminer la totalit¢ de ’ADN-VHB
présent dans 1’échantillon mais aussi qu’une amplification a partir d’ADN simple brin était
possible. En effet, la transcriptase inverse MultiScribe™ utilisée pour le développement de la
technique de quantification de I’ARN est une transcriptase inverse recombinante du virus de
la leucémie murine de Moloney (M-MLV), qui a été optimisée pour les dosages TagMan.
Cette ADN polymérase recombinante, dépendante de I’ARN, utilise I’ARN monocaténaire
pour modele en présence d’une amorce pour synthétiser un brin d’ADN complémentaire
(ADNCc). La transcriptase inverse du M-MLV est capable de synthétiser des ADNc a partir
d’ADN simple brin (Gerard and D’Alessio, 1993). Quel que soit la technique de détection de
I’ARN présentée, il est donc primordial de montrer les contrdles de spécificité de la
technique, a savoir les valeurs de Ct (cycle threshold) obtenues apres un traitement a la DNase
et a la RNase (Prakash et al., 2018). Les quantifications d’ADN et d’ARN-VHB, des plasmas
utilisés dans notre étude, obtenues avec et sans traitement a la RNase sont présentées en
Annexe 1.

Le choix de la région préférentielle a cibler par les amorces va dépendre de I’espéce
majoritaire détectée au niveau plasmatique. En partant du principe que 1’espéce majoritaire
circulante chez les patients était de I’ARNpg ou tout du moins une forme polyadénylée,
I’approche proposée par Van Bommel et al. est la plus convaincante. En effet elle ne requiert
pas de traitement a la DNase du fait du choix d’amorce pour la RT au niveau du site de
polyadénylation en aval de I’ORF X, commun a tous les ARN, hormis les ARN tronqués,
mais non présent au niveau de I’ADN. Si la technique de détection utilisée est au point, un

standard international pour la quantification de I’ARN reste nécessaire.
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1.4. Présence de virions vides confirmée chez les patients AgHBe négatif

De ce travail, nous confirmons aussi la présence de virions vides chez les patients
AgHBe négatif, mise en évidence précédemment par une autre équipe (Luckenbaugh et al.,
2015b). Ces particules dépourvues d’acides nucléiques et enveloppées par de 1’AgHBs
circuleraient en exces par rapport aux particules complétes infectieuses d’un facteur 30 a 40
pour les 2 plasmas testés. Les approches utilisées sont différentes. Dans notre étude, ces
formes ont été mises en évidence via une séparation des particules en gradient de vélocité
tandis que Luckenbaugh et al. utilisent des gels d’agarose natif. La circulation abondante de
ces types de particules souleve une série de questions autour de leurs roles, leur évolution
sous traitement, leur lien avec I’activité transcriptionnelle de I’ADNccc intrahépatique, par

exemple.

1.5. Découverte d’une nouvelle forme de particules pseudo-virales: «budding

capsids » chez les patients AgHBe positif?

Chez les patients AgHBe positif, nos calculs et les expériences en présence de
détergent indiquent que les capsides en excés observées dans la fraction enrichie en particules
de Dane seraient enveloppées mais ne contiendraient a priori pas d’AgHBs et pas d’acides
nucléiques. Nous avons appelé cette nouvelle entité «budding capsids » ou capsides
enveloppées bourgeonnantes sans HBs pour les distinguer des virions vides évoqués dans le
paragraphe précédent chez les patients AgHBe négatif qui sont enveloppés de protéines HBs.
Par cette appellation, on entend des capsides dont I’enveloppement par une bicouche
lipidique serait déclenché par une interaction entre la capside et une molécule présente dans
cette membrane. Cette forme est a distinguer de capsides qui pourraient circuler dans des
vesicules extracellulaires non dediées (exosomes ou microveésicules) (Figure 16). Les
« budding capsids » auraient une forme de taille a peu prés équivalente a celle des VP. Les
vésicules extracellulaires sont formées soit par le bourgeonnement de la membrane
plasmique, auquel cas elles sont appelées micro-vesicules (taille 50-500 nm), soit par des
vésicules dans la lumiére des endosomes multivesiculaires qui fusionnent avec la membrane

plasmique pour libérer des exosomes (taille 50-150 nm). Dans les deux cas, ces vésicules de
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taille supérieure aux VP auraient une faible densité et on ne s’attend donc pas a les observer
dans les fractions inférieures du gradient comme dans nos expeériences.

Des expériences d’immunoprécipitations avec des marqueurs typiques de ces vésicules
extracellulaires (CD63, flotilline-1, Tsgl01 par exemple) pourraient venir étayer cette
hypothese.

D’autres virus des hépatites comme le VHA et le VHE ont été récemment décrits dans
la circulation sanguine associés a des lipides. Des similarités existent entre ces virus nus a
ARN simple brin de polarité positive. Ces particules virales n’ont pas d’enveloppe lorsqu’ils
sont excréetés dans les selles ce qui leur confére une résistance dans le milieu extérieur et
favorise leur propagation et le potentiel épidémique de ces virus. Le VHA et le VHE peuvent
circuler sous forme enveloppée dans 1’organisme (Feng et al., 2013; Feng and Lemon, 2014).
Le VHA est libéré par les cellules sous une forme enveloppée par les membranes dérivées de
I’hote qui ressemble aux exosomes dont on sait qu’ils jouent un role dans les communications
intercellulaires (van Niel et al., 2018). Sous cette forme enveloppée infectieuse, le VHA et le
VHE seraient protégés des anticorps neutralisants produits par 1’hote infecté et pourrait se
propager plus facilement dans le foie. Le détournement des membranes par ces virus peut étre
considéré comme un mécanisme de survie virale, remet en question la dichotomie
classiquement effectuée entre virus enveloppés et non enveloppés (nus) et a des conséquences
sur le mécanisme de sortie des particules de la cellule infectée et sur les réponses

immunitaires de 1’hote.
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La synthese des différentes particules identifiées selon le statut vis-a-vis de I’AgHBe

dans les plasmas testés est proposée figure 15.

>10%2/ml

>10°%/ml

> 1011/ml O SN
capsides enveloppées sans HBs  virions vides ;
AgHBe -
>10%0/ml >107-108/ml
AgHBe +
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a ARN

AgHBe Y

Figure 15 : Différentes formes circulantes du VHB identifiées dans les plasmas testées selon le
statut de I’AgHBe.
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1.6. Particules virales circulantes chez les patients décrites dans la littérature mais

non retrouvées avec nos expériences

Certaines formes virales circulantes chez les patients, décrites dans la littérature, ne
sont pas retrouvées dans nos expériences. Il s’agit des virions vides chez les patients AgHBe
positif et des capsides non enveloppées contenant de I’ARN ou de I’ADN simple brin sous

forme de complexes immuns (Bai et al., 2018).

Pour rappel, nous avons estimé le nombre de particules virales infectieuses (VP)
présentes dans la fraction la plus riche en ADN d’aprés chaque marqueur mesuré sur cette
fraction, ADN (VPapn), AgHBs (VPugs), HBcrAg (VPygsc). Les calculs prennent en compte
les quantités steechiométriques connues de chaque constituant de la particule virale (cf. calculs
détaillés dans I’article dans la partie travaux de theése axe I). Pour exemple, un rapport entre
VPapn et VPygs proche de 1 indique un nombre de VP estimé dans la fraction équivalent, quel
que soit le marqueur, et donc par conséquent que tout I’AgHBs mesuré dans cette fraction

correspond uniquement a de I’HBs associé aux particules virales.

Dans nos conditions, la présence de virions vides dans les 2 plasmas AgHBe positif est
écartée d’apres les rapports obtenus pour la fraction enrichie en VP. En effet, un rapport
VPues/VPapn proche de 1 associé a des rapports VPge/VPhgs €t VPus/VPapn Supérieurs a 1
pour ces 2 plasmas indiquent que 1’excés de capsides observé par rapport a I’ADN ne contient
ni ADN, ni HBs. D’aprés ces calculs et les expériences menées avec du détergent, ces
capsides en exces mesurées seraient des « budding capsids » (évoquées dans le paragraphe
précédent 1.5 de la discussion). Nous ne retrouvons donc pas d’éléments en faveur d’une
circulation de virions vides dans nos expériences, contrairement a Luckenbaugh et al. qui
détectent des virions vides quel que soit le statut AgHBe des patients, avec des concentrations
en virions vides superieures chez les patients AgHBe positif que chez les HBe négatif
(Luckenbaugh et al., 2015a). La séparation des particules sur gel d’agarose natif sépare
preférentiellement les capsides chargées des particules enveloppées et ne présage pas d’une
séparation correcte entre les particules virales complétes enveloppées et les virions vides
également enveloppés, ce qui pourrait entrainer une surestimation de la concentration en

virions vides.
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Bai et al. ont récemment décrit une autre forme circulant en abondance dans les
plasmas (Bai et al., 2018). Il s’agit des capsides nues renfermant de I’ADN simple brin ou de
I’ARN associées sous forme de complexes immuns, appelé CAC (capsid-antibody complexe).
Nous nous sommes demande si cette forme virale était présente dans les plasmas testés.

Si des capsides contenant de I’ADN simple brin ou de I’ARN sont présentes en
abondance dans les plasmas, il est difficile de connaitre précisément dans quelle fraction des
gradients de veélocité vont se situer ces formes a priori plus petites mais plus denses que les
particules enveloppées.

On peut s’attendre a détecter ces formes en vélocité par la présence d’un pic
d’HBcrAg associ¢ a un pic d’ARN-VHB et/ou d’ADN dans les fractions inférieures ou
supérieures par rapport a la fraction enrichie en VP. Nous n’excluons pas non plus que ces
particules ne soient pas séparées des particules complétes (VP) et soient retrouvées dans la
méme fraction que les VP. Les expériences menées avec les surnageants présentées en annexe
2 et développées dans le paragraphe suivant de la discussion (1.7) laissent a penser que des
capsides nues se situeraient au méme niveau que les VP (fractions 4-5).

Dans tous les cas, I’action du détergent ne devrait pas avoir d’effet sur ces formes
virales non enveloppées. On devrait ainsi continuer a détecter, apres action du détergent, un
pic d’HBcrAg en fraction 4 ou 5 en plus du pic d’HBcrAg décalé en fraction 1, 1ié a I’action
du détergent sur les VP. Or, ce n’est pas ce que nous avons observé. Tout le signal HBcrAg
détecté en fractions 4-5 (sans détergent) est détecté en fraction 1 (avec détergent). Cette
expérience n’est donc pas en faveur d’une circulation de capsides non enveloppées. Ou alors
ces capsides non enveloppées sont associés a des lipides ce qui pourrait expliquer 1’effet du
détergent observe (Figure 16).

Les gradients de densité en sucrose a I’équilibre ne plaident pas non plus en faveur
d’une circulation de capsides non enveloppées. En effet ces formes non enveloppées sont plus
denses que les VP. On devrait alors détecter un signal conséquent d’HBcrAg dans les
fractions inférieures par rapport a la fraction enrichie en VP. Or, comme pour les gradients de
vélocité, un seul pic d’HBcrAg est détecté dans les fractions inférieures du gradient
correspondant a la fraction enrichie en VP. Nous n’avons donc pas identifié¢ dans les plasmas
testés de capsides contenant de I’ADN simple brin ou de I’ARN.

De maniére assez surprenante Bai et al. montrent que les capsides en présence
d’anticorps anti-HBcC ont une densité un peu plus faible que les capsides non enveloppées

seules, en gradient de chlorure de césium.
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Malgré tout, cette petite différence de densité observée en présence d’anticorps anti-
HBc ne peut pas expliquer la présence du pic d’HBcrAg inattendu, observé dans les fractions
supérieures des gradients générés pour les plasmas AgHBe négatif, au-dela des fractions
enrichies en particules sous-virales.

Pour identifier ou infirmer la présence de capsides non enveloppées sous forme de
complexes immuns (CAC), nous envisageons de réaliser une immunoprécipitation sur les
fractions inférieures du gradient a 1’aide de protéines A/G couplées a des billes de sépharose,
technique employée par Bai et al. pour identifier les CAC. Ces protéines se lient aux
immunoglobulines. En I’absence de capsides circulantes sous forme de complexes immuns,
nous nous attendons a ne pas détecter de signal HBcrAg dans 1I’immuno-précipité et a
I’inverse, la détection d’un signal HBcrAg dans I’immuno-précipité pour ces fractions
pourrait mettre en évidence la présence de CAC.

Il serait également intéressant de doser les fractions de nos gradients avec le nouveau
marqueur anticorps anti-HBc quantitatif. Si des capsides non enveloppées circulent chez les
patients associées a des anticorps anti-HBc, ces complexes immuns CAC pourraient étre
éventuellement détectés et localises dans les fractions du gradient par ce dosage anti-HBc

quantitatif.

3 cp9

0 (D) [ O *

Capside enveloppée
sans HBs
« budding capsids »?
Capsides nues associées
a des anticorps anti-HBc
CAC

Capside enveloppée Capside enveloppée
dans un exosome dans une microvésicule

\ 4

Formes compatibles avec les profils des gradients & I'effet du détergent.

CAC associées a des lipides ?

Figure 16 : Formes compatibles avec un exces de capsides sans génome et sans HBs d’apres
nos expériences.
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1.7. Alternatives et approches complémentaires pour caractériser les formes virales

En complément des expériences menées a partir des plasmas de donneurs de sang,
nous avons étudi¢ le profil de séparation de surnageant de culture d’HepG2.2.15 en gradient
de vélocité avec ou sans traitement par un détergent (figure en annexe 2). Ces profils sont
intéressants a plusieurs titres. On peut noter une trés faible production de particules sous
virales dans ces surnageants. Aucun pic d’AgHBs n’est détecté dans les fractions supérieures
du gradient (sans détergent). La preésence de particules sous-virales est révélée apres
traitement par le détergent. Comme avec les plasmas, un pic d’HBcrAg est observé dans les
fractions supérieures (fractions 13-15), des pics d’ADN, d’ARN-VHB et d’HBcrAg sont
observés dans les fractions inférieures du gradient (fraction 5). Cependant, contrairement aux
plasmas, on peut noter (i) que le pic d’HBcrAg est 1égérement décalé (fractions 6-7) par
rapport aux pics d’ADN et d’ARN, (ii) que le détergent a peu d’effet sur les pics d’ADN,
d’ARN mais surtout sur le pic d’HBcrAg. Cette absence d’effet du détergent témoigne de la
présence en concentrations importantes de capsides non enveloppées majoritairement sans
génome, classiqguement décrites avec ces cultures cellulaires. Les calculs effectués viennent
renforcer cette observation. Dans la fraction la plus riche en ADN, nous détectons prés de 50
fois plus de capsides nues sans génome que de VP. Cette matrice surnageant, riche en
capsides non enveloppées, formes virales non retrouvées dans le plasma, se comporte
difféeremment en gradient de vélocité et est donc complémentaire aux plasmas pour 1’étude

des formes virales.

Nous avons cherché par ailleurs a caractériser les fractions générées par une autre
approche que les dosages antigeniques et moléculaires de maniére a confirmer nos résultats.
Nous nous sommes tout d’abord orientés vers les techniques d’imagerie classique. En effet ;
la visualisation des particules virales a longtemps reposé sur les techniques d’imagerie, la
microscopie électronique et la cryo-microscopie électronique. Ainsi, nous avons effectué une
expérience préliminaire de microscopie électronique malheureusement décevante avec des
images difficiles a interpréter. Peu d'outils offrent une résolution suffisante pour étudier d’une
part les virus de petite taille comme le VHB (42 nm de diamétre) et d’autre part de subtiles

differences de quelques nanomeétres seulement entre les multiples formes circulantes.
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En paralléle de la piste microscopie électronique, apres une analyse bibliographique,
nous nous sommes intéressés a des nouvelles technologies qui se sont développées ces
derniéres années pour 1’étude des nanoparticules. Elles permettent une quantification en temps
réel des nanoparticules et fournissent également des informations supplémentaires telles que
le diametre des particules ou le potentiel zéta (charge électrique d’une nanoparticule en
suspension due aux ions qui I’entourent) (Heider and Metzner, 2014).

Certaines de ces technologies sont dorénavant commercialisées et présentent
I’avantage de réduire considérablement le temps d’analyse de quelques heures a quelques
minutes mais restent néanmoins non spécifiques des virus. Les nanoparticules peuvent étre
¢tudiées par (i) I’analyse du suivi des nanoparticules (NTA ou nanoparticle tracking analysis),
(if) le TRPS (Tunable Resistive Pulse Sensing) ou (iii) le Vidéodrop sur le principe de
I’interférométrie. Peu de données sur 1’application de ces nouvelles technologies aux virus
existent dans la littérature. 1l existe quelques données pour des virus qui ont une taille au
moins supérieure a 80 nm de diamétre (adénovirus, lentivirus, par exemple). A ce jour, il n’y
a aucune donnée dans la littérature pour I’étude des particules du VHB avec ces nouvelles
technologies (NTA, TRPS, interférométrie) et les instruments commercialisés disponibles.
Nous avons donc étudié la possibilité d’utiliser 'une ou 'autre de ces technologies pour
caractériser autrement les formes virales circulantes dans les fractions aprés séparation en

gradient de vélocité.

(i) I’analyse du suivi des nanoparticules (NTA)

La limite basse de taille annoncée pour la détection des particules en NTA est
d’environ 30 nm. Cependant, la concentration en particules dans les échantillons doit étre au
minimum de 10°-10° particules/ml. Aprés contact avec la société Malvern, qui commercialise
le Nanosight, la résolution et la sensibilit¢ de 1’instrument ne semble malheureusement pas
suffisante pour discriminer des particules avec une taille comprise entre 20 et 42 nm de
diameétre, en particulier dans les limites de concentrations basses de la technique. Nous
n’avons donc pas pu explorer I’approche NTA pour caractériser les formes virales aprés

séparation en gradient de vélocité.
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(i)  TRPS (Tunable Resistive Pulse Sensing)

Nous nous sommes intéresses a un second systeme, le TRPS, pour caractériser les
formes virales. Le systtme TRPS mesure les nanoparticules en suspension, particule par
particule, lorsqu'elles passent a travers un nanopore. Cette méthode analytique s’appuie sur le
principe Coulter dont le fondement est que la chute de courant transitoire mesurée est
proportionnelle au volume de la particule. L’instrument qNano distribué par la société Izon
est disponible. La présence d'une particule dans le pore modifie la résistance du systeme, ce
qui entraine un changement de courant pour chaque passage. Le pore ajustable est au centre
de cette technique et permet de mesurer des particules de taille comprise entre 40 nm et 10
pm selon le fabricant. Ces technologies mesurent les particules virales mais aussi
potentiellement tout ce qui est compris dans ce spectre de taille restreint soit les exosomes, les
débris cellulaires... Une autre limite décrite de ce systéme est I’obstruction possible du pore
qui semble dépendre de la préparation des échantillons. Tous ces éléments rendent difficile les
mesures a partir de matrices biologiques complexes tel que le sérum. Malheureusement, le
virus de 1’hépatite B fait partie des virus de petite taille avec des virions de 42 nm et des
enveloppes vides de 22 nm de diametre respectivement.

En plus du facteur taille limitant, les concentrations plasmatiques circulantes des
différentes particules virales fluctuent chez les patients en fonction de la phase de 1’infection
et du traitement ce qui constitue un autre facteur limitant. Bien que les contraintes de taille et
de concentration des particules virales du VHB représentent un frein réel a leur utilisation
actuellement, on peut espérer une amélioration de la résolution de ces systemes dans le futur
notamment avec le développement d’un systetme de pores multiples en série. Ce systeme
appliqué a I’étude de la capside fournit une signature unique qui améliore le suivi des
particules et, par conséquent, l'identification d'une seule particule et réduit le nombre de
cycles nécessaires pour effectuer le nombre requis de mesures (Zhou et al., 2018).
L’instrument qNano commercialisé dans sa version actuelle n’est a priori pas adapté pour
visualiser nos formes virales mais pourrait cependant étre intéressant pour mettre en évidence
la présence ou non d’exosomes dans nos fractions. En fonction de leur localisation dans le
gradient, cela pourrait nous aider a caractériser les pseudo-particules virales circulantes chez

les patients AgHBe positif que nous avons appelé « budding capsids ».
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(iii)  Vidéodrop et interférométrie

La détection des particules basée seulement sur le mouvement brownien ne peut pas
differencier les virus de veésicules de méme taille. Une nouvelle technologie récemment
développée montre que la distinction entre vésicules et virus est possible grace a un
instrument nommé Vidéodrop qui visualise, compte et controle les nanoparticules. Cet
instrument s’appuie sur le principe de I'interférométrie optique. Lorsque 1’on envoie de la
lumiére sur une nanoparticule, il y a trés peu de lumiére qui est diffusée. L’interférométrie
permet d’augmenter 1’intensité du signal détecté. En général, ’interférometre est un montage
complexe. L’innovation du Vidéodrop réside dans le fait que c’est le méme faisceau qui
illumine la particule et qui mesure les interférences. Le suivi du mouvement brownien des
particules couplé a la mesure des interférences permet la détection en temps réel et sans
marquage de I’ensemble des particules nanométriques présentes dans un échantillon (Boccara
et al., 2016). Cet appareil filme en temps réel dans une goutte toutes les particules dans la
gamme 30 - 200nm. Des petits volumes d’échantillon (5 pL) avec une gamme de
concentration de 10® & 10 particules/ml sont nécessaires. La solution contenant les
nanoparticules est placée dans une microcuvette éclairée par une LED, tandis qu’un systéme
optique, couplé a une caméra, filme les mouvements. Par le calcul de la vitesse et des
distances des trajectoires, le type, la taille et le nombre des éléments observés sont déterminés.
Des fractions de gradients de vélocité et les plasmas correspondant ont été analysés a 1’aide du
VidéoDrop, sur le plateau de microscopie L3 du CEMIPAI a Montpellier (collaboration S.
Lyonnais / L. Talini). Malheureusement, I’instrument dans sa version actuelle ne permet pas
une analyse fiable de la concentration et de la taille des particules de taille inférieure a 70 nm.
Une optimisation de ce systeme nous permettra peut-étre de réitérer cette expérience

prochainement.
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1.8. Meilleure connaissance du test HBcrAg

Les gradients de vélocité nous ont permis d’acquérir de meilleures connaissances sur
le test HBcrAg. En effet, il n’y a pas de données issues de gradient et disponibles pour ce test,
en dehors de celles publiées par I’équipe japonaise qui 1’a développé. Or, de nombreux
travaux publiés ont rapporté la place du dosage plasmatique de ce nouveau marqueur dans
différentes situations cliniques. L’interprétation du résultat de ce test n’est pas aisée en raison
des propriétés intrinséques du dosage qui détecte trois proteines distinctes, partageant une
séquence commune. Nous avons constaté une forte influence de I’AgHBe sur ce dosage pour
les plasmas AgHBe positif. En effet, lors de nos expériences sur les gradients, les valeurs
d’HBcrAg les plus élevées sont mesurées dans les fractions les plus 1égeres, au-dessus des
fractions contenant I’AgHBs et sont attribués a I’AgHBe, comme attesté par un dosage
spécifique de cet antigéne. Nous avons pu déterminer que le résultat mesuré d’HBcrAg au
niveau plasmatique correspondait pour deux-tiers de la valeur a la quantification de I’AgHBe.
De maniére plus surprenante, pour les plasmas AgHBe négatif, nous avons également observé
une détection d’HBcrAg dans ces fractions supérieures, avec des concentrations plus faibles
que celles mesurées pour les plasmas AgHBe positif. A ce stade, il est difficile de conclure
quant a la détection de ces signaux inattendus d’HBcrAg dans les fractions supérieures du
gradient, au-dessus des fractions contenant I’AgHBs. Nous avons émis 1’hypothése d’une
possible détection par le test HBcrAg de complexes immuns Ag/AcHBe rendue possible par
le prétraitement de 1’échantillon préalable par un détergent/dénaturant. Un séquencage de la
région précore/core est en cours pour s’assurer de 1’absence de mutants précore pour ces
plasmas. Les mutants précore diminue ou abolisse la production d’AgHBe selon leur nature.
Un double mutant (A1762T/G1764T) dans le promoteur basal du core est fréquemment décrit
chez les patients AgHBe négatif et entraine une synthése diminuée de I’AgHBe, tout en
conservant une réplication virale. D’autres mutants sont également décrits. Tandis que la
mutation G1896A dans la région précore implique 1’apparition d’un codon stop en position 28
et empéche la production d’AgHBe. La mise en évidence de 1’absence de mutants précore
dans nos échantillons irait dans le sens d’une possible détection de complexes immuns
Ag/AcHBe par le test HBcrAg. A I’inverse, I’identification de mutants remettrait en question
cette hypothése pour expliquer le signal inattendu d’HBcrAg dans les fractions au-dessus de

1’AgHBs pour les patients AgHBe négatif.
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Malgré 1I’influence de ’AgHBe sur le dosage HBcrAg chez les patients AgHBe
positif, des valeurs importantes d’HBcrAg sont mesurées au niveau des VP dans le gradient et
sont attribuées a la détection de protéines HBc, constituants de la capside virale. Ce test est
donc une alternative intéressante plus sensible que les traditionnels western blots pour
détecter et quantifier les capsides aprés séparation des particules virales. 1l faut cependant
souligner la faible spécificité du test dans les valeurs comprises entre 2 et 3 log U/ml (comme
indiqué dans le paragraphe 3.2.3 de la revue bibliographique). Or on trouve dans la littérature
un certain nombre d’articles qui interprétent ces valeurs en deca de 3 log U/ml. Un biais
certain dans I’interprétation des résultats de ces études est donc a prendre en considération.
Pour notre étude seules les valeurs supérieures a 3 log U/ml ont été prises en compte. Le test
HBcrAg dose également en théorie la protéine p22cr décrite par Kimura et al. Il faut bien
distinguer cette protéine qui porte le peptide signal, de la protéine p22, précurseur de la
protéine HBe. Hormis 1’équipe japonaise, ’existence de cette p22cr n’a pas été rapportée
depuis par d’autres équipes. Nous envisageons de réaliser un western blot a partir de lysat
cellulaire d’HepG2.2.15 (et d’HepG2 comme contrdle) pour voir si I’on retrouve ou non cette
protéine « core related » de 22 kDa.

Nous avons aussi pu déterminer qu’l kU d’HBcrAg (limite de quantification de la
technique) correspondait & environ 1 million de capsides soit 1.10° VVP. Le test HBcrAg est
donc pres de 10 fois plus sensible qu’un test AgHBs au seuil de 0,05 Ul/ml qui détecte 9.10°
VP, ce qui coupe court a un probleme de sensibilité du test HBcrAg. Il serait intéressant de
doser les fractions issues du gradient avec un test ultrasensible de I’AgHBs, 10 fois plus

sensible (limite de quantification a 0,005 Ul/ml).

En somme, les gradients de vélocité constituent une approche rapide et efficace pour
séparer les particules virales des particules sous-virales. La séparation et ’identification des
populations majoritaires de particules circulantes chez les patients est possible par cette
approche couplée aux dosages des marqueurs viraux disponibles. L’approche que nous avons
développé pourra étre appliquée a une collection d’échantillons biologiques plus importante
ce qui permettra d’étudier la variabilité inter et intra-individuelle des formes circulantes chez

les patients en fonction de la phase de I’infection, du génotype, du traitement...
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2. Nouveaux marqueurs virologiques du VHB

2.1. AgHBs ultrasensible : interprétation du profil sérologique modifiée

De nouveaux tests annonceés plus sensibles sont dorénavant disponibles pour le marqueur

AgHBs. L’AgHBs est un marqueur clé pour le diagnostic et le suivi de I’infection. L’étude
menée sur 3 panels d’échantillons différents nous a permis de dégager plusieurs avantages
attendus a I'utilisation de ces tests avec une sensibilité améliorée d’un facteur 10 voire 100.
L’apport des tests ultrasensibles pour I’AgHBs est résumé dans la figure 17.
Le premier panel est constitué¢ d’échantillons de donneurs de sang, collectés a une phase tres
précoce de I’infection aigué par le VHB, ou seul I’ADN-VHB est détecté (AgHBs négatif /
AcHBc négatif). Avec la technique ultrasensible, un AgHBs a été détecté positif dans 23%
des cas (3/13). Ce type de test peut ainsi avoir une place pour la qualification des dons de sang
dans le cadre de la sécurité transfusionnelle dans les pays a ressources limitées ou le dépistage
génomique viral est parfois trop couteux a implémenter. Dans ce cas, il est primordial de
disposer de la technique la plus sensible qui existe sur le marché. L’utilisation pour le
dépistage de I’infection aigué apparait aussi évidente, bien qu’il soit rare de dépister les
patients dans cette phase trés courte. L’infection aigu€ par le VHB est le plus souvent
recherchée devant une cytolyse hépatique, conséquence de la réponse immunitaire de 1’hote
vis-a-vis du virus et donc de la présence d’anticorps anti HBc. Un test plus sensible permettra
¢galement de détecter plus précocement une réactivation de I’infection par le VHB a partir de
I’ADNccce dans un contexte d’immunodépression.

Le second panel correspond a des échantillons de patients ou donneurs de sang avec
un profil d’infection B occulte (AgHBs négatif, AcHBc positif, ADN positif). Avec le test
ultrasensible, le statut de ces echantillons est modifié de néegatif a positif dans 25% des cas
(13/52). Ce changement d’interprétation du profil sérologique vis-a-vis de 1’AgHBs conduit a
une reclassification de ces patients qui passent du statut d’infection B occulte ou d’infection
résolutive a celui de « portage chronique inactif » ou infection chronique AgHBe négatif
selon la derniére classification dont I’impact clinique devra étre évalué. Cela pose également
la question du seuil de I’AgHBs a utiliser pour définir la guérison fonctionnelle de I’infection
spontanée ou sous traitement. En 2019, les experts de I’EASL et ’AASLD réunis se sont
accordés pour retenir un seuil classique de I’AgHBs a 0,05 Ul/ml comme critére d’évaluation

des essais cliniques (Cornberg et al., 2020).
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Deux raisons a cela: (i) un manque de recul sur les tests ultrasensibles et (ii)
I’impossibilité des tests actuels de faire la part entre I’AgHBs issu de I’ADNccc, témoin de
son activité transcriptionnelle et la part issue de ’ADN intégré. Considérant 1’arrét d’un
traitement par NUC envisagé par le clinicien, la persistance d’une faible concentration
d’AgHBs détecté par les tests ultrasensibles n’est pas en réalité un frein a 1’arrét car selon les
derni¢res recommandations de I’EASL, I’arrét thérapeutique peut étre considéré, méme en
I’absence d’AgHBs négatif, devant une indétectabilit¢ de I’ADN-VHB soutenue pendant au

moins 3 ans sous traitement.

AgHBs Sensibilité améliorée des tests pour ’'AgHBs
(Iu/mL) ,
AVANTAGES ATTENDUS
1.E+05 3 o Dép|stage
] + Prise en charge de l'infection: classification, régle
1.E4+04 {4 - d’arrét de traitement, diagnostic réactivation

\ ~+ Sécurité transfusionnelle
1.E+02 -

] \
1.E+01 - ™
] Tests actuellement \
1.E+00 ; utilisés
] > 0.05 UI/mL
1.E-01 -
3 Test Fujirebio
1.E-02 - = 0.005 UI/mL | \Io Test en
: dév. pement?
] > 0.0005-UI/mL
1.E-03 -
1.E-04 - AgHBs négatif
1.E-05 -

Figure 17 : Apport des tests ultrasensibles de I’ AgHBs.

Le dosage de I’AgHBs est un dosage global qui ne fait pas la distinction entre les 3
isoformes de la protéine HBs. Récemment, une équipe a rapporté que la composition des
isoformes d’HBs variait selon la phase de I’infection et pourrait étre prédictive de la perte de
I’AgHBs sous traitement (Pfefferkorn et al., 2020, 2018). D’autres études sont nécessaires

pour déterminer si un tel dosage aurait sa place pour le suivi des patients.
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Les limites de détection des tests sont constamment améliorées. Une technique appelée
digital elisa (ou Single Molecule Arrays; SiMoA) apparait ainsi environ 1000 fois plus
sensible que les techniques ELISA standards. Le dosage SiMoA permet un niveau de
détection de I’ordre du femtogramme (Rissin et al., 2010). Il repose sur 1’utilisation de billes
couplées a un anticorps spécifique de la cible et d’un autre anticorps aussi dirigé contre la
cible et capable d’émettre une fluorescence. A faible concentration, les billes lient un seul
antigéne cible voir aucun. Chaque bille est ensuite insérée dans un micropuit de 1’ordre du
femtolitre qui ne peut accueillir qu’une seule bille. La fluorescence est analysée pour chaque
puit. La sensibilité est trés proche de celle obtenue avec la PCR. Le développement de cette

technique pour 1I’AgHBs serait intéressant.
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2.2. ARN-VHB et HBcrAg: non predictif du risque de CHC chez les patients

cirrhotiques

Dans notre ¢étude, ’HBcrAg n’apparait pas prédictif du CHC ou d’un autre événement
clinique, contrairement aux études asiatiques publiées. Cela peut s’expliquer par le fait que les
populations étudiées sont trés différentes.

La force de notre étude vient du fait que I’effectif de patients inclus (n=246), issus de la
cohorte nationale CirVir, est homogene. En effet, I’ensemble des patients sont monoinfectés
par le VHB et ont tous une cirrhose prouvée par une biopsie hépatique. Nous avons fait le
choix d’exclure les coinfections virales avec le VIH, le VHC ou le VHD pour éviter un biais
dans I’analyse de nos résultats. Cela nous semblait important car on sait que 1’évolution
clinique des patients coinfectés est moins bonne. Les patients inclus dans notre étude sont
majoritairement des hommes (82%), européens, AgHBe négatif (85%) et traités a I’inclusion
(81%). Les études asiatiques publiées ont été conduites avec un pourcentage variable de
patients cirrhotiques (4-58%), de patients AgHBe négatif (47-100%) et de patients traités (41-
100 %) selon les études. De plus, le diagnostic de cirrhose ne reposait pas toujours sur une
biopsie hépatique. La comparaison des résultats obtenus avec ceux provenant de populations
de patients hétérogenes est donc difficile. L’influence de I’AgHBe sur le dosage de ’'HBcrAg
complexifie encore un peu plus I'interprétation des données chez les patients AgHBe positif.
Les patients de notre étude étant en majorité traités, les génotypes sont connus pour un quart
des patients seulement. Néanmoins, les génotypes majoritaires identifiés dans notre
population sont les génotypes D, A et E. Ainsi, on peut également noter une autre différence
entre notre étude et les études asiatiques qui ont surtout des populations de patients infectés
par des génotypes B ou C.

L’HBcrAg est significativement corrélé a ’ADN et a ’ARN-VHB dans la population
totale de I’étude. Ces corrélations ne sont pas retrouvées chez les patients AgHBe négatif.

Il faut souligner que dans la sous population de patients AgHBe négatif de notre étude, le
profil majoritaire observé pour un quart des patients est le suivant : HBcrAg positif associé a
un ADN et un ARN négatifs. Ces patients avec une charge virale ADN et ARN indétectable
sous traitement ont un HBcrAg positif qui serait le reflet indirect d’une activité
transcriptionnelle de ’ADNccc et possiblement de la circulation virions vides. Un suivi
longitudinal des patients traitées AgHBe négatif en fonction de leur statut vis-a-vis de

I’HBcrAg serait intéressant a mener.
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L’intérét de la quantification de I’ARN-VHB circulant pour la prédiction du CHC n’avait
pas ¢été évalué auparavant. Dans notre étude, ce marqueur n’apparait ni prédictif de la
survenue du CHC, ni d’une décompensation hépatique. En revanche, la survie globale
apparait plus faible chez les patients qui ont un ARN-VHB positif. Cette observation sera a
confirmer par d’autres études. Les patients sont majoritairement traités a 1’inclusion. Ainsi,
contrairement a I’HBcrAg, ’ARN-VHB est indétectable chez la plupart des patients a
I’inclusion.

Il pourrait étre intéressant d’évaluer I’apport du dosage des ARN épissés sur la cohorte
CirVir. En effet, de précédentes études ont montré que la protéine HBSP produite a partir
d’un ARN ¢épissé est associée a la pathogenese et augmenterait le risque de développer un
CHC en favorisant la réplication virale, la production de protéines et la fibrose hépatique
(Bayliss et al., 2013; Soussan et al., 2003). Récemment, la quantification des variants épissés
a été réalisée sur la cohorte taiwanaise REVEAL et montre que la détection de variants
épissés supérieure a un seuil de 20% serait prédictive du CHC (Pan et al., 2018). Ainsi, il
serait bon de confirmer ou infirmer ce constat dans la cohorte CirVir composée

majoritairement de patients d’origine européenne.

Les limites de cette étude sont les suivantes : le nombre d’événements est relativement
faible dans la cohorte. Un CHC est survenu chez 27 patients et 16 patients sont décédés au
cours du suivi. Le nombre de CHC n’a pas augmenté depuis la premiere étude menée par
Brichler et al. sur la cohorte. Une nouvelle analyse des données apres une durée de suivi plus
longue devrait étre effectuée. De plus, au lieu d’un dosage ponctuel de ces 2 marqueurs a

I’inclusion, la cinétique de ces marqueurs serait peut-&tre plus intéressante.

La carcinogenése est un processus complexe, multifactoriel. Les marqueurs viraux testés
(AgHBs, ADN, ARN, HBcrAg), pris isolément ou combinés ne sont pas prédictifs de la
survenue de CHC. Le score PAGE-B reste a ce jour le meilleur score pour estimer le risque de
CHC parmi les sept scores créés ces derniéres années et validés avec des cohortes de patients
traités. Ce score prend en compte 1’age, le sexe des patients et le taux de plaquettes, reflet de
la sévérité de la cirrhose. Chez les patients les plus a risque de CHC (score PAGE-B > 17), les
performances de ces nouveaux marqueurs ne permettent pas de stratifier encore plus ce
risque. Les patients qui ont developpé un CHC sont significativement plus ages, en surpoids

ou obeéses, fumeurs, hypertendus et avec une thrombopénie plus marquée. Compte tenu de ce
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profil, les mesures hygiéno-diététiques sont a mettre au premier plan dans la prévention du
CHC chez les patients cirrhotiques.

Les traitements en développement permettent d’espérer obtenir une guérison fonctionnelle
de D'infection ainsi qu’une diminution du risque d’évolution vers le CHC sans toutefois
I’¢liminer. Chez les patients cirrhotiques, malgré I’obtention d’une guérison fonctionnelle de
I’infection, il sera difficile de se passer de la surveillance biannuelle du CHC si I’on se réfere
au mode¢le des antiviraux a action directe contre le VHC ou I’élimination du virus chez les

patients cirrhotiques ne modifie pas le suivi rapproché de ces patients.

A propos des nouveaux traitements disponibles, nous allons débuter trés prochainement
une étude pour suivre 1’évolution des nouveaux marqueurs du VHB chez les patients
coinfectés VHB-VHD, ayant une cirrhose compensée, une fibrose sévére ou moyenne
associee a une cytolyse hépatique persistante, traités par une trithérapie associant de
I’interféron pégylé alpha, un NUC, et le bulevirtide, nouvel inhibiteur d’entrée, disponible en
ATU. Nous nous intéresserons en plus du suivi de I’AgHBs sous traitement, a I’HBcrAg,
I’ARN-VHB, et aux anticorps anti-HBc quantitatifs.

En résumé, ’HBcrAg est un marqueur composite novateur qui présente une sensibilité
analytique satisfaisante et qui semble particulierement intéressant chez les patients AgHBe
négatif. Cela en fait un marqueur de choix au diagnostic et pour le suivi des patients infectés
par le VHB. La majorité des patients en France et en Europe sont AgHBe négatif au
diagnostic de D’infection. Ainsi, un dosage d’HBcrAg pourrait étre ajouté au bilan de
découverte de I’infection. Le suivi quantitatif de ce marqueur pourrait étre proposé pour tous
les patients HBcrAg positif au diagnostic jusqu’a négativation. En cas de négativation
d’HBcrAg au cours du temps, ce marqueur pourrait étre substitué par un suivi des anticorps
anti-HBc quantitatif. La persistance d’HBcrAg au niveau plasmatique est associée a une
activité transcriptionnelle de I’ADNccce. Ainsi, la détection d’HBcrAg pourrait étre un critére
d’indication de mise sous traitement antiviral chez les patients AgHBe négatif ou guider le
clinicien a ne pas arréter le traitement antiviral chez le patient non cirrhotique malgré une
indétectabilité soutenue de la charge virale.

Contrairement a I’HBcrAg, la détection/quantification de I’ARN-VHB n’est pas
standardisée ce qui rend difficile en 1’état I’application de ce dosage dans les laboratoires

médicaux pour le suivi des patients.
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CONCLUSION

En alliant une approche novatrice et des tests standardises, ce travail a permis de
mieux caractériser les formes virales circulantes du VHB chez les patients et d’évaluer trois
nouveaux marqueurs du VHB : I’AgHBs ultrasensible, I’HBcrAg et I’ARN-VHB. Nous avons
identifié en plus des particules virales completes et des particules sous-virales classiqguement
décrites, des particules enveloppées contenant de I’ARN-VHB et des formes circulantes
différentes en fonction du statut de I’AgHBe. Le rdle et I’impact clinique de ces formes
virales restent a déterminer.

Nous avons documenté une meilleure sensibilit¢ de 1’AgHBs ultrasensible pour des
échantillons trés particuliers, initialement rendus AgHBs négatif avec les tests courants. Le
dépistage de I’infection est un des piliers dans la stratégie d’élimination des hépatites virales.
Il est primordial a 1’échelle individuelle ou pour la sécurité transfusionnelle de disposer des
tests présentant la meilleure sensibilité analytique possible. Le test AgHBs ultrasensible
devrait progressivement remplacer les tests classiquement utilisés. Dans le contexte de la
cirrhose, le dosage des marqueurs HBcrAg et ARN-VHB, a I’inclusion dans la cohorte, ne
semblent pas présager de la survenue d’un événement clinique chez les patients.

L’ensemble de ces travaux ouvrent des perspectives intéressantes pour la prise en
charge des patients infectés par le VHB. Avec les nouvelles formes virales décrites et les
nouveaux marqueurs, on pourrait envisager un suivi biologique plus personnalisé des patients
chroniquement infectés par le VHB. Les critéres de mise sous traitement antiviral ou d’arrét
pourraient étre redéfinis et les stratégies thérapeutiques adaptées en fonction des formes
virales circulantes chez les patients ou des marqueurs détectés au niveau sanguin.

La disponibilit¢ d’un vaccin, de nouveaux marqueurs virologiques et le
développement de nouvelles thérapeutiques sont de bon augure pour I’élimination de

I’hépatite B comme menace de santé publique pour le siécle a venir.
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ANNNEXES
Annexe 1: Effet du traitement a la DNase ou a la RNase sur la
quantification de ’ADN et de ’ARN-VHB

Effet du traitement DNase sur les extraits de cellules HepG2.2.15

Les extraits de cellules issues de culture d’HepG2.2.15 ont été traités avec la DNase |
(Promega) + TURBO DNase (Invitrogen) pendant 30 minutes a 37°C, selon les
recommandations du fabricant. Des contrdles sans DNase ont été effectués en parallele. Les
extraits traités ou non a la DNase ont éte utilisés extemporanément pour la quantification de
[’ADN et de I’ARN-VHB (Tableau S1).

Tableau S1: Valeurs de ct (cycle threshold) obtenues, avec ou sans traitement DNase
I £ TURBO DNase des extraits, en ARN-VHB et en ADN-VHB de cellules
d’HepG2.2.15

DNase | TURBO DNase ADN-VHB ARN-VHB

(ct) (ct)

- - 22 19

Extrait de (tampon 30’ ; 37°C (tampon 30 ; 37°C 22 19

cellules sans enzyme) sans enzyme)

Non

i * amplifiable 19
Non

+ * amplifiable 20

Conclusion:
e Traitement a la DNase | insuffisant pour se débarrasser de I’ADN-VHB
e Traitement a la TURBO DNase efficace pour se débarrasser de I’ADN-VHB
e Pas d’effet de la DNase I ou TURBO DNase sur la quantification de I’ARN-VHB
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Effet du traitement RNase sur les extraits des plasmas utilisés dans nos expériences.

Les extraits des plasmas utilisés dans nos expériences ont été traités avec la RNase A
(Fisher Scientific, Hampton, New Hampshire, USA) a la concentration de 1000 ng/uL
pendant 30 minutes & 37°C. Un contréle sans RNase a été effectué en parallele. Les extraits
traités ou non a la RNase ont été utilisés extemporanément pour la quantification de I’ADN et

de I’ARN-VHB (Tableau S2).

Tableau S2: Valeurs de ct (cycle threshold) obtenues avec ou sans traitement RNase

des extraits en ARN-VHB et en ADN-VHB pour les plasmas

Extrait RNase ARN-VHB ADN-VHB
Plasma (ct) (ct)
B7195 - 21 13
B7195 + 36 14
B7505 - 23 13
B7505 + 37 14
B7207 = 23 15
B7207 + 37 15
B7686 - 34 21
B7686 + Non détecté 21

Conclusion:

e Pas d’effet de la RNase sur la quantification de I’ADN-VHB

e Diminution trés significative de I’ARN-VHB apres traitement par la RNase

200



Annexe 2 : Séparation des formes virales en gradients de vélocité a

partir de surnageant de culture d’HepG2.2.15

Des gradients de vélocité ont été réalisés avec des surnageants de culture d’HepG2.2.15
arrivées a confluence, en présence ou en absence de détergent. Les profils obtenus sont
présentés dans la figure S1 ci-dessous. Le nombre de particules virales complétes dans la

fraction la plus riche en ADN a été calculé. Les résultats sont présentés dans le tableau

S3 ci-dessous.

Figure S1: Profils de séparation obtenus en gradients de vélocité a partir de

surnageant de culture d’HepG2.2.15 (sans et avec traitement en amont par un

détergent).
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Tableau S3: Nombre de VP estimé dans la fraction la plus riche en ADN selon les
concentrations d’ADN (VPapn) ou d’HBcerAg (VPys:) mesurées pour le surnageant

d’HepG2.2.15 aprés séparation en gradient de vélocité

VPADN VPHBC
. Nombre/ fraction Nombre/ fraction  VPuge/VPpna
(sans détergent) selon [ADN] selon [HBc]

Surnageant HepG2.2.15

Fraction riche en ADN : 2 54E+06

fraction 5 _

Conclusion:
e Profil de séparation en gradient de vélocité avec la matrice surnageant
différent de celui observé avec les plasmas.
e Prédominance de capsides non enveloppées sans génome (peu d’effet du

détergent dans les fractions inférieures)
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Annexe 3 : Article sur I'utilisation combinée des DBS et d’un systeme

moléculaire a rendu rapide de détection de I’ADN-VHB
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Chronic hepatitis B (CHB) particularly affects resource-limited countries. CHB management in these areas faces
many obstacles for optimal care of patients, including poor access to HBV-DNA quantification, a key marker.
This study aims to evaluate the quantification of HBV-DNA on dried blood spots (DBS) using rapid, standardized
and fully automated on-demand systems. After a simple and rapid DBS elution protocol, HBV-DNA was simply
and accurately quantified on this matrix using two different systems. Limit of quantification was estimated at
400 IU/mL. DBS and plasma HBV-DNA quantification provided comparable results. HBV-DNA stability for up to
one month was demonstrated on DBS stored at room temperature, a condition compatible for preservation or
transport before analysis. The combined use of DBS and commercially available automated molecular on-de-
mand systems for HBV-DNA quantification could represent a reliable alternative in resource-limited countries to
reach remote populations. The good sensitivity of this approach makes it attractive for mother-to-child trans-
mission prevention, treatment decision and follow-up. Costs can be limited if such systems are also validated for

Keywords:

Viral load
Standardization
Sensitivity

DBS testing

other molecular markers.

Despite an effective vaccine, over 257 million people are chronically
infected with the hepatitis B virus (HBV) worldwide. Resource-limited
countries, particularly in African and Western Pacific regions, are ex-
posed to specific situations regarding HBV infection: high prevalence,
insufficient vaccination coverage and limited access to prevention,
screening, monitoring and treatment. The treatment guidelines for the
management of chronic hepatitis B (CHB) take into account clinical and
biological criteria, ideally including HBV-DNA measurement in plasma
World Health Organization, 2017. Unfortunately, resource-limited
countries have currently limited access to this key marker in diagnosing
and monitoring HBV infection. Dried blood spots (DBS) seem a practical
alternative to plasma, the gold standard matrix. Several previous stu-
dies comparing HBV viral loads (VL) in plasma and DBS have used
various methodologies, highlighting a large heterogeneity in DBS pre-
paration and elution protocols and making comparison between each
study difficult. Indeed, samples consisted of either fingertip or veni-
puncture, collected blood volume ranged from 20 to 100 pL, number of
tested spots of different diameters varied and the elution processes used
diverse buffers with or without a heating step. Likewise, these

publications report various nucleic acid extraction processes and am-
plification strategies based on in-house or commercial molecular assays.
Most of these methods have shown a significant loss of HBV-DNA
quantification in DBS compared to plasma, from -1.59 to -0.59 log;, IU/
mL, suggesting a poor yield of these protocols Lange et al., 2017. New
systems for VL quantification, integrating sample loading, nucleic acid
extraction, reaction preparation, real-time PCR and result interpreta-
tion are now available worldwide. These random access systems allow
continuous and homogeneous processing of samples and reduce both
hands-on and turnaround times. This study aims to evaluate the
quantification of HBV-DNA on DBS using rapid, fully automated, on-
demand systems Uceda et al., 2019.

HBV-free whole blood (WB) was spiked with HBV positive plasmas
and serial 1:10 dilutions were performed in HBV-free blood to obtain an
HBV-DNA range of 0.26-8.74 log IU/mL. DBS were prepared by de-
position of 50puL per spot of each dilution, either on a five-spots
Whatman® protein saver card (Sigma-Aldrich, Copenhagen, Denmark)
or on a pre-cut Munktell TFN card (Ahlstrom-Munksjo, Helsinki,
Finland). Eluates were obtained by incubation of 2 spots (100 pL of WB)
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into 2mL of phosphate buffered saline (PBS) under constant agitation
for 2h at room temperature (RT).

HBV-DNA was quantified using first DxN VERIS Molecular
Diagnostics System (Beckman Coulter, Villepinte, France) and then
Xpert GeneXpert System (Cepheid, Maurens-Scopont, France) HBV VL
assays. Both assays lower limit of quantification (LLQ) on plasma
samples is 10 IU/mL. Because none of these two assays includes a
dedicated DBS protocol, the DBS eluates were analysed as re-
commended for plasma. Raw DBS-VL were multiplied by 40 to take into
account the elution of two spots corresponding to 100 uL of WB, i.e.
50 uL of plasma by assuming a haematocrit value of 50 %, in 2 mL of
PBS. As plasma and eluted DBS were then processed in a similar
manner, no further correction factor was required to obtain the final
result. Thus, the theoretical LLQ on DBS was calculated at 400 TU/mL
(2.60 logyo IU/mL).

R? (Pearson correlation squared) was used to assess the correlation
strength between quantification methods or between matrices. Bland-
Altman analysis was used to document the agreement and the average
difference between both quantitative methods or between both ma-
trices. Statistical analyses were performed using GraphPad Software
(Version 5.03, GraphPad Software, Inc).

A proof of concept emerged from a preliminary work performed on
DxN VERIS showing that HBV-DNA measured on Whatman® protein
saver card DBS, stored for 12 days at —80 °C was highly correlated to
values obtained on plasma (R? = 0.99; P < 0.0001, data not shown).
The Bland-Altman analysis indicated a mean difference measurement
(DBS-plasma) of +0.31 log;o IU/mL in favour of DBS. However, false
positive results suggested potential specificity concerns that were at-
tributed to possible cross-sample contamination at the step of DBS
puncture, despite thorough decontamination of the hole-punch appa-
ratus between successive punches. Indeed, two out of the 6 negative
controls, consisting of blank spots obtained by multiple punching of a
clean unused card between each dilution, generated a low positive
signal regardless of the virus load applied onto the previous spot.
Robust quantification of HBV-DNA on DBS was then confirmed on pre-
cut Munktell TFN cards stored up to 14 days at RT, a condition closer to
real situations. The contamination observed related to the DBS cutting
system is concerning and has not been often reported for HBV. With
high replication values in hepatitis B chronic carriers, this is certainly a
preoccupying matter. A solution to avoid this major issue may solely be
to use precut spots. This approach avoids using a puncher, the likely
source of cross-contamination, thereby leading to better specificity. A
similar difference measurement of +0.09 log;, IU/mL in favour of DBS
between the two matrices (DBS-plasma) was found. Stability of HBV
viral load on DBS was assessed by analysis with the VERIS HBV assay of
DBS obtained from three patient's samples corresponding to 3 different
viral loads (2.11, 3.14 and 5.50 log;o IU/mL) (Table 1). No clinically
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significant difference was found between the DBS analysed at 7 or 14
days and stored at room temperature or at —80 °C. These encouraging
results prompted us to test the same approach using the simple
worldwide available GeneXpert integrated system (Uceda et al., 2019).

In order to first compare HBV-DNA quantification with both Xpert
and VERIS assays, ten HBV-infected patient plasmas were analysed in
parallel on both systems. Obtained HBV-DNA loads ranged from 1.73 to
8.51 and 1.89-8.73 log;o IU/mL on the VERIS and the Xpert, respec-
tively. One of the lowest plasma VL quantified by VERIS at 1.74 logio
1U/mL was not detected by Xpert. The Bland-Altman analysis showed a
mean difference between the two assays (Xpert-VERIS) of +0.28 logio
IU/mL in favour of the Xpert assay. The extraction process may largely
influence one method lower limit of detection. For all-in-one ap-
proaches such as Xpert cartridge or VERIS, each step (extraction and
amplification) cannot be individualized. It is therefore difficult to
analyze the specific reason why one assay would perform better than
the other. Although 0.28 log; IU/mL cannot be considered significant,
this difference could potentially be attributable to the extraction pro-
tocol.

Then, to compare DBS vs plasma HBV-DNA quantification using the
Xpert assay, eight paired plasma and DBS (Munktell TEN card), these
last ones stored for 7 days at RT and obtained from positive sample
serial dilutions were analysed with the Xpert HBV VL kit. One DBS
corresponding to a theoretical plasma VL of 0.69 log;, [U/mL gave a
positive signal (detected < 10 IU/mL without correction factor) below
the theoretical LLQ on DBS (< 2.60 log;o IU/mL) corresponding to the
claimed LLQ times 40, to take into account the DBS dilution factor.
Linear regression performed on all dilution values showed a strong
correlation between the two matrices (R?=0.99; P < 0.0001)
(Fig. 1A). The Bland-Altman analysis indicated a mean difference be-
tween the two matrices (DBS-plasma) equal to 0.07 log;o IU/mL. All
quantitative results were within the limits of agreement (mean + 2SD:
-0.35 to 0.49 log;o IU/mL) (Fig. 1B). Quantification of HBV DNA from
DBS stored for 31 days at RT did not differ whatever the VL level, with a
mean difference d31-d7 = 0.07 log;o IU/mL (Table 1).

There is a need for more trustworthy, standardized methods for
specimen preparation, storage and processing to provide reliable HBV-
DNA quantification from DBS. Our study confirms previous results
obtained on the DxN VERIS system in our lab for HBV-DNA quantifi-
cation from DBS. After a simple and rapid elution protocol, HBV-DNA
could accurately be quantified on DBS with the fully automated Xpert
HBV VL assay. Interestingly, despite a lower limit of quantification
estimated around 400 IU/mL on DBS and inherent to the sample and
elution volumes, no significant loss of HBV-DNA quantification between
DBS and plasma was observed contrary to previous published studies
(Lange et al., 2017). This interesting point could be explained by the
limited pre-analytical steps and the use of optimised fully automated

Table 1
Effect of DBS storage conditions and durations: Quantification of HBV-DNA on plasma and DBS on Munktell TFN paper after 7, 14 or 31 days under different storage
conditions.
Sample Sample dilution HBV Assay HBV-DNA Plasma HBV-DNA DBS (log;o IU/mL)
log1o IU/mL)
Room temperature Frozen (—80 °C)
Storage time (day)
7 14 31 7 14
#1 No VERIS 2.11 3.25 3.26 NT 3.28 3.30
#2 No VERIS 3.14 3.79 3.93 NT 3.81 3.88
#3 No VERIS 5.50 5.41 5.43 NT 5.47 5.50
# 4 No Xpert 7.55 7.49 NT 7.54 NT NT
1072 Xpert 5.55 5.51 NT 5.51 NT NT
1073 Xpert 4.68 4.42 NT 4.46 NT NT
1074 Xpert 3.75 3.64 NT 3.69 NT NT
10°° Xpert 2.55 2.75 NT 2.83 NT NT
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Fig. 1. Comparison of HBV-DNA quantification by Xpert HBV Viral Load assay on DBS and plasma. (A) Linear regression, (B) Bland-Altman analysis. VL, viral load.

systems. Indeed, the main works published on HBV-VL measurement
from DBS report an under-quantification of HBV-DNA between -1.59
log IU/mL to -0.59 log IU/mL compared to plasma, whatever the pro-
cessing analytical steps and the in-house or commercial used protocols.
In addition, our study confirms HBV-DNA stability on DBS stored at RT
for up to 31 days (Jackson et al., 2019). These results, while promising,
certainly need confirmation on larger studies.

The combined use of DBS on an automated molecular test such as
the Xpert HBV assay may sound contradictory since they both represent
alternative solutions to follow remote HBV infected patients with no
access to specialized laboratories. However, in a study assessing the use
of GeneXpert systems for different markers, Ndlovu and colleagues
pointed out that the lack of efficient blood sample transport networks
increases the need for technologies such as point of care (POC) testing
that can be performed on DBS samples (Ndlovu et al., 2018). Cepheid
through the HIV-1 Qual Assay performed on the GeneXpert has already
developed a test suitable for the use of DBS, however such approach is
not available for HBV-DNA. Performing HBV-DNA quantification on a
worldwide established system could drastically decreases the turn-
around time compared to current methods requiring the shipment of
DBS to larger cities, other countries and sometimes even other con-
tinents for analysis by an automated or low-cost PCR. Shortening the
time to deliver results may also prove beneficial to rapidly initiate
maternal antiviral prophylaxis in mother with high replication level,
therefore limiting new cases of mother-to-child transmission of HBV or
to identify and follow-up patients who need treatment (Society for
Maternal-Fetal Medicine (SMFM) et al., 2016). In the proposed concept
of the study, the Cepheid assay should not be perceived as a POC test
but rather as a well-calibrated unitary system that can be used in re-
mote areas and for samples shipped in suboptimal conditions in low-
income countries. Our approach should certainly not be perceived as
what is done for hepatitis C with the Xpert HCV Viral Load Finger-Stick
solution where a rapid turn-around-time is useful to avoid loss of care
(test and treat concept). For this reason, we do not believe the DBS
elution time should be seen as a limiting factor. Indeed, the turn-
around-time may reach 4 h following our protocol but shorter elution
times could be tested. We believe Cepheid should be able to provide
soon a finger-stick solution for HepB even though a rapid access to the
result is not as critical as for HepC.

Using DBS and an automated molecular system opens the door to
the possibility of a combined follow-up of HIV, HBV and HCV for the
same patient if required. It can particularly be relevant in Sub-Saharan
Africa where the burden of HBV co-infection among people living with
HIV has been estimated at 2.6 million people (Platt et al., 2019).

To our knowledge, there has been no report describing the com-
bined use of DBS and rapid, fully automated molecular system for HBV-
DNA quantification. Such strategy could overcome encountered

difficulties in resource-limited countries, where easy-to-use solutions
are sometimes already implemented but not attainable to remote pa-
tients. In this proof of concept study, we mostly had access to artificially
spiked samples. These encouraging results may help other investigators
in the field to confirm and strengthen our findings on clinical samples
and to validate the relevance of such approach for HBV-infected patient
care.
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Formes circulantes du virus de I’hépatite B et nouveaux marqueurs viraux.

Mots clés : particules virales ; gradient ; HBcrAg ; ARN-VHB ; AgHBs ultrasensible

Résumé : L’'hépatite B chronique demeure
un probleme de santé public majeur. Les
connaissances sur la morphogenese
complexe du virus de I'hépatite B (VHB) ne
cessent d’évoluer depuis sa découverte.
Les marqueurs virologiques classiques
utilisés en pratique clinigue ne sont que
partiellement informatifs pour le diagnostic
et le suivi des patients. Des marqueurs
émergents sont proposés dont [utilité
clinigue est a l'étude. Nos travaux de
recherche se sont attachés a développer un
systeme pour étudier les différentes formes
virales circulantes au niveau plasmatique,
en fonction du génotype et du statut vis-a-
vis de 'AgHBe. En paralléle, nous avons
étudié l'apport des nouveaux marqueurs
tels que '’AgHBs ultrasensible, I'HBcrAg, et
'ARN-VHB dans différentes situations
clinigues. Les résultats confirment la
présence de particules enveloppées
contenant de 'ARN

dans les plasmas et révelent une circulation
abondante de capsides sans acide
nucléique enveloppées avec ou sans
protéines HBs selon le statut de I'’AgHBe.
Concernant I'étude des marqueurs viraux,
lutilisation d'un test AgHBs dit
ultrasensible, sur des échantillons
initialement testés négatifs par les tests
AgHBs courants, a conduit a un
changement d’interprétation du profil
sérologique dans prés d'un quart des cas.
Les marqueurs HBcrAg et ARN-VHB, testés
sur le prélevement a linclusion dans la
cohorte CirVir, ne semblent pas prédictifs
de la survenue d’'un événement clinique. En
alliant une approche novatrice et des tests
standardisés, ce travail a permis de mieux
caractériser les formes virales et les
nouveaux marqueurs dont le role et 'impact
clinique restent a déterminer.

Circulating hepatitis B virus forms and new viral markers.

Keywords : viral particles; gradient ; HBcrAg ; HBV-RNA; ultrasensitive HBSAg

Abstract: Chronic hepatitis B remains a The

major public health problem. Knowledge
about

results confirm the presence of
enveloped RNA-containing particles in

the complex morphogenesis of plasmas and reveal an abundant circulation

hepatitis B virus (HBV) has been evolving of genome-free capsids enveloped with or
since its discovery. Classical viral markers without HBs proteins depending on the
used in clinical practice for the diagnosis and HBeAg status. Concerning viral markers, the
management of patients are only partially use of an ultrasensitive HBsSAg assay on
informative. New viral markers are being samples previously identified as HBsAg
proposed and their clinical utility is under negative with conventional assays led to a
investigation. We focused on developing a change of the serological profile
system to study the different viral forms interpretation in nearly a quarter of the cases.
circulating in patient plasma according to the HBcrAg and HBV-RNA tested on samples at
genotype and HBeAg status. In parallel, we inclusion in the CirVir cohort seem not
studied the contribution of new markers such predictive of a clinical event. This work
as ultrasensitive HBsAg, HBcrAg, and HBV- allowed to characterize HBV particles and
RNA in different clinical settings. markers whose roles and clinical impact
remain to be determined.





