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Chapitre 1. L’hépatite B

 Epidémiologie 

L’hépatite B est une infection virale du foie causée par le virus de l’hépatite B humain (VHB), 

un virus de la famille des Hepadnaviridae. En 2018, on estime à plus de 292 millions le nombre 

de patients chroniquement infectés par le VHB (Polaris Observatory Collaborators, 2018). 

Chaque année, près de 900 000 personnes décèdent des complications de l’infection comme la 

cirrhose ou le carcinome hépatocellulaire, faisant du VHB la première cause de cancer devant 

l’alcool et le tabac (Fan et al., 2013). De portage ubiquitaire, le virus connait cependant une 

répartition géographique inégale (MacLachlan et Cowie, 2015). On distingue 3 zones 

géographiques distinctes : 

- L’Afrique subsaharienne, la Chine et l’Asie du Sud-Est où la prévalence du virus est 

supérieure à 8%. 

- Le Proche Orient, l’Europe du Sud et de l’Est ainsi que l’Amérique Centrale et du Sud 

montrent une prévalence intermédiaire comprise entre 2 et 7%. 

- L’Europe du Nord et l’Amérique du Nord où la prévalence est inférieure à 2%. 

Ces zones se distinguent également par différents modes de transmission (Hou et al., 2005). 

Dans les zones à forte prévalence, la transmission du VHB s’effectue principalement par 

contamination materno-fœtale ou périnatale (Kwon et Lee, 2011), par le sang maternel ou les 

sécrétions vaginales (Stevens et al., 1975). Plus la charge virale maternelle est importante, plus 

le risque de transmission est grand (Beasley et al., 1977; Stevens et al., 1979). La transmission 

sexuelle est responsable de la majorité des cas d’hépatite B dans les pays occidentaux (Inoue et 

Tanaka, 2016). Une transmission parentérale peut également avoir lieu des suites d’une 

transfusion sanguine. Dans les pays occidentaux, le risque transfusionnel est contrôlé (Pillonel 

et al., 1998) notamment grâce aux mesures d’éviction des donneurs de sang qui sont 

systématiquement dépistés depuis 1971. En revanche, l’utilisation de matériel souillé par les 

toxicomanes constitue encore aujourd’hui une voie importante de transmission. Enfin, une 

transmission horizontale, de personne à personne, est possible par tout liquide biologique 

rentrant en contact avec une peau lésée. Elle est favorisée par de mauvaises conditions 



 

L’hépatite B 

–  2 – 

  

d’hygiène et particulièrement fréquente dans le cadre intrafamilial (d’un enfant contaminé à un 

enfant sain) et chez les enfants et adolescents vivant en collectivité. 

 Virologie 

1.2.1. Le cycle de réplication du VHB 

Formellement identifié par David Dane dans les années 70, le virion mesure entre 40 et 48 nm 

de diamètre (Dane et al., 1970). Comme présenté dans la Figure 1, le virus se compose d’une 

enveloppe lipidique elle-même composée de 3 glycoprotéines de taille différente (S, Pré-S2 et 

Pré-S1) toutes dérivées d’un gène codant pour l’antigène de surface noté AgHBs (Bruss, 2007). 

Cette enveloppe renferme en son sein une capsule icosaédrique (ou nucléocapside) formée de 

l’antigène HBc (AgHBc) et contenant un ADN circulaire relâché (relaxed-circular DNA, 

rcDNA) partiellement double brin dont un brin de polarité négatif complet et un brin de polarité 

positive représentant 50 à 80% du génome (Figure 1). 

 

 

Figure 1: Représentation schématique du virus de l'hépatite B (Gonzalez, 2017) 

 

Suite à l’entrée du virus dans les hépatocytes de l’hôte via le co-trasnsporteur 

sodium/taurocholate (NTCP) (Yan et al., 2012), la nucléocapside est transportée vers le noyau 

pour y relâcher le rcDNA (Figure 2). Celui-ci y est converti en ADN circulaire super-enroulé 

(covalently-closed circular DNA, cccDNA). Le cccDNA sert alors à la transcription des 
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nombreux ARN messagers, parmi lesquels l’ARN prégénomique (pre-genomic RNA, pgRNA) 

et les ARN codants pour les protéines S (région PréS/S) (Lucifora et Protzer, 2016). Au sein 

des nucléocapsides nouvellement formées, la transcriptase inverse produit une nouvelle 

particule de rcDNA à partir du pgRNA. Les particules de rcDNA sont ainsi conduites vers le 

réticulum endoplasmique pour y être enveloppées puis sécrétées dans la circulation générale 

(Seeger et Mason, 2000). Certaines particules peuvent cependant échapper à l’étape de sécrétion 

et retourner dans le noyau, formant ainsi une boucle d’amplification virale contribuant au 

maintien des niveau de cccDNA dans les hépatocytes (Locarnini et Mason, 2006; Köck et al., 

2010). Notons qu’au gré de cette amplification, le génome viral peut intégrer celui de l’hôte, 

contribuant au maintien de l’infection et à la transformation des hépatocytes (Levrero et 

Zucman-Rossi, 2016). En effet, une partie du cccDNA peut subir un processus d’intégration et 

être exprimée directement par l’hôte. Celui-ci est notamment responsable d’une partie de 

l’expression de l’AgHBs (Tu et al., 2017). 

 

 

Figure 2: Représentation du cycle de réplication du VHB (Tong et Revill, 2016) 
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1.2.2. Les produits viraux et sous-viraux de l’infection au VHB 

Les virions complets 

Les virions complets (ADN VHB) sont excrétés en grande quantité dans la circulation des 

patients infectés (≈ 107  −  109  copies/mL de sang) et sont à l’origine de nouvelles infections 

de cellules de l’hôte (Abe et al., 1999). Ces particules se définissent par la présence d’un double 

brin d’ADN partiel et de la transcriptase inverse encapsidés. Cependant, une dérégulation du 

processus de maturation peut conduire à la formation de nombreuses autres particules dites 

incomplètes (Hu et Liu, 2017). Celles-ci se définissent par l’absence de protéines de capside 

et/ou de la particule de rcDNA. 

Les sphères et filaments d’AgHBs 

Des particules couvertes d’antigènes HBs (AgHBs) peuvent se former à partir des différentes 

protéines S et prennent la forme de filaments ou de sphères. Appelées sous particules virales 

(subviral particles, SVP), celles-ci sont vides de tout contenu génomique mais constituent 

l’entité majoritairement sécrétée dans la circulation sanguine de l’hôte. On estime qu’il y entre 

1000 et 100 000 fois plus de SVP que d’ADN VHB dans la circulation (≈ 1012 − 1014 

SVP/mL) (Ganem et Prince, 2004). Produites par le cccDNA ou l’ADN intégré, elles sont 

recouvertes des mêmes protéines HBs que les virions et agissent comme un leurre pour le 

système immunitaire de l’hôte, en monopolisant l’action des anticorps anti-AgHBs, rendant ces 

derniers moins disponibles pour lutter contre les virions (Rydell et al., 2017).  

L’antigène E ou AgHBe 

L’antigène HBe (AgHBe) est une protéine soluble dans le sérum des individus infectés et 

secrétée de façon précoce au cours de l’infection. Il résulte de l’épissage alternatif du gène 

codant pour la protéine de capside. Protéine non essentielle à la réplication virale, elle joue 

cependant un rôle important dans la régulation de la réponse immunitaire. Elle permet 

notamment d’induire une immunotolérance de l’hôte envers le virus en réduisant la réponse des 

lymphocytes T (Hong et Bertoletti, 2017; Kramvis et al., 2018).  
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Les particules d’ARN VHB 

Récemment, des particules contenant de l’ARN ont été détectées dans le sérum de patients 

infectés (Rokuhara et al., 2006; van Bömmel et al., 2015) à des niveaux 100 à 1000 fois 

inférieurs à ceux des virions complets (106 − 107 copies/mL) (Huang et al., 2010, 2015). 

L’hypothèse la plus répandue quant à la nature de ces particules est qu’elles sont constituées du 

couple pgRNA/transcriptase inverse encapsidé dans la nucléocapside. Elles seraient excrétées 

avant que la transcriptase inverse ait produit le double brin d’ADN des virions (Wang et al., 

2016). L’ARN VHB étant détecté chez les patients traités par analogues nucléosidiques, il a été 

suggéré qu’il puisse être un reflet des quantités de pgRNA intracellulaires et donc un marqueur 

de l’activité transcriptionnelle du cccDNA (Giersch et al., 2017). Se faisant, une diminution de 

ca marqueur traduirait une diminution de l’activité virale et traduirait donc l’efficacité des 

traitements  (Wang et al., 2016; Liu et al., 2020). 

L’infectiosité de ces particules reste inconnue mais possible. Dans la mesure où elles 

contiennent tout le matériel nécessaire à la formation d’un virion complet, les particules d’ARN 

pourraient entrer dans une cellule, subir la transcription inverse, et donner lieu à la formation 

de nouveaux cccDNA (Wang et al., 2016).  

 Histoire naturelle de la maladie 

L’hépatite B peut induire une infection aigüe avec des manifestations cliniques très variables, 

allant de l’absence totale de symptômes (portage asymptomatique) à des troubles hépatiques 

comme l’ictère (McMahon et al., 1985). Dans 0,1 à 0,5% des cas, les troubles hépatiques 

peuvent dégénérer et engendrer une hépatite fulminante. Ce risque est accru lorsque les patients 

sont co-infectés aux virus de l’hépatite C (VHC) ou de l’hépatite Delta (VHD) (Smedile et al., 

1982; Féray et al., 1993). Dans 90 à 95% des cas, l’infection aigüe se résout spontanément, 

procurant à son hôte une immunité protectrice. Les autres personnes infectées développent une 

forme chronique de l’infection. L’infection chronique se définit par la persistance de l’AgHBs 

dans les six mois suivant la déclaration de l’infection aigüe. Le risque de chronicité dépend de 

l’âge et de l’immunité de l’hôte : 5 à 10% des personnes adultes et immunocompétentes 

développent une maladie chronique contre 90% chez les nouveau-nés ou les personnes 

immunodéprimées (Hyams, 1995).  
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On distingue 4 phases de l’infection chronique au VHB reposant sur les concentrations des 

marqueurs sériques du VHB (AgHBe, AgHBs et virions) et/ou la présence d’une maladie 

hépatique (Figure 3). Ainsi, la première phase dénommée « infection chronique AgHBe 

positive » (anciennement phase immunotolérante) se caractérise par des titres d’AgHBe, 

AgHBs et virions élevés, traduisant une forte activité réplicative du virus et une absence de 

troubles hépatiques comme en témoigne les concentrations d’ALAT (Alanine-Amino-

Transférase), normales au décours de cette phase. L’infection peut alors évoluer vers le stade 

« hépatite chronique AgHBe positive » au cours de laquelle les troubles hépatiques 

apparaissent. Les marqueurs sériques y restent élevés mais s’accompagnent d’une augmentation 

des ALAT traduisant une inflammation ou une fibrose hépatique. La suite de l’infection est 

variable. Certains patients parviennent à contrôler l’infection en développant des anticorps anti-

AgHBe, et rentrent dans une phase de portage inactif ou « Infection chronique AgHBe 

négative ». Au cours de cette phase, l’activité transcriptionnelle est faible et associée à des 

concentrations virales inférieures à 2000 UI/mL. Enfin, une partie des patients au stade d’ 

« hépatite chronique AgHBe positive » peuvent ne jamais contrôler l’infection, mais perdent 

cependant l’AgHBe : on parle d’hépatite chronique AgHBe négative. 

 

 

Figure 3: Les quatre phases de l'infection chronique au VHB en histoire naturelle (Lok 

et al., 2017) 
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 Prophylaxie et traitements antiviraux 

1.4.1. Prophylaxie vaccinale 

Malgré le développement de nouvelles thérapies, la vaccination de la population mondiale reste 

la solution la plus efficace pour éradiquer le virus et réduire les comorbidités associées à 

l’infection au VHB (Luo et al., 2012). Initialement développé dans les années 1970, le vaccin 

se constituait de particules virales vides de leur contenu génomique mais recouvertes de 

protéines de surface. Difficile à produire, ce vaccin a été remplacé par des vaccins dits 

recombinants (Michel et al., 2001) conférant une immunité protectrice chez 95 à 98% des 

vaccinés et mesurable par dosage des anticorps anti-AgHBs. On parle d’effet protecteur des 

anti-AgHBs si les concentrations sont supérieurs à 10 UI/mL. En France, depuis 2018, la 

vaccination est obligatoire chez tous les nourrissons âgés de 2 mois et fortement recommandée 

en rattrapage chez les adolescents de moins de 15 ans.  

1.4.2. « HBV cure » ou la complexe définition de l’objectif 

thérapeutique 

La guérison complète de la maladie ou « HBV cure » se définit par une élimination du virus 

permettant l’arrêt du traitement sans risque de rebond virologique ou d’évolution vers des 

complications hépatiques (Lok et al., 2017). Derrière cette définition générique de la guérison 

de la maladie, il existe trois objectifs thérapeutiques intégrant la disparition d’un ou plusieurs 

marqueurs du VHB. Le premier d’entre eux est l’éradication stérilisante du virus. Elle se définit 

par une disparition de l’ADN VHB, de l’AgHBs mais également des formes intracellulaires du 

virus telles que le cccDNA et de l’ADN intégré. Or, même chez les sujets ayant guéris d’une 

infection aigue au virus, ses formes sont détectées dans les cellules et peuvent être à l’origine 

d’une réactivation de l’infection.  

Ainsi, un objectif plus réaliste consiste à atteindre la guérison fonctionnelle de la maladie. Elle 

se définit par un ADN VHB et un AgHBs demeurant indétectables après l’arrêt du traitement : 

on parle de réponse virologique et sérologique, respectivement. Notons que la perte de l’AgHBs 

peut s’accompagner de l’apparition d’anticorps anti-AgHBs : c’est la séroconversion.   

Enfin, il existe un troisième objectif consistant en une guérison partielle de la maladie. Elle se 

définit par un AgHBs détectable mais une réponse virologique persistante après l’arrêt du 
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traitement (Lampertico et al., 2017; Lok et al., 2017). Cet objectif constitue le critère minimal 

à atteindre pour les traitements puisque la réponse virologique est associée à une diminution de 

la fibrose hépatique et une amélioration histologique du foie (Chang et al., 2010).  

1.4.3. Prise en charge thérapeutique  

Actuellement, nous disposons de deux classes thérapeutiques pour traiter les patients 

chroniquement infectés par le virus de l’hépatite B : l’interféron 𝛼 et les analogues 

nucléos(t)idiques, administrés seuls ou en combinaison. 

Interféron 𝜶 

L’interféron 𝛼 (IFN𝛼) est une molécule endogène produite par les cellules dendritiques 

plasmacytoïdes en réponse aux infections virales (Cantell, 1998). L’IFN𝛼 agit principalement 

de façon indirecte en stimulant la production de gènes immunomodulateurs  (Gibbert et al., 

2013). Il possède par ailleurs une activité antivirale directe en inhibant la transcription du virus. 

Actuellement, l’interféron utilisé dans l’hépatite B est produit par génie génétique et 

commercialisé sous une forme pegylée (Peg-IFN𝛼). Le traitement par Peg-IFN𝛼 repose sur une 

administration hebdomadaire de 180 µg pendant 48 semaines entrainant une réponse 

virologique persistante et une restauration de l’immunité au long cours (Janssen et al., 2005; 

Lau et al., 2005). Chez les patients AgHBe positifs, une réponse virologique persistant six mois 

après l’arrêt du traitement est observée dans 20 à 30% des cas. La perte de l’AgHBs est observée 

chez 5% des patients après un an de traitement (Janssen et al., 2005). Chez les patients AgHBe 

négatifs, le taux de réponse virologique est plus élevé et de l’ordre de 60% (Marcellin et al., 

2004). Chez 12% des patients, cette réponse est associée à une perte de l’AgHBs au cours des 

5 ans suivant l’arrêt du traitement (Marcellin et al., 2012). 

Analogues nucléos(t)idiques 

Actuellement, les analogues nucléos(t)idiques (NUC) constituent le traitement de référence 

pour les patients chroniquement infectés par le VHB. En Europe, on distingue actuellement 6 

molécules approuvées dans le traitement du VHB : la lamivudine (LAM), l’adefovir (ADV), la 

telbivudine (TBV), l’entecavir (ETV), le tenofovir disoproxil fumarate (TDF) et le tenofovir 

alafenamide (TAF). Les NUC agissent par inhibition de la polymérase virale entrainant une 
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diminution de la réplication virale et de la virémie (Papatheodoridis et al., 2002). Ces molécules 

présentent l’avantage d’être mieux tolérées que le Peg-IFN𝛼 et constituent la seule option 

thérapeutique chez les patients souffrant de cirrhose décompensée ou ayant été transplantés 

(Lok et al., 2016). L’entecavir et les esters de ténofovir offrent une haute barrière à la 

mutagénèse et sont aujourd’hui le traitement de référence. Les essais contrôlés randomisés ont 

montré une réponse virologique persistante jusqu’à 6 mois après l’arrêt du traitement chez 21 

et 76% des patients AgHBe positifs selon le NUC utilisé (Marcellin et al., 2008). Chez les 

patients AgHBe négatifs, ces chiffres atteignent jusqu’à 90%. Après 5 ans de traitement, 100% 

des patients atteignent une charge virale indétectable (Lampertico et al., 2013; Luo et al., 2013). 

Dans de rares cas, une perte de l’AgHBs est observée sous un traitement au long cours (<2% 

par an) (Chang et al., 2006; Chen et al., 2018).  

En résumé, les traitements actuels permettent un contrôle virologique de l’infection mais ne 

ciblent ni l’ADN intégré ni le cccDNA. Par ailleurs la guérison fonctionnelle demeure un 

évènement rare et l’arrêt du traitement est rarement possible (Lau et al., 2005; Chang et al., 

2006). Ainsi, dans la suite de cette introduction nous présenterons les différentes pistes 

thérapeutiques actuellement à l’étude afin de pallier à ces limites. 

 Nouvelles approches thérapeutiques 

Il existe différentes pistes thérapeutiques intervenant au cours de chacune des étapes du cycle 

de réplication du VHB (Figure 4). Dans cette section nous nous focaliserons sur les trois 

principales classes thérapeutiques actuellement à l’étude : les immunomodulateurs, les 

inhibiteurs de capside et les ARN interférents.  
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Figure 4 : Les approches thérapeutiques en développement contre l’infection au VHB 

(Mouzannar et Liang, 2020)  

1.5.1. Immunomodulateurs 

Une des pistes thérapeutiques actuellement à l’étude consiste à restaurer l’immunité contre le 

VHB afin de favoriser à terme l’élimination des particules virales : on parle 

d’immunomodulateurs (Bertoletti et Ferrari, 2012). Cette classe thérapeutique agit par 

l’activation du système immunitaire inné impliqué dans la gestion de l’infection (Zoulim et al., 

2013). Parmi eux, les agonistes du toll-like récepteur 7 (TLR7) entrainent une stimulation des 
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cellules dendritiques plasmacytoïdes produisant l’IFN𝛼, des cellules NK et des lymphocytes 

cytotoxiques, tous contribuant à l’instauration d’une réponse immunitaire innée et adaptative 

(Niu et al., 2018). Il existe plusieurs candidats issus de cette classe thérapeutique en essais 

cliniques, notamment le GS-9620 et le RO7020531. Chez le singe, outre l’augmentation des 

concentrations d’IFN𝛼 et des niveaux cytokiniques, le GS-9620  a montré une diminution des 

concentrations d’ADN VHB, d’AgHBe et d’AgHBs ainsi qu’une apparition d’anticorps anti-

AgHBs (Lanford et al., 2013). En clinique chez le patients avirémique traités par TDF, aucun 

effet sur l’AgHBs n’a pu être observé. Cela peut être dû aux doses faibles utilisées : environ 5 

fois plus faible que chez l’homme d’après les relations allométriques standards. 

Le RO7020531, que nous étudierons en détail dans le Chapitre 3, a montré dans un modèle 

souris une forte diminution des concentrations d’ADN VHB et d’AgHBs (Dai et al., 2018). 

Chez l’homme, des données de phase I chez le volontaire sain ont montré que la molécule était 

bien tolérée et induisait une augmentation dose-dépendante des concentrations d’INF𝛼 (Luk et 

al., 2020). Actuellement, des études cliniques de phase I/II sont en cours en combinaison avec 

un inhibiteur de capside. 

Plus récemment, des agonistes du TLR8 sont entrés en essais cliniques. Ces molécules stimulent 

la production de cytokines intrahépatiques comme l’IL-12 ou l’IL-18 et engendrent une réponse 

immunitaire de type T via l’IFN-𝛾 (Schurich et al., 2013; Jo et al., 2014). Les anti- programmed 

death receptor-1 (PD1) ou anti-PDL1 sont également à l’étude. Chez le hamster, 

l’administration d’un inhibiteur de PDL1 a permis la restauration d’une réponse immunitaire 

de type T associé à un contrôle de la virémie (Balsitis et al., 2018). 

 

1.5.2. Inhibiteurs de capside 

Les inhibiteurs de capside (capsid assembly inhibitors, CAM) agissent par blocage de l’étape 

d’encapsidation du pgRNA. Il existe deux classes de CAM se distinguant par un mécanisme 

d’action différent. Les CAM de classe I entrainent la formation hétéro-dimères de protéines de 

capside aberrantes (core protein allosteric modulators), rendant l’encapsidation impossible 

(Deres et al., 2003) alors que les CAM de classe II entrainent la formation précoce de 

nucléocapsides vides de tout contenu viral (capsid assembly modulators) (Feld et al., 2007). 

Dans son article de 2017, Berke et al. rapporte un double mécanisme d’action des CAM in vitro 
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(Berke et al., 2017). Outre leur action par blocage de l’encapsidation, les CAM bloqueraient 

également le désassemblage des protéines de capside lors de l’entrée de l’ADN viral dans le 

noyau réduisant ainsi le réservoir de cccDNA et donc la production de l’ensemble des marqueurs 

viraux. 

In vitro, de nombreuses molécules ont été étudiées et ont montré une forte réduction de la 

production intracellulaire d’ARN et d’ADN viral ainsi que de l’AgHBs sécrété allant jusqu’à 

90% (Lahlali et al., 2018). Dans cette thèse nous étudierons le RG7907. Cette molécule réduit 

l’ADN VHB, et l’AgHBs chez la souris de 2 log10 en 4 semaines de traitement (Zhou et al., 

2018). Chez l’homme, ce CAM de classe I est bien tolérée et diminue l’ADN et l’ARN VHB 

de 3 et 2,5 log10 copies/mL (Gane et al., 2018, 2019). Cependant la molécule n’a pas montré de 

diminution de l’AgHBs. Les CAM de classe II ont montré des efficacités similaires les trois 

marqueurs (Yuen et al., 2019c; Zoulim et al., 2020).  

Actuellement une étude de phase II évaluant l’ABI-H0371 en combinaison avec de l’ETV a 

montré un bénéfice par rapport à l’ETV en monothérapie tant d’un point virologique (ADN et 

ARN VHB) que sérologique (AgHBs) bien que la diminution maximale d’AgHBs observée 

n’excède pas 0.5 log10 IU/mL (Ma et al., 2019). Actuellement six CAM sont en cours 

d’investigation dans des essais cliniques de phase I ou II (Fanning et al., 2019). 

1.5.3. ARN interférents 

Les ARN interférents (silencing RNA, siRNA) sont de petites molécules composées d’une 

vingtaine de nucléotides se fixant sur des ARN messagers et entrainant un blocage de 

l’expression de ceux-ci (Chen et al., 2008). Compte-tenu du nombre d’ARN messagers 

impliqués dans l’hépatite B, cette approche connait un succès important. Des études in vitro et 

chez la souris transgénique ont montré une diminution importante des concentrations d’AgHBs 

dans le sang associée à une diminution des ARN messagers et de l’ADN viral au niveau 

intrahépatique (Wu et al., 2005). Des essais cliniques de Phase Ib ou II évaluant le JNJ-3989 

ont montré une diminution de l’AgHBs supérieure à 1 log10 UI/mL chez les 40 patients traités 

dont 88% avaient des concentrations d’AgHBs inférieures à 2 log10 IU/mL après 24 semaines 

de traitement (Yuen et al., 2019b; van den Berg et al., 2020). En bloquant simultanément 

l’expression des gènes du cccDNA et de l’ADN intégré, les siRNA diminuent significativement 

les concentrations d’AgHBs (Wooddell et al., 2017). La magnitude de la diminution ou la durée 
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pendant laquelle les AgHBs doivent être indétectables pour permettre une guérison 

fonctionnelle demeurent des inconnues auxquelles les essais cliniques de phase II actuellement 

en cours devraient répondre.  

1.5.4. Défis des nouveaux traitements 

Les nouveaux traitements présentés précédemment ont des mécanismes d’action originaux 

pouvant permettre la diminution de nombreux marqueurs et acteurs de l’infection dont 

l’AgHBs. Cependant, la caractérisation de ces marqueurs sous traitement est à ce jour peu 

décrite. Le développement de modèles mathématiques de la cinétique virale a permis de 

soutenir et d’accompagner la révolution des antiviraux anti-VHC, en permettant d’optimiser les 

relations doses-effets, de prédire les durées de traitements optimales, ou encore de mieux 

comprendre les déterminants de la résistance (Guedj et Perelson, 2011). Cette approche a aussi 

été proposée dans le VHB, pour le moment de manière beaucoup moins systématique étant 

donné la complexité de son cycle de réplication et son interaction avec le système immunitaire. 
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Chapitre 2. Modèles mathématiques et statistiques de la 

cinétique virale 

 Modélisation de la cinétique virale du VHB 

2.1.1. Modèle mathématique standard de l’hépatite B 

Modèle de référence 

Le modèle utilisé pour décrire le VHB est identique à celui utilisé dans le cadre d’infections 

chroniques comme l’infection par le virus d’immunodéficience humaine (VIH) ou l’infection 

par le virus de l’hépatite C (VHC) (Ho et al., 1995; Neumann et al., 1998). Il repose sur la 

traduction des mécaniques biologiques en lien avec la réplication du virus en un système 

d’équations différentielles: 

𝑑𝑇

𝑑𝑡
= 𝑠 − 𝑑𝑇 − 𝛽𝑉𝑇 

𝑑𝐼

𝑑𝑡
= 𝛽𝑉𝑇 − 𝛿𝐼 

𝑑𝑉

𝑑𝑡
= 𝑝𝐼 − 𝑐𝑉 

où T représentent les cellules cibles, I les cellules infectées et V les virions. Dans ce modèle les 

cellules cibles sont produites à une vitesse s et éliminées à une vitesse d soit une demi-vie des 

cellules cibles 𝑡1/2 =
ln(2)

𝑑
. Ces cellules cibles deviennent des cellules infectées par contact avec 

les particules virales circulantes V à un taux 𝛽 traduisant l’infectiosité du virus.  Les cellules 

infectées I ainsi produites peuvent produire de nouveaux virus à un taux p ou être éliminées à 

un taux 𝛿. Enfin, les particules virales V sont éliminés dans la circulation systémique à un taux 

𝑐 (Figure 5). Il est possible, comme dans les modèles épidémiologiques, de définir le taux de 

reproduction de base R0 correspondant au nombre de cellules infectées engendrées par une 

cellule infectée au début de l’infection. Dans ce modèle, R0 est donné par 𝑅0 =
𝑝𝛽𝑠

𝑑𝛿𝑐
.
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Figure 5: Modèle de référence de l’interaction hôte-virus dans les infections virales 

chroniques 

 

Au bout d’un certain temps, le modèle prédit l’arrivée au stade d’infection chronique où les 

cellules et le virus sont à l’état d’équilibre. Pour le virus cela se traduit par une production de 

virions égale à son élimination soit 𝑝𝐼 = 𝑐𝑉. Cependant cet équilibre peut être rompu par 

l’initiation d’un traitement : l’élimination devient importante que la production virale, révélant 

ainsi les mécanismes de décroissance du virus. Les mécanismes les plus communs par lesquels 

un traitement antiviral agit sont : la diminution de l’infection du virus avec une efficacité 𝜂 et 

la réduction de la production virale avec une efficacité 𝜀.  

En pratique, les traitements antiviraux ne conduisent pas à une suppression virale totale mais 

peuvent réduire suffisamment la réplication au point de mener à une réduction continue du 

virus. Pour cela, l’efficacité d’un traitement doit dépasser un seuil critique valant 𝜀𝑐 =

(1 −
1

𝑅0
).  Compte-tenu du 𝑅0 ≈ 10 estimé dans l’infection au VHB (Whalley et al., 2001), 

l’efficacité nécessaire pour atteindre la clairance du virus sont importantes et de l’ordre de 90%. 

En supposant que i) les efficacités du traitement sont toutes deux compris entre 0 et 1 et que ii) 

les cellules cibles sont dans un état de quasi-équilibre tel que 𝑇0 =
𝑐𝛿

𝛽𝑝
,  il existe une solution 

analytique permettant de décrire l’évolution de la charge virale après initiation du traitement : 

𝑉(𝑡) = 𝑉0[𝐴𝑒−𝜆1(𝑡−𝜏) + (1 − 𝐴)𝑒−𝜆2(𝑡−𝜏)] 

où 𝜆1,2 =
1

2
[𝑐 + 𝛿 ± √(𝑐 − 𝛿)2 + 4(1 − 𝜀)(1 − 𝜂)𝑐𝛿] et 𝐴 =

𝜀𝑐−𝜆2

𝜆1− 𝜆2
. 
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La perturbation d’un système biologique des suites du traitement révèle les mécanismes sous-

jacents de l’infection et permet d’en estimer les paramètres clés. Ainsi, l’équation révèle une 

cinétique de déclin bi-exponentielle où la première pente de décroissance est 𝜆1 et la seconde 

𝜆2. En présence d’un traitement bloquant la production virale avec une efficacité supérieure à 

90% et 𝑐 > 𝛿, alors les deux pentes de déclin sont c la clairance du virus et 𝛿 la perte de cellules 

infectées, respectivement (Figure 6).  

 

Figure 6 : Profil typique de l'ADN VHB sous traitement. Avant le traitement, l’ADN VHB 

est à l'équilibre (pointillés rouges).  L’initiation d’un traitement à t=0 entraine après un délai 

de quelques heures, un premier déclin rapide du virus avec une vitesse proche de la clairance 

du virus dans le sang. Cette phase dure environ 10 jours et mène à un déclin de la charge 

virale proportionnelle à l’efficacité du traitement (ici, par exemple le déclin de 3 log10 reflète 

un blocage de la production virale de 𝟗𝟗. 𝟗%). Par la suite, le virus entame une seconde phase 

de déclin, plus lente, qui reflète l’élimination progressive des cellules infectées.  
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Apports du modèle 

Ce modèle a été utilisé dans de nombreuses études cliniques afin de déterminer l’efficacité des 

traitements ainsi que la demi-vie du virus et des cellules infectées. Les estimations des 

paramètres varient en fonction des études, des molécules et de la durée de suivi des patients 

(Table 1 et 2) . 

 

Table 1 : Estimation des paramètres de cinétique virale en monothérapie 

Traitement N AgHBe 
Durée 

(semaines) 
Efficacité 

𝒕𝟏/𝟐 𝑽 

(jours) 

𝒕𝟏/𝟐 𝑰 

(jours) 
Etude 

PEG-IFN 

24 - 6 - - 10,4 
Colombatto et al., 

2006 

18 - 4 0,93 0,53 9,6 Sypsa et al., 2005 

5 + /- - 0,77 0,40 10,3 
Ribeiro et al., 

2010 

médiane    0,85 0,47 10,3  

LAM 

8 - 4 0,83 0,53 5.8 Sypsa et al., 2005 

24 - 6 0,87 0,38 12,9 
Colombatto et al., 

2006 

9 + 12 0,94 2 43 Lau et al., 2000 

15 + 12 0,95 1,2 2,4 - 120 Lewin et al., 2001 

20 + 4 0,96 1 16 
Nowak et al., 

1996 

10 + 4 0,94 0,99 15,5 Wang et al., 2004 

21 + 4 0,94 0,54 7,3 
Wolters et al., 

2002a 

12 + 4 0,93 0,67 9 
Wolters et al., 

2002c 

médiane    0,94 0,99 NA  

ADV 

32 + 12 0,995 1,35 12,5 Leung et al., 2009 

13 + 12 0,993 1,1 18,2 
Tsiang et al., 

1999 

médiane    0.994 1,22 15,4  

ETV 

33 + 12 0,999 0,6 8,9 Leung et al., 2009 

21 + 12 0,992 0,86 9,2 Suh et al., 2010 

10 +/- 4 0,96 0,66 10,7 
Wolters et al., 

2002b 

médiane    0,992 0,66 9,2  



 

Modèles mathématiques et statistiques de la cinétique virale 

–  18 – 

  

LAM + 

ADV 

8 +/- 8 0,98 1 9,4 Mihm et al., 2005 

9 +/- 4 0,94 0,53 12,4 
Ribeiro et al., 

2010 

médiane    0,96 0,77 10,9  

LAM + 

PEG 

24 - 6 0,87 0,34 9,8 
Colombatto et al., 

2006 

18 - 4 0,96 0,53 2,7 - 75 Sypsa et al., 2005 

7 +/- 4 0,95 1,0 6,7 
Ribeiro et al., 

2010 

médiane    0,95 0,53 NA  

 

Alors que le PEG-IFN fournit un efficacité de 85% environ, l’apparition des analogues 

nucléos(t)idiques, notamment la lamivudine a permis d’obtenir une efficacité supérieure à 90% 

en médiane (Table 1).  Notons que chez les individus AgHBe négatifs, l’efficacité rapportée est 

plus faible que chez les individus AgHBe positifs. La combinaison  (Sypsa et al., 2005; 

Colombatto et al., 2006). Les stratégies alliant LAM et PEG-IFN en combinaison fournissent 

des efficacités similaires à celle sous LAM en monothérapie (Sypsa et al., 2005; Colombatto et 

al., 2006). 

L’apparition de résistance au traitement par LAM a conduit les firmes pharmaceutiques au 

développement de nouveaux NUC montrant moins de résistance dont l’adefovir (ADV) et 

l’entecavir (ETV) (Zoulim, 2011). Ces NUC présentent une efficacité accrue qui atteint jusqu’à 

99,9% pour l’ETV. Sa grande barrière génétique à l’apparition de résistance (1,2% de patients 

montrant une résistance après 5 ans de traitement) et sa grande efficacité font de l’ETV le NUC 

de référence dans le traitement du VHB (Zoulim et Locarnini, 2009).   

Outre l’efficacité du traitement, les travaux de modélisation présentés ci-dessus rapportent les 

demi-vies de virus et des cellules infectées. On note une constance de la demi-vie du virus dont 

l’ordre de grandeur est d’environ 1 jour quel que soit le traitement utilisé. En revanche, on 

observe une grande variabilité de la demi-vie des cellules infectées, comprise entre 2,4 et plus 

d’une centaine de jours. L’origine de cette variabilité pourrait être la difficulté à observer la 

seconde pente de déclin. En effet, les méthodes de dose de l’ADN VHB ont des limites de 

détection diverses, lesquelles ne permettent pas toujours d’observer la seconde pente de déclin.  
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2.1.2. Modélisation de la relation concentration-efficacité des 

traitements  

Outre la cible thérapeutique du traitement étudié, qui va définir le mécanisme d’action par 

lequel l’efficacité du traitement sera modélisée, la relation concentration-effet joue un rôle 

important. En monothérapie, l’effet traitement limitant la production virale 𝜀 est considéré 

constant tout au long de la durée de l’étude et varie entre 0 (pas d’effet de la molécule) et 1 

(suppression totale de la production virale). Or, cette hypothèse d’efficacité thérapeutique 

constante est souvent remise en question par la nature des profils observés. En effet, les 

cinétiques virales observées chez les patients traités peuvent varier suite aux fluctuations des 

concentrations de médicament au cours du temps. Une façon de prendre en compte ces 

observations consiste à modéliser l’efficacité d’un traitement comme une fonction dépendant 

de la cinétique des concentrations de médicament dans le sang ou le site d’action de la molécule 

d’après l’équation suivante (Talal et al., 2006) : 

𝜀(𝑡) =
𝐶(𝑡)𝑛

𝐶(𝑡)𝑛 + 𝐸𝐶50
𝑛  

 

Où C(t) est la concentration de médicament au temps t, 𝑛 est le paramètre de raideur de la 

relation concentration-effet et EC50 est la concentration générant une efficacité de 50%. Dans 

cette équation, l’efficacité varie au gré des concentrations de médicament : plus les 

concentrations sont élevées par rapport à l’EC50 plus l’efficacité est importante (Figure 7). 
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Figure 7 : Représentation de la relation concentration-efficacité. Exemple de profil 

pharmacocinétique d’une molécule administrée par voie orale (A). Plus les concentrations 

sont élevées par rapport à l’EC50 (ici EC50 = 0,25 ng/mL) plus l’efficacité est grande (B). 

L’efficacité change au cours du temps en suivant les variations de concentrations. Elle est 

maximale au moment où les concentrations le sont (tmax = 5 h). L’efficacité varie d’autant plus 

vite que n est grand (ici n = 1 ; 2 ou 3 en vert clair, vert et vert foncé, respectivement) 

 

En l’absence de données pharmacocinétiques, des modèles empiriques permettent de décrire 

une efficacité variant au cours du temps. Par exemple, on peut prendre en compte 

l’augmentation de l’efficacité suite à des prises successives du médicament par la fonction 

suivante : 

𝜀(𝑡) = 𝜀1 + (𝜀2 − 𝜀1)(1 − 𝑒−𝑘𝑡) 

où 𝜀1 est l’efficacité initiale, 𝜀2 l’efficacité finale (à l’équilibre) et 𝑘 la vitesse avec laquelle cet 

équilibre pharmacologique est atteint (Guedj et Perelson, 2011).  
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2.1.3. Rôle des modèles dans l’optimisation thérapeutique du VHC 

La modélisation a joué un rôle important dans le développement, l’optimisation et 

l’individualisation des traitements antiviraux dans le contexte du VHC.  

En 2010, Snoeck et al. ont montré qu’un modèle simple combinant la pharmacocinétique du 

Peg-IFN𝛼 ± ribavirine et la cinétique virale pouvait reproduire la réponse observée chez 1200 

patients pendant et après traitement, permettant ainsi de mieux comprendre les déterminants de 

la réponse virologique (Snoeck et al., 2010). En caractérisant la cinétique virale sous 

antiprotéases, ces approches ont ensuite permis de guider le développement thérapeutiques des 

antiviraux du VHC et les durées optimales de traitement (Guedj et Perelson, 2011).  

La modélisation a également permis une meilleure compréhension des mécanismes d’action 

des nouveaux traitements. En intégrant des processus intracellulaires du cycle de réplication du 

VHC, il a été montré que le daclatasvir avait un double mécanisme d’action sur la réplication 

virale et la sécrétion du virus (Guedj et Perelson, 2011). Enfin, ces modèles ont montré qu’ils 

pouvaient de manière prospective anticipé l’impact du choix de la dose dans le taux de SVR 

(Nguyen et al., 2014). Ces analyses sont désormais recommandées par la Food and Drug 

Administration pour justifier de la dose de médicament utilisée dans les phases ultérieures du 

développement du médicament (Food and Drug Administration, 2017). 

2.1.4. Limites des modèles 

Le modèle de référence permet une bonne compréhension des mécanismes élémentaires 

régissant la dynamique de déclin de la virémie sous traitement et a permis le développement de 

traitements contre d’autres infections virales comme le VHC. Cependant, la complexité de 

l’infection au VHB et la variété des cibles thérapeutiques révèlent les limites du modèle 

standard. Dans cette section nous exposons les limites des modèles actuels et introduisons des 

modèles alternatifs tentant de pallier à celles-ci.  

Alors que la première pente de déclin s’interprète comme la clairance du virus, des observations 

semblent contredire ce résultat. En effet, on note que la demi-vie du VHB est d’environ 1 jour 

contre 1 à 6 heures pour le VHC ou le VIH (Nowak et al., 1996; Guedj et al., 2013). Par analogie 

avec l’infection au VHC, la mort des cellules infectées se détermine à partir de la seconde phase 

de déclin de la virémie. D’après cette pente, on estime que 99% des cellules infectées seraient 
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éliminées en moins de 3 ans. Or dans le même temps l’AgHBs, lui-même produit par les cellules 

infectées, décline de 0.007 log10 UI/mois uniquement ; ce qui correspondrait à une élimination 

totale en plus de 50 ans (Chevaliez et al., 2013). Ainsi, quel que soit le phénomène observé et 

menant à la seconde pente de déclin de l’ADN VHB, il ne peut s’agir uniquement de mort 

cellulaire.  

2.1.5. Comment modéliser de nouvelles cibles thérapeutiques ? 

Le modèle de référence ne prend en compte que certaines pièces du « puzzle » de l’infection au 

VHB (Neumann, 2005). Compte-tenu des mécanismes d’action des molécules (action sur 

l’immunité, production d’anticorps anti-AgHBs, inhibition de l’étape d’encapsidation), les 

futurs modèles doivent intégrer plus d’étapes du cycle de réplication du virus et davantage de 

marqueurs.  

A l’initiation de cette thèse, certains travaux tentaient déjà d’apporter un nouveau degré de 

complexité au modèle du VHB. Lewin et al. ont notamment proposé un modèle prenant en 

compte la perte naturelle du cccDNA par une cellule infectée (Lewin et al., 2001). Ils expriment 

la perte globale de cellules infectées 𝛿 comme la somme de la mort cellulaire se produisant à 

une vitesse 𝛿′ et le mécanisme de perte du cccDNA se produisant une vitesse 𝜚 tel que 𝛿 = 𝛿′ +

𝜚. Cependant, l’estimation du paramètre 𝜚 requiert des mesures répétées du cccDNA lesquelles 

sont difficiles à obtenir. Ce modèle apporte un degré supplémentaire de compréhension de 

mécanismes menant à la seconde pente de déclin de la charge virale en dissociant les processus 

cytolytiques et non-cytolytiques.  

Murray et al. ont proposé un modèle intégrant l’export des virions dans la circulation (Murray 

et al., 2005). De ce modèle l’ADN intracellulaire est produit proportionnellement au nombre de 

cellules infectées à une vitesse 𝑎 et sécrété dans la circulation systémique à une vitesse 𝜌. Le 

modèle s’écrit alors: 

𝑑𝐼

𝑑𝑡
= 𝛽𝑉𝑇 − 𝛿𝐼 

𝑑𝐷

𝑑𝑡
= 𝑎𝐼 − 𝜌𝐷 − 𝛿𝐷 

𝑑𝑉

𝑑𝑡
= 𝜌𝐷 − 𝑐𝑉 
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En appliquant ce modèle à des données de chimpanzés infectés par le VHB, Murray et al. ont 

montré que le lent déclin de la virémie observé à l’initiation du traitement est dû à une vitesse 

de sécrétion du virus lente plutôt qu’une longue demi-vie d’élimination du virus. En effet, ils 

estiment une demi-vie de sécrétion comprise entre 0.6 et 1.1 jour, cohérente avec les estimations 

précédentes de la première phase de déclin. La demi-vie d’élimination du virus est quant à elle 

estimée à 4.4 heures, soit une estimation plus faible que celle fournit par le modèle de référence, 

mais cohérente avec les demi-vies du VHC ou du VIH (Perelson et al., 1996; Neumann et al., 

1998; Ramratnam et al., 1999). 

Certains travaux menés dans le cadre de l’infection aigüe au VHB ont initié l’étude d’autres 

marqueurs comme l’AgHBs (Ciupe et al., 2014; Shekhtman et al., 2020). Dans leur article, 

Ciupe et al. proposent un modèle distinguant la production d’ADN VHB et de sous particules 

virales (voir section 1.2.2.). En prenant en compte la présence d’AgHBs à la surface des virions 

et des sous particules virales, ils intègrent la stimulation de la production des anticorps anti-

AgHBs. Dans leur étude ils concluent que la résolution spontanée de l’infection n’est possible 

qu’à deux conditions : soit les anticorps sont présents en grand quantité, soit les sous particules 

virales sont présentes en faible quantité, permettant tout de même au système immunitaire de 

prendre en charge l’infection. Cependant, les conclusions présentées se focalisent sur l’infection 

aigüe et n’intègrent pas la modélisation de données réelles. 

Dans la suite de cette thèse nous étendrons davantage le modèle de référence en nous appuyant 

sur les données générées au cours du développement des nouveaux antiviraux. La section 

suivante présente la méthodologie utilisée pour développer ces modèles. 

 Inférence et sélection de modèle  

2.2.1. Modèles non-linéaire à effets mixtes  

L’analyse des données longitudinales requiert l’utilisation de modèles statistiques complexes. 

Une méthode consiste à utiliser une approche de population, particulièrement adaptée aux 

mesures répétées au cours du temps (Davidian et Giltinan, 1995), et reposant sur des modèles 

non linéaires à effets mixtes (MNLEM).  
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 Modèle statistique 

Le modèle statistique dit à effets mixtes permet de prendre en compte l’ensemble des cinétiques 

individuelles où l’observation yij de l’individu i au temps j et s’écrit : 

𝑦𝑖𝑗 = 𝑓(𝑡𝑖𝑗 , 𝜃𝑖) + 𝑔(𝑡𝑖𝑗 , 𝜃𝑖) × 𝜖𝑖𝑗  

Avec la fonction 𝑓(𝑡𝑖𝑗, 𝜃𝑖) correspondant au modèle structural utilisé pour décrire les données 

et la fonction 𝑔(𝑡𝑖𝑗 , 𝜃𝑖) × 𝜖𝑖𝑗 décrivant le modèle d’erreur résiduelle où 𝜖𝑖𝑗 est supposé suivre 

une loi normale d’espérance 0 et de variance 1.  

La fonction f dépend du temps et du vecteur de paramètres individuels 𝜃𝑖. Elle est commune à 

tous les individus cependant le vecteur de paramètres 𝜃𝑖 varie d’un individu à l’autre. Il se 

décompose en un vecteur d’effets fixes 𝜇, représentant le paramètre de position soit la valeur 

« typique » du paramètre pour l’ensemble des individus et un effet aléatoire 𝜂𝑖 spécifique à 

chaque individu. On peut alors écrire 𝜃𝑖 = 𝜇 + 𝜂𝑖 si un paramètre suit une loi normale ou 𝜃𝑖 =

𝜇 × 𝑒𝜂𝑖 dans le cas plus fréquent en biologie où un paramètre est strictement positif et suit ainsi 

une loi log-normale. On note également 𝑙𝑜𝑔𝑖𝑡(𝜃𝑖) = 𝑙𝑜𝑔𝑖𝑡(𝜇) + 𝜂𝑖 si un paramètre est 

contraint entre 0 et 1. Les effets aléatoires 𝜂𝑖  suivent une loi normale de moyenne 0 et de matrice 

de variance-covariance Ω.  

Une partie de la variabilité interindividuelle peut s’expliquer par un ensemble de 

caractéristiques individuelles ou covariables (âge, poids, génotype du virus). Pour un paramètre 

suivant une loi log-normale on note alors : 

𝜃𝑖 = 𝜇 × 𝑒𝜂𝑖 × 𝑒𝛽′𝑧𝑖 

Où 𝛽′est le vecteur des effets de covariables et 𝑧𝑖 le vecteur de covariables de l’individu i. 

La fonction 𝑔 caractérise la forme du modèle d’erreur résiduelle et s’écrit : 

𝑔(𝑡𝑖𝑗 , 𝜃𝑖) = 𝑎 + 𝑏 × 𝑓(𝑡𝑖𝑗, 𝜃𝑖 , 𝑧𝑖) 

Avec a et b les termes d’erreur additif et proportionnel, respectivement.  

Enfin, on note Ψ le vecteur de paramètres de population à estimer se composant des effets fixes 

𝜇,  des éléments de la matrice de variance-covariance Ω, des effets des covariables 𝛽 ainsi que 

des paramètres d’erreur résiduelle a et b 
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Estimation des paramètres 

La plupart des méthodes disponibles sont basées sur la maximisation de la vraisemblance 

(Dartois et al., 2007). On note alors L(Ψ; 𝑦) la vraisemblance de l’ensemble des données 

observées. Chaque individu étant indépendant, la vraisemblance résulte du produit des 

vraisemblances individuelles. Chaque vraisemblance individuelle se traduit par la probabilité 

de l’observation (y) conditionnellement aux paramètres du modèle. Cette probabilité est 

calculée par intégration des données par rapport à la distribution des paramètres individuels tel 

que : 

𝐿(Ψ; 𝑦) = ∏ 𝐿(Ψ; 𝑦𝑖) =

𝑁

𝑖=𝑖

∏ 𝑝(yi|Ψ) =

𝑁

𝑖=𝑖

∏ ∫ 𝑝(yi|ηi, Ψ) 𝑝(𝜂𝑖 , Ψ)𝑑𝜂𝑖

𝑁

𝑖=𝑖

 

avec L la vraisemblance et 𝑝(yi|ηi, Ψ) la probabilité de l’observation 𝑦𝑖 conditionnellement aux 

effets aléatoires 𝜂𝑖 et au vecteur de paramètres de population Ψ à estimer. Du fait de la non 

linéarité du modèle structural, l’intégrale dans la fonction de vraisemblance n’a pas 

d’expression analytique. Celle-ci doit alors être approximée par des algorithmes complexes. 

Les premières méthodes développées consistent à approximer la vraisemblance par un 

développement de Taylor d’ordre 1 permettant de linéariser le modèle structural et d’en calculer 

la vraisemblance. Il existe plusieurs méthodes de linéarisation du modèle, la première méthode 

dite FO (First-Order) (Sheiner et al., 1972), linéarise le modèle en l’espérance des effets 

aléatoires alors que la méthode FOCE  (First-Order Conditional Estimate) (Lindstrom et Bates, 

1990) le linéarise autour des estimations individuelles des effets aléatoires. Combinées à un 

algorithme itératif tel que l’algorithme de minimisation de Newton-Raphson (minimiser la log-

vraisemblance revient à maximiser la vraisemblance), ces méthodes permettent de calculer la 

vraisemblance par rapport à un vecteur de paramètres donné et de converger vers les estimations 

finales des paramètres de population. Cependant ces méthodes peuvent produire des estimateurs 

biaisés des paramètres de population notamment lorsque la variance des effets aléatoires est 

grande (Ge et al., 2004). Pour pallier à cette limite, une méthode de calcul de la vraisemblance 

par approximation de Laplace a été proposée (Wolfinger, 1993). Ces méthodes sont toutes 

implémentées dans les logiciels NONMEM® (Sheiner et Beal 1998), SAS® et R au travers des 

packages nlme et lme4 (Pinheiro et Bates, 2000). 
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Ces trois méthodes partagent le même inconvénient : elles maximisent une vraisemblance 

approchée par linéarisation du modèle. Plus récemment, des méthodes de calcul plus précises 

de la vraisemblance ont été proposées, notamment par approximation numérique ou 

stochastique. Ces méthodes présentent néanmoins l’avantage d’être moins dépendantes des 

valeurs initiales et de fournir des estimations plus précises des paramètres mais au prix d’un 

temps de calcul accru. L’une d’entre elles est l’algorithme itératif SAEM (Stochastic 

Approximation Expectation Maximization) développé par Delyon et al. en 1999 puis 

implémenté dans le logiciel MONOLIX®  (Kuhn et Lavielle, 2005). La première étape dite E 

(expectation) se compose d’une simulation des effets aléatoires par une procédure de Markov 

de Monte-Carlo (étape S) suivie d’un calcul de l’espérance de la vraisemblance par 

approximation stochastique (étape A). Enfin, une deuxième étape dite M (maximisation) 

consiste à déterminer un vecteur de paramètres maximisant l’espérance de la vraisemblance et 

à l’utiliser lors de l’itération suivante (Delyon et al., 1999). L’algorithme SAEM figure parmi 

les algorithmes les plus performants et robustes bien que l’estimation soit sensible aux 

paramètres initiaux fournis (Plan et al., 2012). L’algorithme SAEM tel qu’implémenté dans 

MONOLIX a été utilisé pour estimer les paramètres des modèles développés dans le cadre de 

cette thèse. 

Paramètres individuels 

Une fois les paramètres de population obtenus, les paramètres individuels peuvent être calculés 

par une approche bayésienne (Casella, 1985). Dans cette approche, les paramètres des 

distributions a priori des paramètres individuels sont les paramètres de population lesquels sont 

combinés aux données individuelles afin de fournir une distribution a postériori. La valeur 

individuelle du paramètre considéré ou EBE (Empirical Bayes Estimate) correspond le plus 

souvent au mode ou à la moyenne de la distribution a posteriori. Les prédictions du modèle 

structural effectuées avec ces paramètres permettent de reconstituer les profils individuels. 

Cependant, le manque de données individuelles donne plus de poids aux distributions a priori 

rapprochant artificiellement les estimations individuelles de celle de la population, on parle de 

régression vers la moyenne (𝜂-shrinkage) (Savic et Karlsson, 2009). 
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Incertitude des paramètres 

L’incertitude autour des paramètres estimés constitue un élément central de la construction d’un 

modèle. Cette incertitude se mesure au travers des erreurs standard (standard errors, SE) 

lesquels se calculent à partir de la matrice d’information de Fisher (Fisher Information Matrix, 

FIM). La FIM est la dérivée seconde de la vraisemblance observée tel que : 

𝐹𝐼𝑀(Ψ) = 𝐸 {
𝜕𝐿𝐿(𝑦; 𝜓)

𝜕Ψ
 
𝜕𝐿𝐿(𝑦; 𝜓)

𝜕Ψ

′

} 

Les racines carrées des éléments diagonaux de 𝐹𝐼𝑀−1 donnent les SE des paramètres du 

modèle. De ces SE, les intervalles de confiance (IC) autour des paramètres sont données par la 

formule suivante : 

𝐼𝐶𝛼 = [𝜃  ± 𝑧1−𝛼 2⁄ 𝑆𝐸(𝜃)] 

où 𝑧1−𝛼 2⁄  est le (1 − 𝛼 2⁄ ) quantile d’une distrubtion normale. Les IC calculés à partir des SE 

données par la FIM sont symétriques car l’incertitude des paramètres suit une distribution 

normale. Bien que cela soit asymptotiquement le cas, certains modèles non linéaires peuvent 

s’éloigner des conditions asymptotiques de normalité, conduisant à des estimations des erreurs 

standard biaisées. 

Evaluation du modèle 

Pendant la construction d’un modèle, aussi bien structural que statistique, un modélisateur doit 

s’assurer d’une description adéquate des données par le modèle. Pour cela, divers outils et 

métriques diagnostiques ont été développés et appliqués aux modèles non linéaires à effets 

mixtes (Brendel et al., 2006). Les plus simples d’entre eux sont les outils graphiques qui 

permettent de détecter les manquements du modèle et d’orienter sur les causes sous-jacentes à 

ce manquement. Le premier examen à effectuer est celui des prédictions individuelles obtenues 

à partir des paramètres individuels (Simon, 2011). Une dynamique individuelle prédite proche 

des observations indique des bonnes performances du modèle. Cependant, les prédictions 

individuelles peuvent tendre vers les observations (𝜂-shrinkage ou régression vers la moyenne) 

rendant la capture des données individuelles à elle seule insuffisante pour s’assurer de 

l’adéquation du modèle. On peut dès lors s’intéresser aux écarts entre les prédictions 

individuelles et les observations, appelés résidus. Les résidus peuvent être pondérés par la 
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matrice de variance-covariance et l’erreur résiduelle. On parle alors de IWRES (Individual 

weighted residuals) calculés pour chaque individu et à chaque temps tel que : 

𝐼𝑊𝑅𝐸𝑆𝑖𝑗 =
𝑦𝑖𝑗 − 𝑓(𝑡𝑖𝑗 , 𝜃𝑖 , 𝑧𝑖)

𝑔(𝑡𝑖𝑗 , 𝜃𝑖 , 𝑧𝑖)
 

Une représentation des IWRES en fonction du temps et des prédictions permet de détecter des 

tendances concernant l’erreur d’estimation (Lavielle, 2014). 

Il existe d’autres méthodes d’évaluation de modèles basées sur la simulation. Le plus répandu 

est le VPC (visual predictive check) (Nguyen et al., 2017) qui représente les observations et les 

percentiles des simulations au cours du temps. Cependant, les VPC ne sont valables que lorsque 

l’ensemble de la population est décrit par les mêmes modalités d’une variable indépendante 

(dose, ethnie, sexe). Ainsi, une stratification des VPC pour chaque modalité de variable 

indépendante est possible (hommes vs. femmes, …) mais entraine une perte de puissance. Une 

alternative consiste à normaliser les VPC par la variabilité introduite par chaque variable 

indépendante : on parle alors de pcVPC (Bergstrand et al., 2011). Il existe d’autres métriques 

comme le pd (prediction discrepancies) (Mentré et Escolano, 2006) et les npde (Brendel et al., 

2006) qui ne requièrent aucune stratification. 

2.2.2. Sélection de modèles 

Tests statistiques 

Certaines métriques permettent de comparer des modèles et de sélectionner celui fournissant la 

meilleure description des données. Elles peuvent par ailleurs s’associer à un test statistique. 

En effet, en considérant deux modèles se différenciant par un paramètre 𝛽, il est possible 

d’utiliser plusieurs tests pour conclure à l’avantage d’un modèle à l’autre. Sous l’hypothèse 

nulle on note : 𝐻𝑜: 𝛽 = 0 et sous l’hypothèse alternative 𝐻1: 𝛽 ≠ 0. 

On détaillera ci-dessous deux tests : le test de Wald et le test du rapport de vraisemblance. 

Le test de Wald se défini par sa statistique de test 𝑊 =
𝛽̂

𝑆𝐸(𝛽̂)
 où 𝛽̂ est l’estimation de 𝛽 et 𝑆𝐸(𝛽̂) 

son erreur standard estimée. L’hypothèse nulle 𝐻0 est rejetée si |𝑊| > 𝜙−1(1 − 𝛼 2⁄ ) où 

𝜙−1 est la fonction quantile de la loi normale centrée-réduite.  
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Le test du rapport de vraisemblance (noté LRT pour likelihood ratio test) est définit par 𝐿𝑅𝑇 =

−2[𝐿𝐿(𝜃0) − 𝐿𝐿(𝜃)] avec respectivement 𝐿𝐿(𝜃0) et 𝐿𝐿(𝜃) les fonctions de log-vraisemblance 

du modèle de référence et du modèle alternatif à tester. Sous l’hypothèse nulle, ce test suit 

asymptotiquement un loi du 𝜒2 à m degré de liberté où m est le nombre de paramètres différents 

entres les deux modèles. Il est à noter que le LRT nécessite d’ajuster les données sous deux 

modèles entrainant un temps de calcul important. Dans le logiciel MONOLIX, le calcul de la 

vraisemblance s’effectue par Importance Sampling permettant d’estimer l’erreur standard de la 

log-vraisemblance. Le test de Wald et le LRT font figures de tests de référence pour comparer 

deux modèles emboîtés mais ceci constitue également leur principale limite.  

Critères d’information  

Pour comparer deux modèles qui ne sont pas emboîtés, on utilise généralement des critères 

d’information dérivés de la log-vraisemblance. Deux d’entre eux sont couramment utilisés dans 

les modèles non linéaires à effets mixtes : l’AIC et le BIC. L’AIC (Akaike’s Information 

Criteria) se définit par 𝐴𝐼𝐶 = −2𝐿𝐿(𝜃) + 2𝑛𝑝𝑎𝑟 avec 𝑛𝑝𝑎𝑟 le nombre de paramètres du modèle 

considéré. Le BIC (Bayesian Information Criteria) emploie une pénalisation de la 

vraisemblance plus complexe dépendant du nombre total de sujets 𝑁 considérés tel que : 𝐵𝐼𝐶 =

−2𝐿𝐿(𝜃) + 𝑛𝑝𝑎𝑟 log(𝑁). De façon générale, le modèle fournissant le critère d’information le 

plus petit dans l’absolu est meilleur. Il est cependant couramment admit qu’une différence de 

moins de deux points entre deux modèles ne justifie pas l’utilisation d’un modèle plutôt qu’un 

autre (Raftery, 1995). Il est à noter que le BIC à tendance à sélectionner des modèles plus 

parcimonieux que l’AIC. 

2.2.3. Incertitude liée au modèle et model averaging 

Bien que l’utilisation de modèles non linéaires à effets mixtes ait facilité l’estimation des 

paramètres des modèles de cinétique virales, ceux-ci se caractérisent souvent par un manque 

d’identifiabilité théorique ou pratique (Guedj et al., 2007; Lavielle et Mentré, 2007). De plus, 

l’utilisation d’algorithmes d’estimation de plus en plus performants s’est accompagnée d’une 

augmentation de la complexité des modèles, laquelle n’est pas toujours justifiée au regard des 

données disponibles (Ganusov, 2016).  
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En cinétique virale, une façon de diminuer le nombre de paramètres à estimer consiste à fixer 

certains paramètres à des valeurs de la littérature et d’évaluer subséquemment l’impact des 

valeurs retenues sur les estimations de paramètres au travers d’une analyse de sensibilité. 

D’autre part, des modèles de complexité variable faisant différentes hypothèses biologiques 

peuvent aussi être utilisés pour décrire un même jeu de données. Dans les deux cas, l’approche 

courante consiste à sélectionner le modèle fournissant le plus faible AIC ou BIC, et de l’utiliser 

à des fins de prédiction. Cette approche, en se focalisant sur un unique modèle, ignore 

l’incertitude liée aux différents modèles testés ce qui peut conduire à des prédictions erronées 

ou à un trop grand degré de confiance dans les paramètres estimés (Boulesteix, 2015; Kirk et 

al., 2015). 

Pour pallier à ces limites et prendre en compte l’incertitude liée aux modèles testés il est 

possible d’utiliser le model averaging (MA) (Buckland et al., 1997). Cette approche consiste à 

pondérer les modèles en fonction d’un critère d’information 𝐼𝐶 (voir section Critères 

d’information) tel que : 

𝑤𝑚 =
𝑒

−𝐼𝐶𝑚
2

∑ 𝑒
−𝐼𝐶𝑚

2𝑀
1  

 

avec 𝑤𝑚 le poids que l’on accorde au modèle m compte tenu de son critère d’information 𝐼𝐶𝑚 

(Aoki et al., 2017; Buatois et al., 2018). Les poids ainsi déterminés rendent compte de la 

vraisemblance du modèle. En effet, le modèle candidat fournissant l’IC le plus faible sera 

associé au poids le plus important. Pondérer ainsi les différents modèles candidats permet de 

calculer les intervalles de confiance de paramètres en prenant en compte l’incertitude liée au 

modèle. De plus, MA connait des applications dans les études de recherche de dose et rend 

compte de l’incertitude liée au choix d’une dose efficace (Schorning et al., 2016; Bornkamp et 

al., 2017). 

 Objectifs de la thèse 

L’objectif principal de cette thèse est d’étudier l’effet de thérapies antivirales innovantes. Pour 

cela nous avons développé des modèles mécanistiques du VHB, plus proches de sa 

physiopathologie et permettant la prise en compte des marqueurs autres que l’ADN VHB. Nous 
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avons étudié deux nouvelles classes thérapeutiques : un agoniste du TLR7, qui interfère avec la 

réponse immunitaire par la voie de l’IFN𝛼, ainsi qu’un inhibiteur de capside, ciblant les 

particules encapsidées. Enfin cette thèse aura aussi pour objectif de répondre à la complexité 

croissante des modèles de cinétique virale en développant des aspects méthodologiques 

permettant de prendre en compte l’incertitude liée au modèle. 

Dans un premier temps, nous étudierons l’effet des agonistes de TLR7 chez la souris (Chapitre 

3). Nous développerons la construction d’un modèle complexe reposant sur plusieurs 

marqueurs : l’ADN viral, les sous-particules virales et les anticorps anti-AgHBs. Après 

validation, le modèle sera utilisé pour fournir des prédictions des effets attendus dans les 

premières études chez l’homme. 

Dans un second temps, nous présenterons les résultats de la modélisation simultanée des 

particules d’ARN et d’ADN chez des patients traités par RG7907, un inhibiteur de capside 

actuellement testé chez l’homme. Nous fournirons une compréhension mécanistique des 

déclins d’ADN et d’ARN observés sous traitement ainsi qu’une évaluation de l’efficacité de 

cette molécule (Chapitre 4). 

Enfin, nous présenterons le model averaging, une approche prenant en compte l’incertitude 

inhérente aux modèles utilisés en cinétique virale. Les estimations des paramètres et 

performances prédictives du model averaging seront comparées à celles fournies classiquement 

par la sélection de modèle (Chapitre 5). 

La suite de ce manuscrit présente ces trois travaux de thèse et les articles qui leur sont associés. 

Une discussion mettant en perspective cette thèse prendra place dans le Chapitre 6.
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Chapitre 3. Modélisation de l’effet des agonistes du TLR7 

chez la souris et prédiction de son efficacité chez l’homme  

3.1. Résumé

Dans l’infection au VHB, le système immunitaire de l’hôte est déficient et incapable de 

prendre en charge seul l’infection. En cause, les sous particules virales (SVP) produites en large 

excès qui agissent comme leurre auprès du système immunitaire.  Les agonistes du toll-like 

récepteur 7 (TLR7) sont des immunomodulateurs qui, en induisant la production d’interféron-

𝛼, restaureraient un contrôle de l’infection menant à une diminution de la virémie et de 

l’AgHBs. 

Dans ce projet, nous avons étudié les effets du RO7020531, un agoniste du TLR7 testé chez la 

souris. Dans un premier temps, nous avons estimé les effets antiviraux chez 118 souris traitées 

par RO7020531 et/ou entecavir (ETV) pendant une période comprise entre 6 à 9 semaines. 

Dans le modèle développé, l’agoniste du TLR7 induit non seulement une diminution de la 

production d’ADN VHB (comme les NUC), mais il agit aussi directement sur la production de 

SVP, avec une efficacité estimée supérieure à 98%. De plus, l’agoniste du TLR7 conduit à une 

stimulation spécifique du système immunitaire, menant à une augmentation des concentrations 

d’anticorps anti-HBs qui deviennent détectables après 7 semaines de traitement. Le modèle 

murin utilisé est un modèle d’adénovirus transfecté par le VHB dit modèle AAV/HBV (Huang 

et al., 2011; Yang et al., 2014). Contrairement au modèle uPA-SCID, les souris sont 

immunocompétentes ce qui permet l’étude de la réponse immunitaire sous traitement. 

Cependant ce modèle possède des limites qui ne permettent pas de transposer les résultats 

obtenus directement à l’homme. Contrairement à l’infection humaine, l’ensemble des cellules 

hépatiques des souris sont infectées dès l’initiation de l’expérimentation et les virus produits de 

novo ne peuvent pas infecter de nouvelles cellules saines.  

Afin de pallier à ces limites nous avons dans un second temps décrit l’infection humaine chez 

des patients traités par Peg-IFN pendant 48 semaines pour lesquels nous disposions des données 

de virémie et d’AgHBs. Le modèle développé se distingue du modèle standard de cinétique 

virale (voir section 2.1.1.) en intégrant deux populations de cellules infectées. Nous distinguons 



Modélisation de l’effet des agonistes du TLR7 chez la souris et prédiction de son efficacité 

chez l’homme 

–  33 – 

  

les cellules I1 productrices de virus et de SVP disposant d’ADN intégré et de cccDNA et les 

cellules I2 qui ont perdu leur cccDNA et ne produisant que des SVP. Le modèle ainsi développé 

permet de capturer les différences de cinétique entre la virémie et l’AgHBs. En effet, nous avons 

estimé une demi-vie de 23,6 jours  pour les cellules I1 contre 170 jours pour les cellules 𝐼2, 

expliquant ainsi la persistance de l’AgHBs au long cours. 

En supposant la même relation concentration-effet que chez la souris, nous avons simulé l’effet 

de cette nouvelle molécule chez l’homme seule ou en combinaison. Nous montrons notamment 

que la combinaison ETV+TLR7 pourrait conduire à des titres d’AgHBs indétectables chez 22% 

des patients en 1 an contre 8% seulement chez les patients traités par ETV. Par ailleurs, une 

simulation des cinétiques au long cours montre que les agonistes du TLR7 peuvent conduire à 

un déclin supplémentaire de la virémie et de l’AgHBs via l’augmentation des titres d’anticorps. 

L’article décrivant ces travaux est finalisé et fera l’objet d’une soumission dans un journal de 

pharmacométrie au courant du premier trimestre 2021.              

3.2. Article 1: A modeling framework to understand the 

effect of TLR7 agonists against Hepatitis B virus and predict 

its efficacy in clinical trial 
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Abstract 

One of the main obstacles to cure Hepatitis B virus (HBV) is its ability to escape the host 

immune system through the release of subviral particles (SVPs). Toll-like receptor 7 (TLR7) 

agonists have developed to boost the immune response and increase the elimination of SVPs. 

Here, we modelled the effects of TLR7 agonist (aTLR7) administered in mice using a viral 

dynamic model. We found that aTLR7, unlike current therapies, can inhibit SVPs production 

and directly stimulate antibody production. We then plugged the parameters of aTLR7 efficacy 

into a model of HBV pathogenesis in human estimated in a large historical clinical database. 

Using this model, we predict that aTLR7 could lead to loss of HBsAg in about 20% of patients 

after a year of treatment, assuming that the effective concentration remains above 10% of their 

value in mice.  

 

Introduction 

Nearly 240 million people worldwide are chronically infected with hepatitis B virus (HBV) 1, 

and about 1 million people die from HBV-related liver disease, in particular cirrhosis and 

hepatocellular carcinoma2. With the current recommended treatment of nucleosidic reverse 

transcriptase inhibitors (NRTIs), viremia is controlled in a large majority of patients but other 

viral products (in particular HBsAg) continue to be produced3, which shows that infected cells 

remain transcriptionally active. Therefore, treatment needs to be taken lifelong to avoid viral 

resurgence and progression of the disease.  

The difficulty to cure HBV is due to the presence of viral DNA that either integrates the cell 

genome or forms covalently closed circular DNA (cccDNA), both of which can code for various 

viral products and are not targeted by NRTIs. These viral products, including HBsAg, are 

produced in large excess compared to viral DNA. Those viral products can form subviral 

particles (SVPs) which are poorly or not infectious but act as a decoy for the immune system4.  

Antiviral research in HBV is very active and several new therapeutic approaches are currently 

being developed. One promising area of research is to develop drugs that stimulate the immune 

response (immunomodulators) to reduce its tolerance to HBV and possibly destabilize cccDNA. 

We here focus on an agonist of the toll-like receptor 7 (aTLR7), which stimulates the innate 
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immune system and induces the production of type I interferons and cytokines5. This 

stimulation may also, directly or indirectly, stimulate B lymphocytes and induce the production 

of anti-HBsAg. GS-9620, a previous and first in class TLR7 agonist, showed promising results 

in a chimpanzee and in a woodchuck model, with a prolonged reduction of HBV DNA6, a 

reduction in HBsAg levels and an induction of immune effector cells. Unfortunately, these 

effects could not be confirmed in clinical trials, and no significant changes in HBsAg or HBV 

DNA levels were observed7.  

Following what has been done in other chronic viral infections8, important insights on a drug 

mechanism of action (MoA) and translation of preclinical findings can be obtained by 

mathematically modelling the response to treatment. Here we propose the first model describing 

the effect of a novel TLR7 agonist using data obtained in mice either in monotherapy or in 

combination with entecavir (ETV). To allow translation of these results, key parameter of HBV 

pathogenesis in humans are estimated using a database of 255 individuals treated with pegylated 

interferon (Peg-IFN). The understanding of HBV pathogenesis in human was then used to 

bridge the preclinical data and predict the kinetics of HBV DNA, HBsAg and anti-HBsAg in 

humans exposed to different exposure levels of aTLR7, alone or in combination with ETV. 

 

Material & methods 

Data 

Mice 

AAV/HBV model. We used the AAV/HBV mice model, where immunocompetent C57BL/6 

mice are infected by a hepatotropic adeno-associated virus harboring a replicable HBV genome, 

allowing infection of virtually all hepatocytes9 and large levels of production of virions, HBs 

and HBe antigens. As mice lack NTCP receptor, the released virions cannot infect cells, and 

thus, there are no de novo infections.  

Study designs. Studies were conducted by Roche Pharmaceutical Research and Early 

Development (pRED) in 4 separate experiments, leading to a total of 118 mice (Figure 1). 

Different dosing regimens of aTLR7 in monotherapy were tested (30 and 100 mg.kg-1, every 
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week, QOD and 100 and 300 mg.kg-1, every other day, QW). Two dosing regimens were tested 

for ETV (0.03 mg.kg-1 QD or 0.3 mg.kg-1 QOD) either alone or in combination with aTLR7. 

The treatment periods ranged from 42 to 63 days and the follow-up periods from 42 to 91 days.  

Virology and serology. HBV DNA and HBsAg were measured once a week throughout the 

study duration (Figure 2A). HBV DNA was quantified by quantitative PCR (qPCR) using a 

Taqman qPCR machine, LC480, (Roche, Basel), with an associated lower limit of 

quantification (LLOQ) equal to 4.3 log10 copies.mL-1, and HBsAg was quantified by 

chemiluminescence immunoassay kits (CLIA) from Autobio (Zhengzhou, China), LLOQ = 1.8 

log10 ng.mL-1. Anti-HBsAg antibodies were dosed once a week by CLIA starting from week 3. 

The LLOQ of the assay was 100 ng.mL-1.  

Pharmacokinetics. We assumed that drug concentrations were constant over dosing interval 

and we derived average concentrations, noted C̃, as follows. For ETV, C̃ was obtained using 

published data in rats where the PK was found linear and doses of 0.105 mg.kg-1 QD led to 

average concentrations 2.187 ng.mL-1 10
.  Accordingly we assumed that doses of 0.03 mg/kg 

QD and 0.3 mg/kg QOD led to C̃ equal to 0.625 and 3.125 ng.mL-1, respectively. Regarding 

aTLR7, pharmacokinetic data were available in 32 animals and were obtained at either 0.25, 

0.5, 1 or 4 hours post administration, at both days 14 and 42, allowing us to calculate C̃ for each 

dosing regimen. These values were assumed to be similar for all animals receiving the same 

dosing regimen, namely 71, 108, 108, and 243 ng.mL-1 in animals treated with 100 mg.kg-1 

QW, 30 mg.kg-1 QOD, 300 mg.kg-1  QW, and 100 mg.kg-1 QOD, respectively.  

 

Human 

Study design. The clinical trial (NCT00048945) was conducted by Roche Pharmaceutical 

Research and Early Development (pRED) in 255 HBV chronic and HBeAg positive patients 

whom received 180 μg of Peg-IFN QW during 48 weeks and were followed for 26 weeks after 

treatment cessation.  

Population characteristics and results. Baseline characteristics of the patients are reported in 

Supplementary Table S1. Undetectable HBV DNA was obtained in 24.2% of patients at the end 

of treatment, but only 12.1% had undetectable viremia at the end of the follow-up period. No 

patient achieved undetectable level of HBsAg during the study. 
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Virology and serology. HBV DNA was measured using a Taqman qPCR machine, LC480, 

Roche, LLOQ = 1.57 log10 copies.mL-1. HBsAg was quantified by CLIA, with LLOQ = 0.05 

ng.mL-1 whereas anti-HBsAg antibodies were not measured during the study. As none of the 

patient achieved undetectable HBsAg, we considered that anti-HBsAg remained undetectable 

throughout the study period. A subset of observed individual profiles, randomly selected, are 

presented in Figure 2B. 

 

 

Figure 1. Design of the studies used for modeling in mice (top) and humans (bottom).  
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Figure 2. Observed kinetics of HBV markers. A. HBV DNA, HBsAg and anti-HBsAg in 

AAV infected mice treated with ETV (left column), aTLR7 (middle) and aTLR7+ETV (right). 

Colors represent the different dose levels of aTLR7 (red, 100 mg/kg QW; blue, 100 mg/kg 

QOD). B. Longitudinal changes in HBV DNA and HBsAg in representative individuals treated 

with Peg-IFN for 48 weeks. Dotted green line indicates the end of the treatment period; dotted 

orange line indicates the lower limit of quantification (LLOQ).   

 

Data analysis 

Viral dynamic model 

Viral dynamics during and after treatment was characterized using a model inspired from Ciupe 

et al11. The model considers uninfected hepatocytes (T) that can be infected (I) at rate β, and I 

are then cleared with rate δ. The loss rate of uninfected cells was assumed to be negligible and 

set to 0 given the long half-life of hepatocytes. We assumed that all cells can proliferate at rate 

r, and we assumed that proliferation of one infected cell led to one uninfected cell and one 
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infected cell12. Infected cells produce both viral and subviral particles (noted V and S, 

respectively) at rates pV and pS, respectively. Free V and S are cleared at similar rate c. Further, 

antibodies (noted A) are produced at an antigen dependent rate ρ and bind to V or S, leading to 

the formation of V-A and S-A complexes, noted XV and XS, at a rate γ. Free antibodies can be 

cleared from circulation at a rate σ whereas XV and XS complexes can either be eliminated at a 

similar rate cA or dissociate with rate k. A particularity of HBV resides in the fact that 

intermediate forms of HBV DNA can integrate the host genome13 that also contribute to the 

production HBsAg14,15. As the integration process starts rapidly after infection14 we supposed 

that all infected cells harbored both cccDNA and integrated DNA at time of treatment initiation. 

Under treatment, the cccDNA can be lost or partially silenced through the action of IFN-α16 at 

a rate δ2 thus leading to cells which can still produce S but not complete virions. We supposed 

3 hypothetical mechanisms of action for ETV and aTLR7: 1) reduce viral production (with 

efficacy εv) ; 2) reduce S production (with efficacy εS) and 3) stimulate antibody production 

(with efficacy εA). The model dynamics is summarized by the following equations: 

𝑑𝑇

𝑑𝑡
= 𝑟(𝑇 + 𝐼 + 𝐼2) (1 −

(𝑇 + 𝐼 + 𝐼2)

𝑇𝑚𝑎𝑥
) − 𝛽𝑉𝑇  

𝑑𝐼

𝑑𝑡
= 𝛽𝑉(𝑇 + 𝐼2) – 𝛿𝐼 − 𝛿2𝐼 

 
𝑑𝐼2

𝑑𝑡
= 𝛿2𝐼 −  𝛽𝑉𝐼2 − 𝛿𝐼2 

𝑑𝑉

𝑑𝑡
= 𝑝𝑉(1 − 𝜀𝑉)𝐼 − 𝑐𝑉 −  𝛾𝐴𝑉 +  𝑘𝑋𝑉 

𝑑𝑆

𝑑𝑡
= 𝑝𝑆(1 − 𝜀𝑆)(𝐼 + 𝐼2) − 𝑐𝑆 −  𝛾𝐴𝑆 +  𝑘𝑋𝑆  (1) 

𝑑𝐴

𝑑𝑡
= 𝜌(𝑉 + 𝑆) + 𝜀𝐴 (1 −

𝐴

𝐴𝑚𝑎𝑥
) 𝐴 −  𝛾𝐴(𝑉 + 𝑆) +  𝑘(𝑋𝑉 + 𝑋𝑆) −  𝜎𝐴  

𝑑𝑋𝑉

𝑑𝑡
= −𝑘𝑋𝑉 + 𝛾𝐴𝑉 − 𝑐𝐴𝑋𝑉  
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𝑑𝑋𝑆

𝑑𝑡
= −𝑘𝑋𝑆 + 𝛾𝐴𝑆 − 𝑐𝐴𝑋𝑆  

Approximated steady-state equilibrium solutions (1) are given in Supplementary Material 1 and 

a schematic representation of the model is provided in Figure 3. 

 

Figure 3. Schematic representation of the mechanistic model of HBV. Uninfected 

hepatocytes, T, are infected at rate β. Once infected (I), cells produce both viral (V) and subviral 

particles (S) at rates pV and pS, respectively, which are then cleared with rate c. Anti-HBsAg 

antibodies, A are produced at an antigen dependent rate ρ and bind to V or S, leading to the 

formation of V-A and S-A complexes, at a rate γ, that are then cleared with rate cA or dissociate 

with rate k. During treatment cccDNA can be lost or silenced with rate δ2 , leading to cells (I2) 

that only produce subviral particles but not complete virions. Blue crosses represent the of the 

TLR7 agonist on blocking the viral and subviral production and stimulating the production of 

antibodies. Green cross represents the action of ETV blocking the viral production. 

Adjusting the viral dynamic model to the AAV mice model   

Since the virus is injected in large excess, we assumed that all hepatocytes were infected at the 

initiation of treatment, i.e., T0=0 and I0=106 cells.mL-1 (corresponding to mice liver size17) and 
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that no de novo infection occurred (β=0, see above). The low signal on interferon stimulating 

genes (ISG, see Supplementary Materials 2) and the return of HBV DNA and HBsAg to their 

pre-treatment levels suggested that there was no permanent loss of cccDNA. Hence, we set δ2 

to 0. Parameter δ was estimated by linear regression in the vehicle group using both HBV DNA 

and HBsAg kinetics, i.e., 0.0056 d-1 (not shown). Steady-state equilibrium solutions of this 

simplified model are presented in Supplementary Materials 1.  

 

Conversion factors to fit the model to HBsAg data 

We assumed that V and S harbored 96 molecules of HBsAg at their surface4.Therefore the total 

number of circulating HBsAg in ng per mL of serum is given by H=96×(V+S). We then used 

the molecular mass of one HBsAg molecule (24,000 g.mol-1) and the Avogadro constant (6.022 

1023) to convert to the data units. 

 

Drug efficacy 

ETV & aTLR7 treatment. ETV was assumed to act only on HBV DNA production with 

efficacy 𝜀𝑉
𝐸𝑇𝑉 =

𝐶̃

𝐶̃ + 𝐸𝐶50,𝑉
𝐸𝑇𝑉, where 𝐸𝐶50,𝑉

𝐸𝑇𝑉 is the ETV concentration leading to half the maximal 

effect. As ETV did not act on HBsAg and anti-HBsAg, we set 𝜀𝑆
𝐸𝑇𝑉 = 𝜀𝐴

𝐸𝑇𝑉 =  0. 

For aTLR7, we assumed 3 putative independent mechanisms of action: 

aTLR7 blocks HBV DNA production, with an effectiveness 𝜀𝑉
𝑇𝐿𝑅7 =

𝐶̃

𝐶̃ + 𝐸𝐶50,𝑉
𝑇𝐿𝑅7. 

aTLR7 blocks S production, pS, with an effectiveness 𝜀𝑆
𝑇𝐿𝑅7 =

𝐶̃

 𝐶̃ + 𝐸𝐶50,𝑆
𝑇𝐿𝑅7. 

aTLR7 stimulates B-cell production and induces the production of antibodies with effectiveness 

𝜀𝐴
𝑇𝐿𝑅7 =

𝐸𝑚𝑎𝑥𝐶̃

 𝐶̃ + 𝐸𝐶50,𝐴
𝑇𝐿𝑅7. 

where 𝐸𝐶50,𝑉
𝑇𝐿𝑅7, 𝐸𝐶50,𝑆

𝑇𝐿𝑅7 and 𝐸𝐶50,𝐴
𝑇𝐿𝑅7 are the drug concentrations leading to half the maximal 

effect. Of note, since the proliferation is a biological mechanism, we assumed that it could not 

exceed a level noted Emax. In a second step, we verified that hill coefficients did not improve 
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the data fitting (see Model building section below). Further a lag-effect was included to take 

into account the delay between initiation and effect of the treatment, noted Tlag,V and Tlag,S for 

the effects on V and S production, respectively.  

Peg-IFN treatment. Peg-IFN blocked the viral production with an efficacy noted 𝜀𝑉
𝑃𝑒𝑔

 

comprised between 0 and 1. In order to take into account the time needed for Peg-IFN 

pharmacokinetics to achieve steady-state we used the following empirical model to account for 

an increasing time-dependent effect 𝜀𝑉
𝑃𝑒𝑔(𝑡) = 𝜀𝑚𝑎𝑥

𝑃𝑒𝑔
× (1 − 𝑒−𝑘𝑖𝑡) with ki the rate of increase 

in drug efficacy and 𝜀𝑚𝑎𝑥
𝑃𝑒𝑔

 is the maximal efficacy that can be achieved. 

Drug efficacy after the end of treatment. We assumed that all drug concentrations declined 

exponentially after treatment cessation18, leading to 
𝜀𝑒−α(𝑡−𝑡𝑒𝑛𝑑)

1 − 𝜀+𝜀𝑒−α(𝑡−𝑡𝑒𝑛𝑑) where ε is the drug 

efficacy at the end of treatment, tend, and α is the drug specific clearance rate, estimated on the 

data. 

Drug combination. Combination of ETV and aTLR7 on viral production was modelled using 

a Loewe additivity model19.  

 

Fixed parameter values 

Given the fact that only few animals had detectable anti-HBsAg and that no antibody data were 

seen in humans, a number of antibody-related parameters were fixed to ensure identifiability. 

The dissociation rate constant of complexes k was set equal to 10 d-1 11. Parameter cA was fixed 

to 4 times the value of the viral clearance noted c11, reflecting that the elimination of complexes 

was faster than the elimination of unbound viral or subviral particles. Amax is the maximal 

amount of anti-HBsAg that can be produced under stimulation of aTLR7. Assuming that no 

more than 10% of total antibodies in circulation can be HBsAg specific11, that the titer of 

antibodies in C57BL/6 mice is about 4 mg/mL20 and 10mg/mL11 in humans and the molecular 

mass of an antibody is 150000 g.mol-1 we obtained that Amax = 1.6 1015 molecules.ml-1 in mice 

and 4.1015 molecules.ml-1 in humans. Parameters γ and σ which were fixed to 10-12 d-1 and 0.1 

d-1, respectively11, 21 (Table 1).  

 

Parameter estimation  
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The model for the observation was given by: 

𝑌𝑖𝑗𝑘 = 𝑓(𝑡𝑖𝑗𝑘, 𝜃𝑖) + 𝜀𝑖𝑗𝑘 

Where Yijk is the log-concentration of the kth biomarker (k=1,2,3) for subject i at the j-th 

timepoint, tijk. θi is the vector of individual parameters which follows a log-normal distribution 

with mean μ and variance 𝜔𝑖2 to account for between-individuals variability. For effectiveness 

parameters, logit-normal distributions were used to constraints parameters between 0 and 1. 

The residual error εijk was assumed to follow a normal distribution centered on zero and constant 

variance 𝜎𝑘².  

 

Modelling building strategy in mice  

First, we estimated the hill coefficients (𝑛𝑉
𝐸𝑇𝑉, 𝑛𝑉 , 𝑛𝑆 and 𝑛𝐴) associated to the concentration 

effect relationships of ETV and aTLR7. If the estimated CI95% of the parameter included 1, we 

set them to 1. The following set of parameters was finally estimated using mice studies: 𝜃𝑚𝑖𝑐𝑒 =

{𝑐, 𝛿 , 𝑝𝑉 , 𝑝𝑆, 𝜌, 𝐸𝐶50,𝑉
𝐸𝑇𝑉 , 𝑛𝑉

𝐸𝑇𝑉, 𝐸𝐶50,𝑉
𝑇𝐿𝑅7, 𝑛𝑉 , 𝐸𝐶50,𝑆

𝑇𝐿𝑅7, 𝐸𝐶50,𝐴
𝑇𝐿𝑅7, 𝐸𝑚𝑎𝑥, 𝛼𝑉, 𝛼𝑆, 𝛼𝐴, 𝑇𝑙𝑎𝑔,𝑉,

and 𝑇𝑙𝑎𝑔,𝑆}. A forward selection was used to select hill coefficients and random effects and the 

procedure stopped once the Bayesian Information Criteria (BIC) did not decrease by more than 

2 points. After the most parsimonious model was found, we tested correlation between drug-

related parameters (𝐸𝐶50,𝑉
𝐸𝑇𝑉 , 𝐸𝐶50,𝑉

𝑇𝐿𝑅7, 𝐸𝐶50,𝑆
𝑇𝐿𝑅7, 𝐸𝐶50,𝐴

𝑇𝐿𝑅7). We first screened all potential 

correlations on the EBEs using a Spearman correlation test. When the p-value was below 0.2, 

we implemented the correlations in the model and retained the correlation when the BIC was 

lowered by more than 2 points. Because the correlation coefficient between 𝐸𝐶50,𝑉
𝑇𝐿𝑅7 and 

𝐸𝐶50,𝑆
𝑇𝐿𝑅7 was greater than 0.8, we parameterized 𝐸𝐶50,𝑆

𝑇𝐿𝑅7 = λ . 𝐸𝐶50,𝑉
𝑇𝐿𝑅7. Finally, we tested a 

potential difference in efficacy parameters between mice treated with aTLR7 alone and those 

treated with aTLR7+ETV. Consistent with what was done for the random effects, we first 

screened the EBEs of the parameters in individuals treated with monotherapy and those 

receiving combination. When the p-value of the Wilcoxon test was below 0.2, we tested in the 

model a potential combination effect on the efficacy related parameters using a Wald test. A 

similar strategy was used to estimate viral dynamic parameters in humans treated with Peg-IFN 

and the following parameters were estimated 𝜃ℎ𝑢𝑚𝑎𝑛𝑠 = {𝑟, 𝑅0, 𝛿, 𝛿2, 𝑝𝑉, 𝑝𝑆, 𝜀𝑃𝑒𝑔, 𝑘𝑖  𝑎𝑛𝑑 𝛼𝑉}  

where R0 the basic reproduction number associated to the model, i.e. 𝑅0 =
𝛿𝑐

𝛽𝑝𝑉𝑇𝑚𝑎𝑥
. 
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Final models evaluation relied on graphical diagnosis such as individual predicted profiles, 

individual weighted residuals (IWRES) and normalized prediction distribution errors (NPDE) 

versus time and predictions. A subset of individual profiles were randomly selected before the 

analysis of the data to serve as illustration of the quality of the data fitting. Prediction corrected 

visual predictive checks (pcVPC) were performed for each biomarker and for each study22. 

 

Simulations of aTLR7 effect in humans 

We simulated time course profiles of virions, HBsAg and anti-HBsAg under 3 strategies: ETV 

alone, aTLR7 alone or aTLR7+ETV during 2 years. For that purpose we used the disease 

parameter values estimated during Peg-IFN treatment and drug related parameters of aTLR7 

and ETV estimated in mice (Table 1). In order to evaluate the effect of lower or less frequent 

dosing regimen of aTLR7 in humans as compared to what was used in mice, we considered 4 

different levels of drug concentrations (or, more precisely, 4 different values for the ratio of the 

plasma concentration to the drug EC50) and equal to C̃mice, C̃mice/2, C̃mice/5 and C̃mice/10 where 

C̃mice is the average drug concentration in mice treated with the highest dosing regimen (eg, 100 

mg.kg-1 QOD). For ETV, we used C̃=0.617 ng.mL-1 which corresponds to the average 

concentration at the recommended dose of 0.05 mg QD23. For each scenario 200 trials of 50 

individuals were simulated and we reported the median and 90% prediction interval (IP90%) of 

the percentage of patients that will reached undetectable HBV DNA, HBsAg, with 

undetectability defined as <1.57 log10 copies.mL-1 and <0.05 ng.mL-1 respectively, and 

detectable anti-HBsAg (>100 ng.mL-1).  
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Table 1. Parameter estimates used for simulations 

 

Parameter Description Fixed effect 
SD random 

effect 

Parameters 

fixed from 

mice 

experiments 

EC50,V
ETV

 (ng.mL-1) Concentration producing 50% of 

the effect of ETV on viremia 
6.05.10-5 1.72 

nV
ETV

 

Hill coefficient of the ETV 

concentration-effect relationship 

for viremia 

1.19 - 

EC50,V
TLR7

 (ng.mL-1) 
Concentration producing 50% of 

the effect of aTLR7 on viremia 
3.23 2.70 

nV
TLR7

 

Hill coefficient of the aTLR7 

concentration-effect relationship 

for viremia 

1.17 - 

λ Scaling factor (EC50,V→EC50,S) 0.0954 3.15 

ρ (molecules.d-1) 
Antigen-dependent production 

rate of antibodies 
0.00126 - 

Emax 
Maximal effect of aTLR7 on 

antibodies 
0.361 - 

EC50,A
TLR7 (ng.mL-1) 

Concentration producing 50% of 

maximal aTLR7 effect on 

antibodies 

177 1.08 

Tlag,V (d) Lag time of aTLR7 on viremia 5.22 1.53 

Tlag,S (d) Lag time of aTLR7 on SVPs 14.6 1.69 

Parameters 

fixed from 

individuals 

treated with 

Peg-IFN 

r (d-1) 
Hepatocyte maximum 

proliferation rate 
0.186 1.85 

R0 Basic reproduction number 121 4.51 

δ1 (d-1) Loss rate of infected cells 0.00395 1.35 

δ2 (d-1) cccDNA loss rate 0.025 0.59 

pV (virion.cell-1.d-1) Viral production rate 156 3.87 

pS (SVP.cell-1.d-1) 
Subviral particles production 

rates 
1.96.105 1.05 

Corr pV-pS 
Correlation between production 

rates 
0.555 - 

Fixed from 

literature 

c (d-1) a Viral clearance rate 0.7 - 

Amax (molecules.mL-

1) a Antibody carrying capacity 4.1015 - 

k (d-1) a Antibody dissociation rate 10 - 

cA (d-1) a Complex degradatation rate 4c - 

γ (d-1) a Antibody binding rate 10-12 - 

σ (d-1) b Antibody degradation rate 0.1 - 
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Graphical and computational methods 

Parameters were estimated with the SAEM algorithm implemented in Monolix® software 

version 2016R1 64-bits. Likelihood was estimated by importance sampling and the Fisher 

Information Matrix (FIM) was calculated by stochastic approximation. Graphical and statistical 

analyses were performed using R version 3.3.3.  

 

Results 

HBV viral dynamics in mice treated with aTLR7 +/- ETV  

The selected model could well fit the viral kinetics in all dosing regimen groups (Figure 4), 

with no detection of misspecification (see Supplementary Figures S1, S2 and S3). Parameter 

estimates are presented in Supplementary Table S2.  

Both ETV and aTLR7 led to a reduction of HBV DNA. As expected, ETV led to a profound 

reduction of HBV DNA with 𝐸𝐶50,𝑉
𝐸𝑇𝑉  = 6.05 10-5 ng.mL-1 and 𝑛𝑉

𝐸𝑇𝑉 =1.19, which corresponds 

to a reduction of nearly 5 log10 in HBV DNA (𝜀𝑉
𝐸𝑇𝑉 = 0.99998 and 0.999998 at the dose of 0.03 

mg.kg-1 QD and 0.3 mg.kg-1 QOD, respectively) but had no significant effect on S production 

or antibody stimulation. In contrast, aTLR7 had a lower efficacy on HBV DNA against ETV, 

with a 𝐸𝐶50,𝑉
𝑇𝐿𝑅7  of 3.23 ng.mL-1

 and 𝑛𝑉 = 1.17, corresponding to an efficacy of 98.4% and 

99.4% at doses of  100 mg.kg-1 QW and 100 mg.kg-1 QOD, respectively. Unlike ETV, aTLR7 

also reduced subviral production with an estimated 𝐸𝐶50,𝑆
𝑇𝐿𝑅7equal to 0.308 ng.mL-1, 

corresponding to an effect of  99.71% and 99.87% at doses of  100 mg.kg-1 QW and 100 mg.kg-

1 QOD, respectively, and leading to a 2.5  log reduction in HBsAg levels after few weeks of 

treatment. Boxplots of individual efficacies per dose groups and biomarkers are reported in 

SM1 Figure S4.  
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Figure 4. Individual predictions for representative individuals. A: in aTLR7 studies; B: in 

Peg-IFN study. Dots represent the observed data; crosses represent data below the limit of 

quantification (LOQ). In red, HBV DNA (log10 copies/mL); in blue, HBsAg (log10 IU/mL); 

in green the anti-HBsAg antibody, in purple the end of the treatment period.  

 

Further aTLR7 also induced a stimulation of the anti-HBsAg. Given the limited amount of data, 

only a limited number of parameters could be estimated (Emax, ρ and 𝐸𝐶50,𝐴
𝑇𝐿𝑅7), with no inter-

individual variability on Emax. The natural production of antibodies through V and S, ρ, was 

equal to 0.00126 d-1, and the drug related parameters 𝐸𝐶50,𝐴
𝑇𝐿𝑅7 and Emax were equal to 177 ng.mL-

1 and 0.361 respectively. At the doses of 100 mg.kg-1 QW and QOD those parameters means 

that aTLR7 treatment stimulate the production of anti-HBsAg with a proliferation rate equal to 

0.136 and 0.208 d-1, respectively. 

Next we could use the model to predict the effect of longer-term treatment duration. We 

predicted that a continuous increase in antibody could be obtained by prolonging treatment up 
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to 24 weeks and could drive a further decline in HBV DNA and HBsAg by about 3 log10 (Figure 

5).  

Figure 5. Long-term predicted kinetics in aTLR7 at the dose of 100 mg/kg QOD in 

monotherapy (A) or combination with ETV (B).  In red, HBV DNA; in blue, HBsAg; in 

green, anti-HBsAg antibody. Hashed area represents the renewed decline of HBV DNA and 

HBsAg due to the increase in anti-HBsAg antibodies from W8 up to W20. This could lead to 

an additionnal decline in HBV DNA and HBsAg of more than 3 logs at the highest dose. 

 

HBV viral dynamics in humans 

The model developed could well characterize the kinetics of Peg-IFN in humans (Figures S5, 

S6, S7). The first phase of HBV DNA decline was profound with a maximal effectiveness of 

Peg-IFN 𝜀𝑚𝑎𝑥
𝑃𝑒𝑔

 equal to 99.9%, and no effect on HBsAg production. Then, the second phase of 

HBV DNA decline was more rapid than that of HBsAg. This suggests that the pool of cells 

capable of producing HBsAg was largely unaffected by treatment but that there are less and 

less cells capable of producing HBV DNA over time. This was captured in our model by 

assuming that the rate at which cell lose their capability to produce HBV DNA (through loss or 

silencing of cccDNA for instance), noted δ2, was equal to 0.025 d-1. However these cells continue 

to produce HBsAg, suggesting that they are still transcriptionally active (in case of integration 

of virus genome for instance), and the loss rate of infected hepatocytes, δ, was equal to only 
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0.0040 d-1
. Albeit limited, this loss rate combined with lower quantities of HBV DNA in 

circulation led to a slow decline in HBsAg of 0.05 log10 ng.mL-1.month-1 during treatment. 

 

 

Figure 6. Predicted proportion of patients achieving clinical endpoint after 6, 12, 18 and 

24 months of treatment with ETV monotherapy, aTLR7 monotherapy or ETV+aTLR7. 

Results are given for four proposed concentration levels of aTLR7. C̃mice indicates the effective 

concentrations obtained in mice experiments at 100 mg/kg QOD. Red: HBV DNA undetectable 

(<300 copies/mL); Blue: undetectable HBsAg (<0.05 IU/mL); Green: anti-HBsAg detectable 

(>100 ng/mL). 

 

Simulations of aTLR7 effect in human. 

Next, we used this model to predict the effect of aTLR7 and ETV in humans. In the case of 

ETV monotherapy at the clinical dose of 0.05 mg QD (Figure 6), our model predicted, as 

observed in clinical trials24,25,26, that 90.5% of patients achieve undetectable levels of HBV 

DNA after a year of treatment (IP90%=82.2-95.7%), but the loss of HBsAg remains minimal, 
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equal to 8% (IP90%=2-10%). In contrast, aTLR7 monotherapy may achieve up to 44% loss of 

HBsAg after 1 year treatment if drug concentrations are at least 50% of those achieved in mice 

at doses of 100 mg.kg-1 QOD (C̃ = C̃mice / 2). In combination with ETV, the rate of HBV DNA 

undetectability could be obviously improved, from 57% to more than 90%. Even at 

concentration (C̃ = C̃mice / 10), our model still predicted that 22% of patients could achieve 

undetectable HBsAg after 1 year of treatment, i.e., about three times as much what can be 

obtained with ETV monotherapy in this model.  

 

Discussion 

We developed here a model to characterize the effect of a TLR7 agonist on HBV dynamics. 

Unlike ETV, that only act on viral production, the model suggests that aTLR7 has three distinct 

mechanisms of action, two that are directly related to its antiviral effect (blocking viral and 

subviral production with effectiveness of 99.4% and 99.87%, respectively) and one that was 

indirect through the stimulation of anti-HBsAg antibodies production. Assuming similar 

concentrations in humans than what was obtained in mice, our model would predict that 12 

months of treatment with aTLR7+ETV could lead to a large proportion of patients achieving 

undetectable HBV DNA and HBsAg, as well as detectable levels of anti-HBsAg antibodies.  

Obviously, those results in humans will be contingent on the dose (and hence exposure) that 

will be used. In the case of GS-9620, the doses used in humans led to 2 to 10 times lower 

exposures than in woodchucks, where a strong antiviral was observed7, 27, 28. Assuming lower 

effective concentration such as C̃ = C̃mice/10, the model predicted that about 20% of patients 

could achieve undetectable HBsAg levels, which is higher than typically observed with ETV 

(2-6%)29,30 or Peg-IFN (2-7%)31,32. 

The model developed is to our knowledge the first attempt to model the effect of 

immunomodulatory agents against HBV. For that purpose, we extended prior models by 

uncoupling the production of virus and of subviral particles within infected cells and accounting 

for the antigen- and drug-dependent B-cell stimulation on anti-HBsAg antibodies. Despite its 

complexity, our model does not include important aspects of HBV dynamics, such as the 

different forms of subviral particles (RNA virions, empty virions), and important steps of intra-

cellular replication (cccDNA recycling, HBeAg production). In that respect, the growing 

availability of HBV markers such as HBcrAg or HBV RNA should be helpful to construct more 
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models that are realistic and understand in details the effect of immunomodulatory agents on 

the complex virus lifecycle. 

Although our results predict that aTLR7 could be a relevant candidate for testing in humans, 

several limitations of the model need to be pointed out. First, we could not identify a significant 

loss of infected cells during the treatment period (up to 8 weeks) and, consequently, our model 

predicted that viral and subviral production would return to pre-treatment value after treatment 

cessation. Consistent with the lack of effect of aTLR7 on cccDNA, the levels of HBeAg, another 

marker of viral activity, remained unchanged during treatment (not shown). Whether aTLR7 

can partially silence cccDNA from the infected cells and not only transiently limit its 

transcriptional activity will be key to lead to a functional cure in humans. Although aTLR7 are 

thought to stimulate the IFN system, we could not identify a significant correlation between the 

viral kinetic parameters of the model and the levels of IFN activity, as measured by plasma 

cytokines and interferon-stimulating genes (see Supplementary Materials 2). One possibility is 

that the timing of measure (day 26) was too late and/or that plasma levels may not reflect liver 

activity but it could also indicate that the pathways of aTLR7 in mice may be different from 

those in humans, and jeopardize translations from mice to humans. 

In summary, our model identifies three separate mechanisms of action for aTLR7 based on 

mice data. Its effect on anti-HBsAg in mice make it potentially more effective than current 

treatments. Future analyses considering longer treatment durations and combinations with other 

drugs in development will be needed to confirm the potential of this class of drugs in the fight 

for an HBV cure. 

 

Study highlights 

What is the current knowledge on the topic? 

Several toll-like receptor 7 agonists are in development against Hepatitis B virus, aiming to 

restore/boost the immune response. Mathematical models can help better understand virus 

pathogenesis and assess the mechanism of action of antiviral drugs. 

What question did this study address? 

We developed the first model of HBV dynamics during treatment with TLR7 agonists using 

mice data. The model was then bridged to humans to predict the effects in future clinical trials.  
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What does this study add to our knowledge? 

TLR7 agonists in mice have a triple mechanism of action through the inhibition of viral and 

subviral particles, as well as through the stimulation of the antibody production.  

How might this change drug discovery, development, and/or therapeutics? 

TLR7 agonists could be a valuable candidate for testing in clinical trials. The model provides a 

framework to characterize the effects of other immunomodulatory drugs. 
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Supplementary tables and figures 

 

Table S1. Patients’ characteristics at baseline in Peg-IFN study 

Characteristic Value 

Age (years) a 32 (18-77) 

Treatment 

duration (weeks) a 47.9 (38.7-51.6) 

HBV DNA  

(log10 

copies/mL) a 

9.2 (3.8-15.4) 

HBsAg 

(IU/mL) a 

34058.5 (2.0-

249751.0) 

HBeAg 

(NCU/mL) a 
766.7 (0.2-5470.4) 

ALT (ng/mL) a 160.4 (15.6-1740.8) 

Race b  

   Caucasian 226 (88.6) 

   African 4 (1.6) 

   Oriental or 

Asian 
21 (8.2) 

   Other 4 (1.6) 

Fibrosis status b  

   0 99 (38.8) 

   1 31 (12.2) 

   2 32 (12.5) 

   3 79 (31.0) 

   4 14 (5.5) 

Genotype b  

   A 154 (60.5) 

   B 21 (8.2) 

   C 8 (3.1) 

   D 71 (27.8) 

   Other 1 (0.4) 

Response status 
b 

 

   Non-responders 174 (68.2) 

   Responders 81 (31.8) 
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Table S2. Parameter estimates of the selected model under the Loewe additivity 

hypothesis for combination effect 

Parameters 
Fixed effects 

estimates (RSE%) 

Standard deviation of 

random effects (RSE%) 

HBV DNA associated parameters   

c (d-1) 0.582 (5) 0.40 (12) 

pv (copies.mL-1.d-1) 11.1 (12) 0.91 (10) 

δ (d-1) 5.60 x 10-2 (-) a  

EC50,V
ETV (ng.mL-1) 6.05 x 10-5 (73) 1.72 (39) 

nV
ETV 1.19 (5)  

EC50,V
TLR7

 (ng.mL-1) 3.23 (25) 2.70 (10) 

nV 1.17 (1)  

Tlag,V (d
-1) 5.22 (25) 1.53 (15) 

αv (d
-1) 0.136 (11) 0.81 (11) 

Residual error (copies.mL-1) 0.481 (3)  

SVPs associated parameters   

pS (copies.mL-1.d-1) 3.39 x 103 (10) 0.94 (8) 

λ 9.54 x 10-2 (36) 3.15 (12) 

Tlag,S (d
-1) 14.6 (13) 1.69 (11) 

αS (d
-1) 5.66 x 10-2 (17) 1.26 (14) 

Residual error (IU.mL-1) 0.318 (3)  

Anti-HBsAg associated 

parameters 

  

ρ (d-1) 1.26 x 10-3 (102) 4.15 (17) 

σ (d-1) 0.1 (-) a  

γ (d-1) 10-12 (-) a  

Amax (molecules.mL-1) 1.60 x 1015 (-) a  

αA (d
-1) 0.741 (16)  

k (d-1) 10 (-) a  

cA (d
-1) 2.62 (-) b  

Emax  0.357 (4)  

EC50,A (ng.mL-1) 177 (27)  1.08 (30) 

Residual error (ng.mL-1) 0.623 (6)  

a: parameters were fixed to a plausible value from literature 
b: cA was set equal to 4 times the viral clearance c 
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Table S3. Parameter estimates of the Peg-IFN VK model 

Parameters 
Fixed effects 

estimates (RSE%) 

Standard deviation of 

random effects (RSE%) 

r (d-1) 0.186 (55) 1.85 (16) 

R0 121 (41) 4.51 (7) 

c (d-1) 0.7 (-) a - 

pV (copies.mL-1.d-1) 156 (27) 3.87 (6) 

pS (SVPs.mL-1.d-1) 1.96.105 (10) 1.05 (8) 

δ1 (d
-1) 0.0040 (15) 1.35 (11) 

δ2 (d
-1) 0.025 (7) 0.59 (11) 

ρ (d-1) 0.003 (-) a - 

σ (d-1) 0.1 (-) a - 

γ (d-1) 10-12 (-) a - 

𝜀𝑚𝑎𝑥
𝑃𝑒𝑔

 0.999 (<1) - 

ki (d
-1) 0.0778(17) 2.11 (7) 

αV (d-1) 0.0615 (15) 1.93 (15) 

Residual errors   

HBV DNA (copies.mL-1) 1.13 (1)  

HBsAg (IU.mL-1) 0.427 (3)  

a: parameters were fixed to a plausible value from literature 

 

Figure S1. Mice model: Prediction-corrected visual predictive checks (pcVPC) 
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Figure S2. Mice model: Individual weighted residuals (IWRES) versus time and 

predictions. Red dots: BLQ observation points 

 

 

 

Figure S3. Mice model: Normalized prediction distribution errors (NPDE) versus time 

and predictions. Red dots: BLQ observation points 
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Figure S4. Individual efficacy distribution by dose group and marker determined by 

empirical Bayes approach in the mice model 

 

Figure S5. Peg-IFN model: Visual predictive checks (VPC) of Peg-IFN VK model 
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Figure S6. Peg-IFN model: Individual weighted residuals (IWRES) versus time and 

predictions. 

 

Figure S7. Peg-IFN model: Normalized prediction distribution errors versus time and 

predictions (NPDE) 
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Supplementary material 1: Model steady states 

Human model 

The ODE system (1) admitted the following solutions: 

𝑇0 =
𝛿(𝑐 + 𝑎𝐴0)

𝑝𝑉𝛽
 

𝐼0 =  
𝛽𝑉0𝑇0

𝛿
 

𝐼20
= 0 

𝑉0 =
𝜎𝑝𝑉𝐴0

(𝑝𝑉 + 𝑝𝑆)(𝜌 − 𝑎𝐴0)
 

𝑆0 =
𝑝𝑆

𝑝𝑉
𝑉0 

𝑋𝑉0
=

𝛾𝑉0𝐴0

𝐾
 

𝑋𝑆0
=

𝛾𝑆0𝐴0

𝐾
 

𝐴0 is the unique real and positive root of the following 3nd degree polynomial: 

𝐴3(𝑟𝑎𝑏2) + 𝐴2 [(
𝛽𝜎𝑝𝑉

𝑝𝑉+𝑝𝑆
 −𝑟𝑏)𝑐𝑎𝑅0 − (𝑐𝑏 + 2𝑎𝜌)𝑏𝑟]

+  𝐴 [(
𝛽𝜎𝑝𝑉

𝑝𝑉+𝑝𝑆
+ 𝑟𝑏 − 𝑟𝑎) 𝑐𝜌𝑅0 − 𝑟𝜌(𝑐𝑏 + 𝑐𝑎 + 𝜌𝑎)] + (𝑅0 − 1)𝑐𝑟𝜌2 = 0 

With 𝐾 = 𝑘 +  𝑐𝐴; 𝑎 = 𝛾 (1 −
𝑘

𝐾
); 𝑏 =

𝛽𝜎𝑝𝑉

𝛿(𝑝𝑉+𝑝𝑆)
− 𝑎 and 𝑅0 =  

𝛽𝑝𝑉𝑇𝑚

𝛿𝑐
. 

 

Since the term 𝐴3(𝑟𝑎𝑏2) is negligeable, with regard to the range of possible values for all 

parameters,  A0 was defined as the positive root of the 2nd
 degree polynomial and then equal to: 

 

𝐵 = (
𝛽𝜎𝑝𝑉

𝑝𝑉+𝑝𝑆
 −𝑟𝑏)𝑐𝑎𝑅0 − (𝑐𝑏 + 2𝑎𝜌)𝑏𝑟  

𝐶 = (
𝛽𝜎𝑝𝑉

𝑝𝑉+𝑝𝑆
+ 𝑟𝑏 − 𝑟𝑎) 𝑐𝜌𝑅0 − 𝑟𝜌(𝑐𝑏 + 𝑐𝑎 + 𝜌𝑎) 

𝐷 = (𝑅0 − 1)𝑐𝑟𝜌2 

∆ = 𝐶2 − 4𝐵𝐷 

And 𝐴0 = −
𝐶−√∆

2𝐵
. The approximated state-state equilibrium is presented in Figure A.  
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Adjusted viral dynamic model to the AAV mice model 

𝑑𝐼

𝑑𝑡
= −𝛿𝐼  

𝑑𝑉

𝑑𝑡
= 𝑝𝑉𝐼 − 𝑐𝑉𝑉 − 𝛾𝑉𝐴𝑉 +  𝑘𝑉𝑋𝑉  

𝑑𝑆

𝑑𝑡
= 𝑝𝑆𝐼 − 𝑐𝑆𝑆 −  𝛾𝑆𝐴𝑆 +  𝑘𝑆𝑋𝑆   

𝑑𝐴

𝑑𝑡
= 𝜌(𝑉 + 𝑆) −  𝛾𝑉𝐴𝑉 −  𝛾𝑆𝐴𝑆 + 𝑘𝑉𝑋𝑉 +  𝑘𝑆𝑋𝑆 −  𝜎𝐴 

(2) 

𝑑𝑋𝑉

𝑑𝑡
= 𝑘𝑉𝑋𝑉 + 𝛾𝑉𝐴𝑉 − 𝑐𝐴𝑉𝑋𝑉  

𝑑𝑋𝑆

𝑑𝑡
= 𝑘𝑆𝑋𝑆 + 𝛾𝑆𝐴𝑆 − 𝑐𝐴𝑆𝑋𝑆  

The ordinary differential equations (2) admitted the following solutions: 

𝐼0 =  106 

𝑉0 =
𝑝𝑉𝐼0𝐾

(𝑐 + 𝛾𝐴0)𝐾 − 𝑘𝛾𝐴0
 

𝑆0 =
𝑝𝑆𝐼0𝐾

(𝑐 + 𝛾𝐴0)𝐾 − 𝑘𝛾𝐴0
 

𝑋𝑉0
=

𝛾𝑉0𝐴0

𝐾
 

𝑋𝑆0
=

𝛾𝑆0𝐴0

𝐾
 

 

With 𝐾 = 𝑘 + 𝑐𝐴 and 𝐴0 is the unique positive root of the following 2nd degree polynomial: 

𝐴2(𝜎𝛾𝑘 − 𝜎𝛾𝐾) +  𝐴[𝑘𝛾𝐼0(𝑝𝑉 + 𝑝𝑆) − 𝜎𝑐𝐾 − 𝛾𝐼0𝐾(𝑝𝑉 + 𝑝𝑆)] + 𝜌𝐼0𝐾(𝑝𝑉 + 𝑝𝑆) = 0 

 

We could define: 

𝐵 = 𝜎𝛾(𝑘 − 𝐾) 

𝐶 = 𝛾𝐼0(𝑝𝑉 + 𝑝𝑆)(𝑘 − 𝐾) − 𝜎𝑐𝐾 

𝐷 = 𝜌𝐾𝐼0(𝑝𝑉 + 𝑝𝑆) 

∆ = 𝐶2 − 4𝐵𝐷 

 

Therefore, 𝐴0 = −
𝐶−√∆

2𝐵
. The steady-state equilibrium are presented in Figure B. 
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Figure A. Approximated steady-state equilibrium in the human model computed with the 

final parameter estimates. Red: viremia in log10(copies/mL); Blue: SVPs count in 

log10(SVPs/mL); Green: anti-HBsAg in log10(ng/mL); Orange: Complexes V-AB in 

log10(cpx/mL) and Purple: Complexes: S-AB in log10(cpx/mL). 

 

 

Figure B. Steady-state equilibrium in the mice model computed with the final parameter 

estimates. Red: viremia in log10(copies/mL); Blue: SVPs count in log10 (SVPs/mL); Green: 

anti-HBsAg in log10 (ng/mL); Orange: Complexes V-AB in log10 (cpx/mL) and Purple: 

Complexes: S-AB in log10(cpx/mL).  
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Supplementary material 2: Correlations between predicted effects 

and ISG or cytokine levels 

 

The expression level of 4 interferon-stimulated genes (ISG) and 7 cytokines were 

measured 6h post the dose of day 28, in 40 mice from study 1 (8 from the vehicle group and 8 

from each of the 4 dose groups of aTLR7). The genes measured were ISG 15, mycoma 

resistance protein 1 (Mx1), 2-5 oligoadenylate synthase 1 (OAS1a) and tumor necrosis factor 

superfamily member 10 (TNFSF10). Cytokines measured were the following: IFN-α, IFN-γ, 

IL-6, IP-10, IL12-p40,MIP-1b and TNF-α. Associations between effects on virions (𝜀1) or 

SVPs (𝜀2) versus ISG expression levels or cytokines were tested using Spearman correlation 

(Figure C). 

Since aTLR7 induced innate immune activity, we evaluated whether the elevation of 

interferon stimulating genes (ISG) and other cytokines could be related to the antiviral activity 

of the drug using a Spearman correlation test. In Figures C, D and E we represented the 

correlations between 4 different ISG and 7 cytokines involved in TLR7 pathway. Regarding 

the effect on virions or SVPs, we could not establish any significant link with ISG levels (Figure 

C). However, a trend was observed as efficacies increased. An explanation might be that even 

though ISG and cytokines are involved in innate immune activation on aTLR7 therapy, the 

relationship linking those markers to the effect might not be quantitative. Indeed, ISG and 

cytokines clearly participate to the innate immune system activation but their level might not 

be a direct reflect of the effect on viral markers. No association was found with normalized 

cytokine levels (Figures D and E). 
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Figure C. Correlation between the estimated effects (on virions 𝜺𝟏 and SVPs 𝜺𝟐) and 

normalized ISG expression levels. Red dots: 100 mg/kg QW dose; blue dots: 100 mg/kg QOD 

dose; green dots: 30 mg/kg QW; purple dots: 300 mg/kg QOD. 

 

 

Figure D. Correlation between the estimated effects on virions (𝜺𝟏) and normalized 

cytokine titers. Red dots: 100 mg/kg QW dose; blue dots: 100 mg/kg QOD dose; green dots: 

30 mg/kg QW; purple dots: 300 mg/kg QOD. 
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Figure E. Correlation between the estimated effects on SVPs (𝜺𝟐) and normalized cytokine 

titers. Red dots: 100 mg/kg QW dose; blue dots: 100 mg/kg QOD dose; green dots: 30 mg/kg 

QW; purple dots: 300 mg/kg QOD 
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Chapitre 4. Modélisation de l’ARN VHB chez des patients 

traités par inhibiteurs de capside     

4.1. Résumé

Précédemment, nous avons développé un nouveau modèle de cinétique virale décrivant la 

cinétique de l’ADN viral, de l’AgHBs et des anticorps associés chez des souris traitées par un 

agoniste du TLR7. Il existe cependant un autre marqueur : l’ARN VHB sécrété conjointement 

aux virions et aux sous particules virales et qui demeure détectable en dépit du traitement (Liu 

et al., 2019).  

Dans ce second travail, nous avons étudié l’effet du RG7907, un inhibiteur de capside (CAM) 

actuellement en phase II. Le RG7907 est une molécule prometteuse qui en bloquant l’étape 

d’encapsidation, réduit la production d’ADN et d’ARN VHB. Cependant, nous manquons 

actuellement de modèle permettant de caractériser conjointement la cinétique des deux 

marqueurs et d’estimer l’efficacité de ce nouveau traitement. Pour répondre à ces questions 

nous avons dans un premier temps analysé les données de phase Ib recueillies chez 35 patients 

en infection chronique et naïfs de traitement antérieur. Nous avons développé un modèle multi-

échelle intégrant des étapes ignorées jusqu’alors comme la transcription de l’ARN en ADN au 

niveau intracellulaire et le taux de sécrétion des particules virales (voir section 1.2.1.). Dans ce 

modèle, l’ARN pré-génomique (pgRNA) est encapsidé au sein des cellules infectées à une 

vitesse 𝛼 et subit la transcription inverse à une vitesse 𝜋 pour donner naissance aux particules 

d’ADN intracellulaires, les rcDNA. La sécrétion se produit à une vitesse 𝜌 donnant lieu à l’ARN 

et l’ADN VHB circulants. Le modèle ainsi développé décrit correctement les données d’ADN 

et d’ARN observées sous CAM. L’efficacité du RG7907 sur le blocage de l’encapsidation est 

de 99% et se traduit par un déclin biphasique de l’ARN et d’ADN VHB chez l’ensemble des 

individus. L’analyse de covariables montre qu’outre des niveaux de production d’ARN 

encapsidés plus faible, les individus AgHBe négatifs sont plus sensibles à RG7907 : l’efficacité 

de 99,3% contre 98,3% chez les individus HBe positifs. Une prédiction du modèle est que 

l’ARN décroit plus rapidement que l’ADN. En effet, le blocage de l’encapsidation des pgRNA 

par les inhibiteurs de capside entraine un déclin rapide des concentrations d’ARN dans le sang 

à une vitesse proche de leur vitesse de clairance 𝑐. A l’initiation du traitement, les particules 
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rcDNA sont quant à elles sécrétées plus lentement à une vitesse 𝜌 limitant le déclin observé 

d’ADN. Après cette décroissance initiale, les deux marqueurs déclinent de façon parallèle à une 

vitesse commune 𝛿 traduisant la vitesse d’élimination des cellules infectées (𝑡1/2 ≅ 6 ± 0,8 

jours).Les prédictions sous CAM ont dans un second temps été comparées à celles obtenues 

sous NUC. Pour cela, le modèle a été appliqué aux données de 51 patients traités par ténofovir 

pendant 4 semaines (Agarwal et al., 2015). Compte-tenu du fait que seules les données d’ADN 

VHB étaient disponibles, nous avons utilisé les paramètres précédemment estimés sous 

inhibiteurs de capside et estimé l’efficacité du ténofovir sur le blocage de transcriptase inverse. 

Outre une efficacité de 99,99%, le modèle prédit que le ténofovir conduit à une augmentation 

transitoire des concentrations d’ARN VHB au cours de la première semaine de traitement alors 

que l’ADN suit une décroissance biphasique similaire à celle observée sous CAM.  

En conclusion, ce travail présente le premier modèle de cinétique virale prenant en compte 

simultanément la dynamique de l’ARN et de l’ADN VHB. Le modèle met en évidence les 

différences de cinétique attendues entre les deux marqueurs chez des patients traités par CAM 

ou NUC. Il montre l’utilité des inhibiteurs de capside pour réduire l’ARN VHB et suggère que 

l’utilisation des deux molécules en combinaison permettrait de réduire fortement l’ADN et 

l’ARN VHB. Ce travail a fait l’objet d’un article accepté en octobre 2020 dans Journal of Viral 

Hepatitis et présenté ci-dessous. 

4.2. Article 2: What drives the dynamics of HBV RNA during 

treatment? 

 



 

Modélisation de l’ARN VHB chez des patients traités par inhibiteurs de capside 

–  70 – 

  



 

Modélisation de l’ARN VHB chez des patients traités par inhibiteurs de capside 

–  71 – 

  



 

Modélisation de l’ARN VHB chez des patients traités par inhibiteurs de capside 

–  72 – 

  



 

Modélisation de l’ARN VHB chez des patients traités par inhibiteurs de capside 

–  73 – 

  



 

Modélisation de l’ARN VHB chez des patients traités par inhibiteurs de capside 

–  74 – 

  



 

Modélisation de l’ARN VHB chez des patients traités par inhibiteurs de capside 

–  75 – 

  



 

Modélisation de l’ARN VHB chez des patients traités par inhibiteurs de capside 

–  76 – 

  



 

Modélisation de l’ARN VHB chez des patients traités par inhibiteurs de capside 

–  77 – 

  



 

Modélisation de l’ARN VHB chez des patients traités par inhibiteurs de capside 

–  78 – 

  



 

Modélisation de l’ARN VHB chez des patients traités par inhibiteurs de capside 

–  79 – 

  

 



 

Modélisation de l’ARN VHB chez des patients traités par inhibiteurs de capside 

–  80 – 

  

Supplemental file 1 



 

Modélisation de l’ARN VHB chez des patients traités par inhibiteurs de capside 

–  81 – 

  

 

 



 

Modélisation de l’ARN VHB chez des patients traités par inhibiteurs de capside 

–  82 – 

  

Viral kinetics data 

 

Figure S1: Individual time course of HBV DNA, HBV RNA, HBsAg, HBeAg and HBcrAg 

during RG7907 trial. Solid lines represent HBeAg positive patients and dashed lines represent 

HBeAg negative patients. During the 28 first days (treatment duration) only HBV DNA and 

HBV RNA declined. HBsAg, HBeAg and HBcrAg remained stable along the study duration.  
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RG7907 plasma concentrations 

 

Figure S2: Individual RG7907 plasma concentrations at day 1. Solid lines represent HBeAg 

positive patients and dashed lines represent HBeAg negative patients. 

 

Figure S3: Individual RG7907 plasma concentrations at day 28. Solid lines represent 

HBeAg positive patients and dashed lines represent HBeAg negative patients. Concentration at 

day28 remained similar to those at day1 suggesting that absence of accumulation in plasma. 
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Figure S4: RG7907 simulated plasma concentration (top) and liver amount (bottom) at a 

dose of 600 mg QD at steady-state (Day28). Grey area represents the 90% prediction interval 

given by the PK model. Black dots are the observed PK data at day 28. The model well captures 

the plasma concentrations and allowed to simulate the liver amounts of RG7907. 
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Figure S5: Individual fits of HBV DNA (red) and HBV RNA (blue). Full dots are the 

observed measurements while crosses are the measurements below the limit of detection. 

Lines are the individual predictions obtained with the model. 
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Figure S6: Individual fits of HBV DNA (red) and HBV RNA (blue) during the treatment 

period (28 days). Full dots are the observed measurements while crosses are the measurements 

below the limit of detection. Lines are the individual predictions obtained with the model. 
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Supplemental file 2 

The PDE model is given by equations 1-5: 

𝜕𝐼

𝜕𝑡
+

𝜕𝐼

𝜕𝑎
=  – 𝛿𝐼(𝑎, 𝑡) (1) 

𝜕𝑅𝑖𝑛𝑡

𝜕𝑡
+

𝜕𝑅𝑖𝑛𝑡

𝜕𝑎
= (1 − 𝜀𝐶𝑝𝐴𝑀)𝛼 − 𝜇𝑅𝑅𝑖𝑛𝑡 −  𝜌𝑅𝑅𝑖𝑛𝑡 − (1 − 𝜀𝑁𝐴)𝜋𝑅𝑖𝑛𝑡 (2) 

𝜕𝑉𝑖𝑛𝑡

𝜕𝑡
+

𝜕𝑉𝑖𝑛𝑡

𝜕𝑎
= (1 − 𝜀𝑁𝐴)𝜋𝑅𝑖𝑛𝑡 − 𝜇𝑉𝑉𝑖𝑛𝑡 −  𝜌𝑉𝑉𝑖𝑛𝑡 (3) 

𝑑𝑅

𝑑𝑡
= 𝜌𝑅 ∫ 𝑅𝑖𝑛𝑡

∞

0

(𝑎, 𝑡)𝐼(𝑎, 𝑡)𝑑𝑎 − 𝑐𝑅𝑅 (4) 

𝑑𝑉

𝑑𝑡
= 𝜌𝑉 ∫ 𝑉𝑖𝑛𝑡

∞

0

(𝑎, 𝑡)𝐼(𝑎, 𝑡)𝑑𝑎 − 𝑐𝑉𝑉 (5) 

 

with a the time since the cell has been infected, t the time since treatment initiation and the 

following boundary conditions 𝐼(0, 𝑡)  =  𝛽𝑉(𝑡) (𝑇𝑚𝑎𝑥  −
𝛽𝑉0𝑇𝑚𝑎𝑥

𝛽𝑉0+𝛿
), 𝐼(𝑎, 0)  =  𝐼0(𝑎), 

𝑅𝑖𝑛𝑡(0, 𝑡)  =  0, 𝑉𝑖𝑛𝑡(0, 𝑡)  =  0, 𝑅(𝑎, 0)  =  𝑅0(𝑎) and 𝑉(𝑎, 0)  =  𝑉0(𝑎), where 𝐼0(𝑎), 𝑅0(𝑎) 

and 𝑉0(𝑎) are the pre-treatment steady-state distributions.  

The PDE can be transformed into an ODE model as presented in main text. In the ODE model 

P and Q are the total amount of intracellular RNA and DNa given by: 

𝑃(𝑡) =  ∫ 𝑅𝑖𝑛𝑡
∞

0
(𝑎, 𝑡)𝐼(𝑎, 𝑡)𝑑𝑎  and   𝑄(𝑡) = ∫ 𝑉𝑖𝑛𝑡

∞

0
(𝑎, 𝑡)𝐼(𝑎, 𝑡)𝑑𝑎 

The PDE model can be translated into an ODE. Both yeld to the same steady states given by 

figure S1. Equations 6 – 10 present analytical forms of the steady states given by the ODE 

model. 

𝑉𝑡=0 =
𝜌𝜋𝛼𝑇𝑚𝑎𝑥

𝑐(𝛿 + 𝜌)(𝛿 + 𝜌 + 𝜋)
−

𝛿

𝛽
 (6) 
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𝐼𝑡=0 =
𝛽𝑉𝑡=0𝑇𝑚𝑎𝑥

𝛽𝑉𝑡=0 + 𝛿
 (7) 

𝑄𝑡=0 =
𝑐𝑉𝑡=0

𝜌
 (8) 

𝑃𝑡=0 =
𝛼𝐼𝑡=0

𝛿 + 𝜌 + 𝜋
 (9) 

𝑅𝑡=0 =
𝜌𝑃𝑡=0

𝑐
 (10) 

 

 

Figure S1: Steady-state equilibriums of PDE and ODE solutions. Full lines are the steady-

state solutions given by the ODE model. Dashed lines are the solutions given by the PDE model. 

In red V(t); in blue R(t); in green I(t); in purple Q(t) ad in yellow P(t). 
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Supposing that 𝜇 = 0 𝑑−1 and that a treatment is sufficiently effective to neglect the formation 

of new infected cells this model admits an analytical solution given by equation 12 and 13. 

𝑅(𝑡) =  𝐴𝑒−𝑐𝑡  + 𝐵𝑒−(𝜋+𝜌+𝛿)𝑡 +  𝐶𝑒−𝛿𝑡   (12) 

𝑉(𝑡) = 𝐷𝑒−𝑐𝑡 + 𝐸𝑒−(𝜌+𝜋+𝛿) + 𝐹𝑒−(𝜌+𝛿)𝑡  +  𝐺𝑒−𝛿𝑡   (13) 

With: 

𝐴 =
𝜌𝛼𝐼0

𝑐(𝜌 + 𝜋)
−

𝜌𝐾1

𝑐 − 𝜌 − 𝜋(1 − 𝜀𝑁𝐴) − 𝛿
−

𝜌𝐾2

(𝑐 − 𝛿)
 (14) 

𝐵 =
𝜌𝐾1

𝑐 − 𝜌 − 𝜋(1 − 𝜀𝑁𝐴) − 𝛿
 (15) 

𝐶 =
𝜌𝐾2

(𝑐 − 𝛿)
 (16) 

𝐷 =  
𝜌𝜋𝛼𝑇𝑚𝑎𝑥

𝑐(𝛿 + 𝜌)(𝛿 + 𝜌 + 𝜋)
−

𝜌𝜋(1 − 𝜀𝑁𝐴)𝐾1

(𝜌 − 𝜋(1 − 𝜀𝑁𝐴))(𝑐 − 𝜌 − 𝜋(1 − 𝜀𝑁𝐴) − 𝛿)

−
𝜌𝜋(1 − 𝜀𝑁𝐴)𝐾2

𝜌(𝑐 − 𝛿)
−

𝜌𝐾3

𝑐 − 𝜌 − 𝛿
−

𝛿

𝛽
 

(17) 

𝐸 =
𝜌𝐾3

𝑐 − 𝜌 − 𝛿
 (18) 

𝐹 =
𝜌𝜋(1 − 𝜀𝑁𝐴)𝐾1

(𝜌 − 𝜋(1 − 𝜀𝑁𝐴))(𝑐 − 𝜌 − 𝜋(1 − 𝜀𝑁𝐴) − 𝛿)
 (19) 

𝐺 =
𝜋(1 − 𝜀𝑁𝐴)𝐾2

(𝑐 − 𝛿)
 (20) 

where 

𝐾1 = 𝑅𝑖𝑛𝑡𝑡=0
−

(1 − 𝜀𝐶𝐴𝑀)𝛼𝐼𝑡=0

𝜌 + 𝜋(1 − 𝜀𝑁𝐴)
 

(21) 

𝐾2 =
(1 − 𝜀𝐶𝐴𝑀)𝛼𝐼𝑡=0

𝜌 + 𝜋(1 − 𝜀𝑁𝐴)
 

(22) 
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𝐾3 = 𝑉𝑖𝑛𝑡𝑡=0
+ (1 − 𝜀𝑁𝐴)𝜋 (

𝐾1

𝜋(1 − 𝜀𝑁𝐴)
+

𝐾2

𝜌
) 

(23) 

Depending on the values of parameters, not all the declines might be observed at the same time. 

From steady-states and the baseline of HBV DNA and HBV RNA, one can find that  
𝑉𝑡=0

𝑅𝑡=0
=

𝜋

𝜌+𝛿
≈ 100. Since 𝜌 + 𝛿 ≈ 1, this implies that 𝜋 ≈ 100. Therefore terms in 𝑒−(𝜋+𝜌+𝛿)𝑡  in (12) 

and (13) are in practice too fast and never observed. 

Furthermore, if 𝑐 ≫ 𝜌 (i.e., clearance occurs faster than secretion of viral particles), equations 

12 and 13 can be simplified into biphasic equations with different expressions according to the 

type of treatment used: 

CpAM: {
𝑅(𝑡) =  𝐴𝑒−𝑐𝑡 +  𝐶𝑒−𝛿𝑡

𝑉(𝑡) = 𝐸𝑒−(𝜌+𝛿)𝑡  +  𝐹𝑒−𝛿𝑡
 and NA: {

𝑅(𝑡) =  −𝐵𝑒−(𝜌+𝛿)𝑡 +  𝐶𝑒−𝛿𝑡

𝑉(𝑡) = 𝐸𝑒−(𝜌+𝛿)𝑡  +  𝐹𝑒−𝛿𝑡
   (24) 

For both CpAM and NA, V(t) initially declines at the same rate ρ+δ while R(t) will decrease at 

a rate c for CpAM and increase at rate depending on ρ+δ in NA treated patients. 

Otherwise, if ρ>>c, equations 12 and 13 can further be simplified, arising to equations (25). 

Those equations give biphasic profiles, for both CpAM and NA, depending on the viral 

clearance c and the loss rate of infected cells δ:  

CpAM: {
𝑅(𝑡) =  𝐴𝑒−𝑐𝑡 +  𝐶𝑒−𝛿𝑡

𝑉(𝑡) = 𝐷𝑒−𝑐𝑡  +  𝐹𝑒−𝛿𝑡
 and NA: {

𝑅(𝑡) =  −𝐴𝑒−𝑐𝑡 +  𝐶𝑒−𝛿𝑡

𝑉(𝑡) = 𝐷𝑒−𝑐𝑡  +  𝐹𝑒−𝛿𝑡
    (25) 

With CpAM and NA, the decline of HBV DNA attributed to the clearance of the virus c. 

Interestingly with CpAM, HBV RNA declines in a parallel to HBV DNA at a rate c while with 

NA, HBV RNA still tends to accumulate (see below). 
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Figure S2: Typical profiles of HBV DNA and HBV RNA in HBeAg positive patients 

treated by CpAM (A) or NA (B) supposing that ρ >>c. To generate those profiles we 

supposed that the treatments are sufficiently potent to neglect the number of novel infections. 

 

 

Figure S3: HBV DNA (red) and HBV RNA declines (blue) over 28 days of treatment. (A) 

Declines supposing the effectiveness of a drug is high and maximal at treatment initiation (see 

main text). (B) Declines supposing that the effect of a drug increases over time and is maximal 

at the end of the first week of dosing. 
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Supplemental file 3: Model averaging 

 
The model developed integers in high number of parameters and not all can be 

estimated. For example the value of the viral clearance c, which drives the first phase of HBV 

DNA decline, might be difficult to estimate. Thus, we tested values of 1, 2, 5, 10 and 20 d-1 

according to the range of values proposed in the literature (Murray et al., 2006; Dandri et al., 

2008; Ribeiro et al., 2010). The value providing the lowest Bayesian Information Criteria (BIC) 

was kept and moved forward in rest of the analysis. However, we here propose to use model 

averaging (Gonçalves et al., 2020) to take into account the uncertainty related to the value of c. 

Depending on the information criteria provided by each model (here, the AIC) one can compute 

weights w associated to each candidate model (Figure 1). Then, we simulated 10,000 individual 

time courses of HBV DNA and HBV RNA under each model and represented the median 

profile expected for each model. One can also randomly draw w individual from each model to 

built the median profile in model averaging (Figure 2). Finally, based on the simulations, we 

calculated the time needed for HBV DNA and HBV RNA to be lower than 1 copies/mL (Table 

I). 

The model where c=20 d-1 is the model providing the lowest BIC and therefore the most 

weighted model was the model with c=20 d-1 (w=0.76). Thus, the median model averaged 

profile was largely identical to the one obtained with c=20 d-1 (Figure 2). Similarly, the 

predicted times to reach HBV DNA and HBV RNA titers lower than 1 copies/mL were largely 

comparable between the model selected (c=20 d-1) and in model averaging (Table I). In HBeAg 

negative patients and using MA, we found that we would need 51.8 [48.0-55.6] and 51.0 days 

[47.0-54.6] to reach HBV DNA and HBV RNA titers lower than 1 copies/mL, respectively. On 



 

Modélisation de l’ARN VHB chez des patients traités par inhibiteurs de capside 

–  93 – 

  

the other hand for HBeAg positive patients we predict that 61.0 [55.0-69.5] and 60.3 days [54.0-

69.0] are needed. 

 

 

Figure S4: Weights obtained based on the AIC of each model 

 

 

Figure S5: Typical individual profiles in function of the value at which the viral 

clearance c was fixed (dashed lines) and “model averaged” profile (solid line). 
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Table 2: Median time [IC95%] needed to reach HBV DNA and HBV RNA titers lower 

than 10 copie/mL 

c (d-1) 
HBeAg 
status 

Median time for 
HBV DNA < 1 

copies/mL 

Median time for HBV 
RNA < 1 copies/mL 

1 

Negative 

53.0 [49.0-56.5] 52.5 [49.0-56.5] 

2 49.0 [46.0-52.0] 48.5 [45.0-52.0] 

5 52.0 [48.0-56.5] 51.0 [47.0-55.5] 

10 51.5 [48.0-55.5] 50.5 [47.0-54.5] 

20 52.0 [48.5-56.5] 51.0 [47.5-55.5] 

MA 51.8 [48.0-55.6] 51.0 [47.0-54.6] 

1 

Positive 

62.3 [55.5-70.5] 62.0 [55.5-70.1] 

2 58.0 [52.5-65.0] 57.8 [52.0-65.0] 

5 61.5 [54.5-69.1] 60.5 [54.0-68.1] 

10 60.8 [54.5-69.0] 60.0 [53.5-68.0] 

20 61.0 [55.0-69.5] 60.0 [54.0-69.0] 

MA 61.0 [55.0-69.5] 60.3 [54.0-69.0] 
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Supplemental file 4: covariate selection 

 

Based on the the model described by equations 1-5, we evaluated the links between model 

random effects and covariates. At this stage, covariates were retained if the p-value<0.1. 

Candidate covariates were then formally included in the model in a forward procedure. The 

covariate model with the lowest BIC was kept and moved forward in the analysis. When a 

covariate model was selected, we checked the significance of each covariate coefficient using 

a Wald test. The covariate selection was stopped once the BIC did not decrease by more than 2 

points. Table S2 presents the model before covariate inclusion. Table S2 presents the BIC of 

the best model at each step and the p-value of the covariate coefficients.  

 

Table S1: Parameter estimates of the multiscale model without covariates 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Parameters 

Fixed effects 

Between-subject 

variability 

Estimates (RSE, 

%) ω (%) (RSE, %) 

R
0
  2.5 (9) 32.5 (23) 

α (copies.cell
-1

.d
-1

) 13.2 (77) 4.52 (12) 

π (d
-1

) 96.9 (21) 82.4 (18) 

ρ (d
-1

) 1.00 (15) 0 (-) 

c (d
-1

) 20.0 (-) 0 (-) 

δ (d
-1

) 0.13 (8) 30.4 (23) 

EA
50

 (ng) 103 (36) 168 (18) 

σ
DNA 

 0.323 (5)  

σ
RNA

 0.358 (7)  
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Table S2: BIC of the model at each step of the covariate selection 

Model P-value (Wald test) BIC 

Without covariates - 812.1 

HBeAg status on 𝜶 4 10-15 780.7 

HBeAg status on 𝜶  

+ HBeAg status on 𝑹𝟎 

5 10-14 

7 10-3 
778.9 

HBeAg status on 𝜶, 

HBeAg status on 𝑹𝟎 and 

HBeAg status on EA50 

2 10-13 

2 10-3 

0.01 

774.3 
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Chapitre 5. Le model averaging dans les modèles de 

cinétique virale

 Résumé 

Précédemment nous avons développé deux modèles de cinétique virale caractérisant le 

mécanisme d’action de deux nouvelles molécules anti-VHB. Ces modèles contribuent à une 

meilleure compréhension de la relation hôte-pathogène et pourraient être utilisés pour le 

développement et l’optimisation de ces traitements. Le développement de tels modèles a été 

possible grâce à l’utilisation d’algorithmes puissants permettant d’obtenir des estimations 

précises des paramètres d’intérêt ainsi qu’une caractérisation de la variabilité au sein de la 

population étudiée. La multiplicité des marqueurs étudiés s’accompagne d’un accroissement du 

nombre de paramètres, lesquels ne sont pas toujours soutenus par les données. On parle alors 

d’un manque d’identifiabilité du modèle ou des paramètres. Une solution consiste à fixer les 

paramètres peu identifiables à plusieurs valeurs probables et à en étudier l’impact sur les 

estimations et conclusions fournies par le modèle au travers d’une analyse de sensibilité. De 

plus, il existe une incertitude liée aux différentes hypothèses biologiques testées. Cependant 

l’approche actuellement utilisée, consistant à sélectionner le modèle fournissant le meilleur 

critère statistique (model selection, MS), ignore l’incertitude liée aux différents modèles testés 

et peut mener à des fausses conclusions. 

Dans ce troisième travail, nous nous proposons d’évaluer une approche alternative à la sélection 

de modèle dite de model averaging (MA). Cette approche permet de prendre en compte 

l’incertitude liée au modèle en pondérant chaque modèle testé par son adéquation aux données 

(i.e. leur critère statistique). Dans un premier temps, nous avons étudié la précision d’estimation 

des paramètres fournis par MS et MA au travers d’un modèle d’infection aigüe limitée par le 

nombre de cellules cibles avec phase d’éclipse. Dans ce modèle, la charge virale initiale V0 et 

la vitesse de la phase d’éclipse k sont deux paramètres que les données de virémie seules ne 

permettent pas de distinguer. Dans plus de 30 à 60% des cas, MS conduit à la sélection d’un 

modèle ayant un V0 et un k différents de ceux utilisés pour générer les données. Nous avons par 

la suite calculé le taux de couverture associé aux paramètres du modèle. Cela correspond au 
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nombre de fois où la valeur de simulation est comprise dans l’intervalle de confiance du 

paramètre estimé. Alors que MS fournit de faibles taux de couverture, MA fournit des 

estimations justes au risque de première espèce 𝛼. Ceci traduit le fait que les intervalles de 

confiance des paramètres estimés par MS sont trop étroits (Matériel supplémentaire article 3). 

Dans un second temps, nous avons étudié l’incertitude liée à différents modèles de réponse 

immunitaire. On note que dans plus de 10% des cas, nous sélectionnons un modèle incluant une 

réponse immunitaire alors que le modèle utilisé pour simuler n’en contient pas. En somme, MS 

peut conduire à des conclusions erronées quant à la nature des phénomènes biologiques mis en 

jeu lors de l’infection pouvant mener à des prédictions erronées ou peu précises lorsque l’on 

utilise le modèle pour effectuer des prédictions. 

Ce travail montre les limites des approches par sélection de modèle en présence de modèles 

complexes et faiblement identifiables. Il illustre également la possibilité de fournir des 

estimations plus justes en prenant en compte l’incertitude liée au modèle en appliquant le model 

averaging. Ce travail a fait l’objet d’un article publié dans The American Journal of 

Pharmaceutical Scientists en février 2020. 

 Article 3: Model averaging in viral dynamic models 
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Supplementary material 1 

 

Figure S1. Influence of variability in model selection and model averaging procedures 

on model k=4 d-1 and V0=10-4 copies.mL-1 (setting I).  Top row shows the percentage of 

selected models using the AIC criterion. Middle row presents the boxplot of weights using the 

AIC criterion. Bottom row shows the coverage rates of parameters R0 (dots), δ (triangles) and 

π (squares) 
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Figure S2. Confidence intervals at 95% of R0 across models and for each modelling 

approach of setting I. Replicates are ordered by increasing median value found in MS. 

Dashed line corresponds to the true value of R0 
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Figure S3. Confidence intervals at 95% of δ across model and for each modelling 

approach of setting I. Replicates are ordered by increasing median value found in MS. 

Dashed line corresponds to the true value of δ 
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Figure S4. Confidence intervals at 95% of π across model and for each modelling 

approach of setting I. Replicates are ordered by increasing median value found in MS. 

Dashed line corresponds to the true value of π 
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Figure S5. Confidence intervals at 95% of R0 across model and for each modelling 

approach of setting II. Replicates are ordered by increasing median value found in 

MS. Dashed line corresponds to the true value of R0 
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Figure S6. Confidence intervals at 95% of δ across model and for each modelling 

approach of setting II. Replicates are ordered by increasing median value found in 

MS. Dashed line corresponds to the true value of δ 
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Figure S7. Distribution of weights given the data of Best et al. PNAS 2017. Nine candidate 

models were tested with values of k and V0 ranging from 4 to 8 d-1 and 103 to 105 respectively 

 

Figure S8. Confidence intervals of δ, π and R0 for each candidate model, for the selected 

model (MS) and in model averaging (MA) 
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Chapitre 6. Discussion et conclusion

L’objectif principal de ces travaux de thèse était d’étudier l’effet de thérapies antivirales 

innovantes. Par le développement de modèles mécanistiques du VHB intégrant les mécanismes 

d’action de nouveaux traitements, nous avons pu étudier la cinétique de nouveaux marqueurs 

viraux. Dans un premier travail, nous avons développé un modèle décrivant l’action d’un 

agoniste du toll-like récepteur 7 sur la virémie, les sous particules virales et les anticorps anti-

AgHBs. Dans un second travail, nous avons étudié l’effet d’un inhibiteur de capside sur l’ADN 

et l’ARN VHB. Enfin dans un troisième travail nous avons évalué les performances prédictives 

et d’estimation fournies par la sélection de modèle et le model averaging dans les modèles de 

cinétique virale.  

Ensemble ces travaux contribuent à une meilleure compréhension des mécanismes d’action des 

nouvelles thérapies et de la cinétique des marqueurs qu’elles ciblent. Ils ouvrent la voie au 

développement d’approches plus robustes pour l’estimation des paramètres et la prédiction, qui 

soutiendront les nouvelles générations de modèles de l’hépatite B dans le contexte de « HBV 

cure ».  

 Discussion 

Jusqu’à présent, la modélisation de la cinétique virale dans l’hépatite B s’est limitée 

principalement à la description de l’ADN VHB, le seul produit viral inhibé par les traitements 

actuels (analogues nucléos(t)idiques et/ou interféron). Le développement de nouveaux 

traitements inhibant de nouveaux produits viraux requiert l’utilisation de modèles plus 

complexes qui permettront de soutenir leur utilisation clinique. 

Dans un premier projet, nous avons caractérisé la cinétique conjointe de l’AgHBs et de la 

virémie chez la souris traitée par le RO7020531, un agoniste de TLR7. Nous avons montré que 

le RO7020531 inhibe la production d’ADN VHB et celle de sous particules virales (SVP), et 

stimule la réponse immunitaire. En utilisant ce modèle dans le cadre d’une infection humaine, 

notre modèle prédit un taux de guérison fonctionnelle (une charge virale indétectable, un 

AgHBs indétectable et la présence d’anticorps anti-AgHBs) pouvant aller jusqu’à 40% en 6 



 

Discussion et conclusion 

–  118 – 

  

mois de traitement en utilisant les mêmes doses que chez la souris. Depuis l’initiation de cette 

thèse, des études cliniques de phase I ont évalué la tolérance et l’efficacité des agonistes du 

TLR7 en monothérapie (Janssen et al., 2018; Yuen et al., 2019a; Luk et al., 2020). Ces essais 

ont montré que les agonistes du TLR7 étaient bien tolérés et diminuaient la virémie chez les 

patients infectés. Le RO7020531 a montré une stimulation du système immunitaire entrainant 

la production d’IFN𝛼 et d’autres cytokines telles que l’IP10 ou l’ISG15 mais aucune diminution 

d’AgHBs n’a pu être observée à l’issue des 6 semaines de traitement (Yuen et al., 2019a; Luk 

et al., 2020). De fait, les doses de TLR7 ou TLR8 utilisée en clinique sont trop faibles pour 

entrainer un déclin de l’AgHBs  (Janssen et al., 2018; Gane et al., 2020). Cependant la piste de 

ces agonistes et plus largement des immunomodulateurs reste à l’étude, particulièrement en 

combinaison avec des antiviraux directs comme les inhibiteurs de capside (CAM) qui 

permettent un contrôle virologique des patients (Dai et al., 2018).   

Dans un second travail nous avons analysé les cinétiques virales de patients traités par un 

CAM : le RG7907. Les données, issues d’une étude de phase Ib et d’une durée de 4 semaines, 

ont été décrites grâce à un modèle multi-échelle intégrant la production intracellulaire d’ARN 

viral, la transcription en ADN ainsi que l’export dans la circulation sanguine. Nous avons estimé 

une efficacité du RG7907 sur la production de particules encapsidées de 99% en médiane. Cette 

efficacité se traduit par un déclin biphasique de l’ADN et d’ARN VHB. Après un déclin de 2 

log10 au cours de la première semaine de traitement, les deux marqueurs déclinent d’un log10 

supplémentaire à un taux de 0,13 j-1. Un apport important de la modélisation réside dans 

l’interprétation biologique des pentes de déclin de la virémie. Alors que les modèles de 

cinétique virale du VHB développés jusque-là prédisent que la décroissance initiale de l’ADN 

VHB est un reflet de sa clairance naturelle dans le sang, notre modèle montre que le déclin 

initial pourrait aussi être influencé par les mécanismes intracellulaire de maturation et de 

sécrétion des particules. Nous avons estimé dans ce modèle que la première pente est due à 

l’export des particules encapsidées de l’ordre de 1 j-1. Dans son article de 2006, Murray et al. 

fournissent une estimation similaire de la vitesse d’export (0.46 j-1) en se basant sur la mesure 

d’ADN intracellulaire chez le chimpanzé (Murray et al., 2006). Ils estiment par ailleurs une 

demi-vie du virus courte et de l’ordre de 2 h. Cette estimation est proche de la nôtre (50 min) 

et concorde avec d’autres infections virales comme le VIH ou le VHC (0,5 – 3h). Afin de mieux 

estimer la clairance virale, il serait possible de réaliser une aphérèse chez des sujets infectés. La 

technique consiste à extraire le plasma contenant le virus. Une fois l’aphérèse terminée, la 
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virémie retourne à son état basal (pré-aphérèse) à un taux c, la clairance du virus. Dans le VHC 

et le VIH, ces expérimentations ont conduit à des estimations de la clairance plus grandes que 

celles fournies par les modèles de cinétique virale (Ramratnam et al., 1999). Des expériences 

similaires sont en cours de le VHB. 

Une autre prédiction de ce modèle est que le ratio ADN/ARN s’inverse au cours du traitement 

par analogues nucléos(t)idiques. Alors que l’ADN diminue dès l’initiation du traitement, nous 

prédisons que l’ARN VHB augmente transitoirement au cours des premiers jours de traitement 

avant de décliner à la même vitesse que l’ADN VHB (Wang et al., 2016). Une étude menée 

chez des patients traités par JNJ-6379, un autre CAM, semble confirmer ces résultats et montre 

une élévation continue de l’ARN VHB au cours des premières semaines de traitement (Janssen 

et al., 2020) bien que l’augmentation soit plus modeste que celle que nous prédisons (0.2 log10 

contre 1,3 log10 au 14ème jour de traitement, respectivement). Cette prédiction est dépendante 

des caractéristiques à l’inclusion et du statut antigénique des patients. Il parait donc nécessaire 

d’inclure de telles informations dans les modèles afin d’élucider les mécanismes de cinétique 

précoces de l’ARN VHB.   

Au cours de cette thèse, la compréhension des mécanismes d’action de ces nouvelles classes 

thérapeutiques s’est accompagnée du développement de modèles mécanistiques complexes 

intégrant de plus en plus de paramètres. De ce fait il devient encore plus important d’identifier 

les nouveaux paramètres du modèle et de savoir comment conclure en faveur d’un modèle 

plutôt qu’un autre au regard des données dont nous disposons. Dans notre troisième travail, 

nous avons proposé d’utiliser des approches de type model averaging pour apporter plus de 

robustesse aux prédictions. Nous avons montré que MS est moins performant que MA aussi 

bien en terme d’estimations des paramètres que de précisions des prédictions. Les résultats 

obtenus dans le cadre des modèles de cinétique virale rejoignent ceux obtenus dans d’autres 

domaines comme les études de recherche de dose optimale (dose-finding studies) (Schorning 

et al., 2016) où MS mène à la sélection d’un modèle plus complexe que celui ayant servi à 

générer les données simulées. Ceci montre les limites de MS dans le cas où le choix du meilleur 

modèle n’est pas évident et où plusieurs hypothèses alternatives fournissent des conclusions 

différentes. Avec le développement de modèles du VHB complexes intégrant de plus en plus 

de marqueurs viraux, cette problématique pourrait se poser plus fréquemment lors du 

développement clinique des médicaments. Ainsi des approches telles que le model averaging 
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pourraient être utilisées à l’avenir pour justifier le choix d’une dose et de la durée de traitement 

auprès des autorités réglementaires.   

 Perspectives 

En clinique, l’objectif  thérapeutique fixé par les sociétés savantes est la guérison 

fonctionnelle de la maladie (Lampertico et al., 2017), c’est-à-dire une charge virale indétectable 

et  une perte de l’AgHBs associée ou non à l’apparition d’anticorps, persistante après l’arrêt du 

traitement. Compte-tenu des doses ou des durées de traitement, celle-ci n’a pu être observée au 

cours des études présentées dans cette thèse. Cependant, le potentiel antiviral de ces molécules 

doit être davantage étudié notamment en les combinant permettant ainsi la diminution de 

plusieurs marqueurs viraux et la restauration d’une immunité efficiente.  

Le principal défi de ces traitements sera de comprendre les mécanismes liés à la persistance 

d’une activité transcriptionnelle du cccDNA. Pour les agonistes du TLR7, la stimulation de la 

production d’interféron-𝛼 endogène pourrait au long cours permettre une diminution de 

l’activité du cccDNA comme cela a pu être observé chez les patients traités par Peg-IFN. 

Concernant les CAM, ils pourraient limiter l’activité transcriptionnelle par inhibition de la 

boucle d’amplification du cccDNA. Par ailleurs, le lien entre la cinétique des marqueurs sous 

traitement et l’activité transcriptionnelle du virus n’a à ce stade pas été établi. La mesure du 

cccDNA est difficile : elle nécessite une biopsie ce qui rend la réalisation de prélèvements 

réguliers impossible. En revanche, il existe d’autres marqueurs viraux sériques qui sont corrélés 

à l’activité transcriptionnelle du virus et au niveau d’expression du cccDNA. En particulier 

l’AgHBcr (core-related antigen) a montré un bonne corrélation avec les niveaux d’ADN VHB, 

d’ARN pré-génomique, d’AgHBs et de cccDNA chez les patients traités (Testoni et al., 2019). 

L’étude de la cinétique de ce marqueur sous traitement pourrait permettre d’établir un lien entre 

les traitements utilisés et l’activité du cccDNA.  

Les modèles présentés dans cette thèse ont permis une meilleure compréhension des 

mécanismes de déclin de l’ADN VHB. Ils montrent notamment que le déclin initial de la 

virémie sous traitement est dû à la sécrétion du virus dans la circulation générale. Toutefois ces 

modèles ne permettent pas d’expliquer le phénomène lié à la seconde pente de déclin de la 

virémie puisque le lent déclin de l’AgHBs, qui serait éliminé en plus de 50 ans (Chevaliez et 
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al., 2013), contredit la prédiction d’une élimination des cellules infectées en quelques semaines. 

Ainsi, il est clair que les modèles, hérités du VHC et qui supposent que le déclin à long terme 

du virus est déterminé par la vitesse d’élimination des cellules infectées, sont trop réducteurs 

pour le VHB. Le cycle de réplication du virus suggère l’existence d’autres marqueurs et/ou 

compartiments cellulaires qui pourraient expliquer la différence de déclin au long cours des 

marqueurs du VHB tels que le cccDNA et les cellules infectées avec de l’ADN intégré. Dans le 

premier projet nous avons initié le développement de modèles en distinguant deux sous 

populations cellulaires : l’une exprimant le cccDNA et une autre ne l’exprimant plus, soit par 

action de l’interféron soit par perte suite à la division cellulaire. Nous développons actuellement 

une extension de ce modèle sur des données historiques de patients traités par Peg-IFN±LAM. 

Le modèle distingue les cellules fortement productrices de particules virales complètes n’ayant 

pas subit l’étape d’intégration du génome viral et les cellules à demi-vie longue ayant subi 

l’intégration virale et à l’origine d’une forte production d’AgHBs (Cornberg et al., 2017; Tu et 

al., 2017; Wooddell et al., 2017). Ainsi, la diminution observée au cours des 4 premières 

semaines de traitement correspondrait à la mort des cellules à courte demi-vie, entrainant une 

forte diminution de la charge virale mais l’absence ou le faible déclin d’AgHBs. Les cellules à 

demi-vie longue persisteraient entrainant le maintien des niveaux d’AgHBs et de faibles 

niveaux de séroconversion malgré les traitements. Une autre hypothèse voudrait que l’ARN 

VHB soit une source de réinfection. En effet, les particules d’ARN VHB circulant contiennent 

en leur sein la reverse transcriptase, l’ARN pré-génomique nécessaire à la production de 

cccDNA (Liu et al., 2019). Le développement de modèles plus complexes intégrant ces 

compartiments est nécessaire pour expliquer le déclin au long cours des marqueurs viraux et 

prédire les chances de guérison avec les nouveaux traitements.  

Dans cette thèse nous avons vu comment le model averaging permettait des estimations plus 

robustes. La problématique de l’identifiabilité des paramètres convient à l’application de 

méthodes bayésiennes dans lesquelles la connaissance a priori des paramètres est intégrée au 

modèle et dans le calcul de la vraisemblance. Nous envisageons d’utiliser l’algorithme 

Hamiltonian Monte-Carlo du logiciel Stan et permettant d’implémenter des modèles 

biologiques décrits par équations différentielles ordinaires et des modèles non linéaires à effets 

mixtes. Nous avons constaté la propagation de l’incertitude des paramètres sur la prédiction 

d’un effet traitement en utilisant des lois asymptotiquement normales des paramètres. 

Néanmoins, d’autres méthodes de calcul des erreurs standard comme le Sampling Importance 
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Resampling et le bootstrap (Thai et al., 2014; Dosne et al., 2016) qui ne font pas d’hypothèse 

quant à la distribution des paramètres pourraient être à même de fournir une estimation non 

biaisée des paramètres du modèle et de l’effet traitement. 

 Conclusion générale 

Depuis les années 90 et leur utilisation croissante dans les infections virales, les modèles de 

cinétique virale connaissent un important développement. Utilisés pour inférer l’efficacité d’un 

traitement, ceux-ci rendent compte des processus biologiques mis en jeu au cours de l’infection. 

Dans le cadre du virus de l’hépatite B, leur utilisation s’est limitée jusqu’à présent à la seule 

modélisation de la virémie. 

Dans ce contexte, ces travaux de thèse présentent de nouveaux modèles du VHB intégrant les 

cibles pharmacologiques potentielles des nouveaux traitements et décrivant d’autres marqueurs 

viraux produits au cours de l’infection. Le développement de ces modèles complexes a été 

rendu possible par l’utilisation d’algorithmes puissants et d’approches méthodologiques 

robustes comme le model averaging. Nous pensons que les modèles de cinétique virale de 

l’hépatite B permettront de mieux de concevoir et d’optimiser les stratégies thérapeutiques 

futures en vue d’une guérison fonctionnelle de la maladie. 

 

 

 

  



  

 

–  123 – 

  

Chapitre 7. Une thèse pendant l’épidémie de COVID-19

En décembre 2019, une nouvelle infection virale a émergé en Chine dans la province de Wuhan 

(Huang et al., 2020). Rapidement l’épidémie s’est répandue, causant des millions de cas et 

plusieurs centaines de milliers de morts à travers le monde. Dès janvier 2020, la communauté 

scientifique a mobilisé ses ressources aussi bien humaines que matérielles. Ainsi, de mars à 

octobre 2020, j’ai participé à l’effort de recherche et mis mes connaissances et compétences en 

modélisation des infections virales à contribution.  

Mes travaux de recherche se sont organisés autour de trois thématiques. Premièrement, il nous 

fallait caractériser cette infection virale émergente, notamment en estimer les paramètres clés 

tel que le taux de reproduction intra-hôte du virus R0 permettant de définir les efficacités 

critiques nécessaires pour éradiquer le virus. Puis nous avons estimé les efficacités attendues 

des molécules repositionnées et évaluées en clinique. Enfin, nous avons évalué l’efficacité 

d’une de ces molécules in vivo dans un modèle primate de l’infection à SARS-CoV-2. 

Dans un premier projet, nous modélisé les charges virales nasopharyngées d’une série de 13 

patients hospitalisés à Singapour (Young et al., 2020). Nous avons utilisé le modèle usuel, dit 

limité par les cellules cibles, pour décrire la cinétique des patients infectés. Nous prédisons que 

la charge virale est maximale 5 jours après l’apparition des symptômes puis diminue à un taux 

de 0,6 j-1 environ. Le modèle fournit également une première estimation du R0 (R0 = 8,6). Ces 

nombres nous renseignent sur l’efficacité ainsi que le moment optimal de l’initiation du 

traitement pour réduire la charge virale (Best et al., 2017; Friberg et Guedj, 2019). Nous 

prédisions qu’un traitement d’une efficacité de 90% et initié le jour de l’apparition des 

symptômes pourrait réduire le pic de charge virale de 2 log10.  

Cette efficacité prédite a ensuite été comparée à celle prédite pour les molécules alors 

étudiées dans l’essai DisCoVeRy (NCT04315948) : l’hydroxychloroquine, l’association 

lopinavir/ritonavir ± IFN-𝛽-1a et le remdesivir. Compte-tenu des caractéristiques 

pharmacocinétiques et pharmacodynamiques de ces molécules, il apparaissait peu probable que 

l’une d’entre elles ait une efficacité suffisante si elle est initiée après l’apparition des 

symptômes. Ces résultats ont depuis été confirmés par l’arrêt des bras hydroxychloroquine et 

lopinavir/ritonavir ± IFN-𝛽-1a en mai et juin dernier (Institut National de la Santé Et de la 
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Recherche Médicale, France, 2020). Ce travail a fait l’objet d’un article scientifique publié dans 

CPT : Pharmacometrics and System Pharmacology.  

Dans un second projet, nous avons évaluer et caractériser l’infection dans un modèle primate 

de l’infection. Ce modèle, en permettant de mesurer le virus et les concentrations de 

médicament dans plusieurs compartiments de façon répétée, sont particulièrement adaptés à 

l’étude de la réponse au traitement (Williamson et al., 2020). Ainsi, nous avons modélisé les 

charges virales nasopharyngées et trachéales de 35 macaques cynomolgus infectés à des fortes 

doses de virus (106 pfu) et traités par hydroxychloroquine (HCQ) administrée seule ou 

combinaison avec l’azithromycine, avant ou après l’infection (Maisonnasse et al., 2020). Les 

singes ont développé une infection modérée de la maladie, similaire à celle observée chez 

l’homme, caractérisée par une toux persistante et peu de lésions pulmonaires. 

 Quel que soit le traitement et le moment de son initiation, les macaques présentaient des 

charges virales nasopharyngées et trachéales élevées, maximales à J2 post infection et 

détectables pendant 7 jours en moyenne suggérant l’absence d’un effet de l’HCQ dans 

l’infection au SARS-CoV-2. Ainsi, dans un second temps, les données recueillies ont été 

modélisées en négligeant l’effet de l’HCQ. Le modèle développé caractérise conjointement les 

cinétiques virales nasopharyngées et trachéales et permet d’estimer les paramètres clés de 

l’infection. Compte-tenu des faibles R0 (R0,N = 4,0 et R0,T = 5,9) et des fortes doses du virus 

inoculé, nous prédisons que la charge virale augmente modestement dans les deux premiers 

jours de traitement avant de diminuer à un taux de 1,9 j-1 correspondant à la mort des cellules 

infectées pour devenir indétectable vers J7. Nous avons ensuite étudié des protocoles 

expérimentaux explorant des doses de virus plus faibles et l’effet d’un traitement en prophylaxie 

et limitant la production virale. Quel que soit la dose de virus utilisée, le portage viral dure entre 

10 et 12 jours ce qui concorde avec la durée de portage observée chez les sujets 

asymptomatiques (Sakurai et al., 2020). Ce travail fait l’objet d’une soumission dans PLoS 

Computational Biology. 

 



  

Une thèse pendant l’épidémie de COVID-19 

–  125 – 

  
 



  

Une thèse pendant l’épidémie de COVID-19 

–  126 – 

  

 



  

Une thèse pendant l’épidémie de COVID-19 

–  127 – 

  

 



  

Une thèse pendant l’épidémie de COVID-19 

–  128 – 

  

 



  

Une thèse pendant l’épidémie de COVID-19 

–  129 – 

  

 



  

Une thèse pendant l’épidémie de COVID-19 

–  130 – 

  

 



  

Une thèse pendant l’épidémie de COVID-19 

–  131 – 

  

 

SARS-CoV-2 viral dynamics in non-human primates 

Antonio Gonçalves1, Pauline Maisonnasse2, Flora Donati3,3b, Mélanie Albert3,3b, Sylvie 

Behillil3,3b, Vanessa Contreras2, Thibaut Naninck2 , Romain Marlin2, Caroline Solas4, Andres 

Pizzorno5, Julien Lemaitre2, Nidhal Kahlaoui2, Olivier Terrier5, Raphael Ho Tsong Fang2, 

Vincent Enouf3,3b,9, Nathalie Dereuddre-Bosquet2, Angela Brisebarre3,3b, Franck Touret7, 

Catherine Chapon2, Bruno Hoen8, Bruno Lina5,6, Manuel Rosa Calatrava5, Xavier de 

Lamballerie7, France Mentré1, Roger Le Grand2 , Sylvie van der Werf3,3b, and Jérémie Guedj1 

 

1Université de Paris, IAME, INSERM, F-75018 Paris, France 

2Université Paris-Saclay, Inserm, CEA, Center for Immunology of Viral, Auto-immune, 

Hematological and Bacterial diseases  (IMVA-HB/IDMIT), Fontenay-aux-Roses & Le 

Kremlin-Bicêtre, France 

3 Unité de Génétique Moléculaire des Virus à ARN, GMVR : Institut Pasteur, UMR CNRS 

3569, Université de Paris, Paris, France.  

3bCentre National de Référence des Virus des infections respiratoires (dont la grippe), Institut 

Pasteur, Paris, France. 

4Aix-Marseille Univ, APHM, Unité des Virus Emergents (UVE) IRD 190, INSERM 1207, 

Laboratoire de Pharmacocinétique et Toxicologie, Hôpital La Timone, 13005 Marseille, 

France 

5CIRI, Centre International de Recherche en Infectiologie, (Team VirPath), Univ Lyon, 

Inserm, U1111, Université Claude Bernard Lyon 1, CNRS, UMR5308, ENS de Lyon, F-

69007, Lyon, France 

6Laboratoire de Virologie, Centre National de Référence des Virus des infections respiratoires 

(dont la grippe), Institut des Agents Infectieux, Groupement Hospitalier Nord, Hospices 

Civils de Lyon, 69004 Lyon, France 

7Unité des Virus Emergents, UVE: Aix Marseille Univ, IRD 190, INSERM 1207, IHU 

Méditerranée Infection, 13005, Marseille, France. 

8Emerging Diseases Epidemiology Unit, Institut Pasteur, Paris, France 

9Plate-forme de microbiologie mutualisée (P2M), Pasteur International Bioresources Network 

(PIBnet), Institut Pasteur, Paris, France 



  

Une thèse pendant l’épidémie de COVID-19 

–  132 – 

  

Corresponding author: Antonio Gonçalves, antonio.goncalves@inserm.fr 

IAME INSERM U1137, 

16 rue Henri Huchard 75018, Paris, France 

Tel: +33 1 57 27 75 39 

 

Keywords 

Viral dynamics; SARS-CoV-2; Hydroxychloroquine; non-human primates 

 

Author contributions  

AB: Performed RT-PCR viral quantification and analyzed the data. AG: Developed the 

mathematical model, analyzed the data and wrote the article AP: Performed in vitro evaluation 

of HCQ (Vero E6, HAE). BH: Contributed to study design, data analysis and article writing. 

BL: Contributed to study design and data analysis. CC: Contributed to study design and data 

analysis. CS: Supervised and coordinated the HCQ PK analysis, contributed to article writing. 

FD: Coordinated the viral load and infectious titers quantification FT: contributed to in vitro 

antivirals evaluation JG: Conceived the project, designed the study, data analysis and article 

writing. JL: contributed to clinical follow up of animals. MA: Coordinated the viral load and 

infectious titers quantification. MRC: Contributed to study design and data analysis. NDB: 

Contributed to the animal work and cytokine measurement, analyzed the data and coordinated 

IDMIT core activities. NE: Developed the qPCR assay and analyzed the data. NK: Contributed 

to study design and data analysis. OT: Contributed to data analysis. PM: Contributed to project 

conception and design of the study, contributed to coordination of the experiments and data 

analysis, and article writing. RHTF: Coordinated the animal core facility, contributed to study 

design and data analysis. RLG: Conceived the project, designed the study, analyzed the data 

and contributed to article writing. RM: Contributed to the design of the study, animal work, 

data analysis and contributed to article writing. SB: Performed RT-PCR viral quantification and 

analyzed the data. SVDW: Conceived the project, designed the study, provided the viral 

challenge stock, coordinated the viral load and infectious titers quantification, contributed to 

data analysis and article writing.TN: Performed CT acquisitions/CT quantification and 

contributed to article writing. VC: Contributed to data analysis and article writing. XDL: 

Contributed to study design and data analysis. 

 

Competing interests 

Funding for Antonio Gonçalves PhD grant has been provided by ROCHE Company. 

Dr. Jérémie GUEDJ has worked as consultant for ROCHE Company. 

Abstract 

file:///C:/Users/antonio/ownCloud/Capi/Manuscript/Article/PlosCB/antonio.goncalves@inserm.fr


  

Une thèse pendant l’épidémie de COVID-19 

–  133 – 

  

Non-human primates infected with SARS-CoV-2 exhibit mild clinical signs. Here we used a 

mathematical model to characterize in detail the viral dynamics in 31 cynomolgus macaques 

for which nasopharyngeal and tracheal viral load were frequently assessed. We identified that 

infected cells had a large burst size (>104 virus) and a within-host reproductive basic number 

of approximately 6 and 4 in nasopharyngeal and tracheal compartment, respectively. After peak 

viral load, infected cells were rapidly lost with a half-life of 9 hours, with no significant 

association between cytokine elevation and clearance, leading to a median time to viral 

clearance of 10 days, consistent with observations in mild human infections. Given these 

parameter estimates, we predict that a prophylactic treatment blocking 90% of viral production 

or viral infection could prevent viral growth.  

In conclusion, our results provide estimates of SARS-CoV-2 viral kinetic parameters in an 

experimental model of mild infection and they provide means to assess the efficacy of future 

antiviral treatments.  

 

Author summary 

Non-human primates infected with SARS-CoV-2 develop a mild infection resembling 

asymptomatic human infection. Here we used viral dynamic modelling to characterize the 

nasopharyngeal and tracheal viral loads. We found that viral load rapidly declined after peak 

viral load despite the absence of association between model parameters and immune markers. 

The within-host reproductive basic reproduction number was approximately equal to 6 and 4 in 

nasopharynx and trachea suggesting that a prophylactic therapy blocking viral entry or 

production with 90% efficacy could be sufficient to prevent viral growth and peak viral load.   
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Introduction 

The severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2) which originated in 

Wuhan, China, at the end of December 2019, has spread rapidly around the world, resulting at 

the end of December 2020 in more than 1,600,000 deaths (1). Fortunately, the majority of 

infections do not lead to hospitalizations (2) , and the vast majority of subjects infected with 

SARS-CoV-2 will experience asymptomatic or pauci-symptomatic infection characterized by 

specific (anosmia) or general symptoms (fever, fatigue) (3–5). In other acute or chronic viral 

diseases (HIV, HCV, influenza), the characterization of viral load kinetics has played an 

important role to understand the pathogenesis of the virus and design better antiviral drugs (6–

8). In the case of SARS-CoV-2, viral kinetics has been found to be associated with mortality in 

hospitalized patients (9) but the association in less severe patients is unclear. This is due to the 

fact that many studies rely on large cross-sectional analyses with few patients having serial data 

points or, in contrary, on detailed small series of patients (10–12). In that perspective, the 

analysis of data generated in non-human primates is a unique opportunity to characterize in 

detail the viral dynamics during natural infection, and to study the effects of antiviral therapy 

(13–15). 

Here, we used data generated on nonhuman primates (NHP) and treated with 

hydroxychloroquine (HCQ) ± azithromycine (AZTH) in either pre- or post-exposure 

prophylaxis (16) to develop a mathematical model of SARS-CoV-2 infection. Although our 

analysis did not reveal any significant antiviral efficacy of HCQ, the large data generated (31 

cynomolgus macaques with frequent measurements of both nasopharyngeal and tracheal viral 

loads) allowed us to characterize in detail the key parameters driving the viral dynamics and to 

evaluate putative immune response mechanisms during the infection. 
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Material and Methods 

Ethics statement 

Cynomolgus macaques aged 37–40 months and originating from Mauritian AAALAC certified 

breeding centers were used in this study. Animals were housed under BSL-2 and BSL-3 

containment when necessary (Animal facility authorization #D92-032-02, Prefecture des Hauts 

de Seine, France) and in compliance with European Directive 2010/63/EU, the French 

regulations and the Standards for Human Care and Use of Laboratory Animals, of the Office 

for Laboratory Animal Welfare (OLAW, assurance number #A5826-01, US).  

The protocols were approved by the institutional ethical committee “Comité d’Ethique en 

Expérimentation Animale du Commissariat à l’Energie Atomique et aux Energies Alternatives” 

(CEtEA #44) under statement number A20-011. The study was authorized by the “Research, 

Innovation and Education Ministry” under registration number APAFIS#24434-

2020030216532863v1. 

 

Experimental procedure 

Our study includes 31 cynomolgus macaques (16 male, 15 female) infected with 106 pfu 

(corresponding to 1010 total RNA copies) of a primary isolate of SARS-CoV-2 

(BetaCoV/France/IDF/0372/2020). Each animal received 5 mL of the total inoculum: 90% (4.5 

mL) were injected by the intra-tracheal route and 10% (0.5 mL) by the intra-nasal route (17,18). 

Nasopharyngeal and tracheal swabs were collected longitudinally at days 1, 2, 3, 4, 5, 7, 9, 11, 

13, 16 and 20 post-infection (pi) and eluted in 3 mL of Universal transport medium (Copan) or 

Viral Transport Medium (CDC, DSR-052-01). Viral RNA levels were assessed in each sample 
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using a real-time PCR, with 8540 and 180 copies/mL as quantification and detection limits, 

respectively (Fig. 1) 

The original study included 6 groups treated either by a high dosing regimen (Hi) of HCQ (90 

mg/kg loading dose and 45 mg/kg maintenance dose) ± AZTH (36 mg/kg of at 1 dpi, followed 

by a daily maintenance dose of 18 mg/kg), a low dosing regimen (Lo) of HCQ (30 mg/kg 

loading dose and 15 mg/kg maintenance dose) or a vehicle (water) as a placebo. Among the 23 

treated animals, 14 were treated at 1 dpi with a Lo (n=4), Hi (n=5) dose of HCQ or HCQ+AZTH 

(n=5). A late treatment initiation was also investigated in 4 animals receiving a Lo dosing 

regimen. Finally, 5 animals received HCQ at the Hi dose starting at day 7 prior to infection as 

a pre-exposure prophylaxis (PrEP).  

 

Figure 1: Nasopharyngeal and tracheal SARS-CoV-2 viral loads in infected cynomolgus 

macaques treated by a placebo or hydroxychloroquine ± azithromycin. Dashed lines 

represent the lower limit of detection (LOD) and lower limit of quantification (LOQ). 
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Viral dynamic model of SARS-CoV-2 

Model describing nasopharyngeal and tracheal swabs 

Given that HCQ was not associated to any antiviral effect (16), we pooled the data from either 

treated and untreated groups. Thus, we consider all animals as controls in our primary analysis 

but we also investigated a potential effect of HCQ (see details in supplementary information 

file 1). Nasopharynx and trachea were considered as two distinct compartments of the upper 

respiratory tract (URT) where each one is described by a target cell limited model (13,19,20). 

In this model, susceptible cells (T) are infected by an infectious virus (VI) at a rate β and 

generate non-productive infected cells (I1). After an eclipse phase of duration 1/k on average, 

infected cells start to be productive (I2) and produce both infectious and non infectious viruses 

at a rate µp and (1-µ)p respectively.  Productive infected cells die at a rate δ and viruses are 

cleared at a rate c. The model is given by ordinary differential equations (1) to (5) where 

subscript X denotes the compartment of interest either nasopharynx or trachea. The basic 

reproduction number is 𝑅0 =
𝛽𝑝𝑇0𝜇

𝑐𝛿
 and the burst-size is 𝑁 =

𝑝

𝛿
.  

𝑑𝑇𝑋

𝑑𝑡
= −𝛽𝑋𝑇𝑋𝑉𝑋

𝐼  (1) 

𝑑𝐼1,𝑋

𝑑𝑡
= 𝛽𝑋𝑇𝑋𝑉𝐼

𝑋 − 𝑘𝐼1,𝑋 (2) 

𝑑𝐼2,𝑋

𝑑𝑡
= 𝑘𝐼1,𝑋 − 𝛿𝑋𝐼2,𝑋 (3) 

𝑑𝑉𝑋
𝐼

𝑑𝑡
= 𝑝𝑋𝐼2,𝑋𝜇 − 𝑐𝑉𝑋

𝐼   (4) 

𝑑𝑉𝑋
𝑁𝐼

𝑑𝑡
= 𝑝𝑋𝐼2,𝑋(1 − 𝜇) − 𝑐𝑉𝑋

𝑁𝐼 (5) 
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Fixed parameters 

Because not all parameters can be estimated when only total viral RNA are measured, some 

parameters had to be fixed based on the experimental setting or the current literature. As only 

the product p×T0 is identifiable, we chose to fix T0, the initial concentrations of susceptible 

cells, as follows. We measured the surfaces (S) and volumes (V) of the nasopharynx and the 

trachea in one euthanized animal and obtained 𝑉𝑁  = 6.3 𝑚𝐿; 𝑉𝑇 = 1.2 𝑚𝐿; SN = 50 cm2; ST = 

9 cm2. Assuming an apical surface of one epithelial cell of s=4 10-7 cm2/cell (21), the number 

of target cells exposed to the virus in the nasopharynx and the trachea are 
𝑆𝑁

𝑠×𝑉𝑁
= 1.98 ×

107𝑐𝑒𝑙𝑙𝑠/𝑚𝐿 and 
𝑆𝑇

𝑠×𝑉𝑇
= 1.88 × 107 𝑐𝑒𝑙𝑙𝑠/𝑚𝐿 , respectively. Only a fraction of these cells 

expresses both angiotensin-converting enzyme 2 (ACE2) and the type II transmembrane serine 

protease (TMPRSS2), and we fixed this proportion to 0.1% i.e. 𝑇𝑁,0   =  1.98 × 104 and 

𝑇𝑇,0   =  1.88 × 104 cells in nasopharynx and trachea, respectively. Also, we supposed that the 

eclipse phase duration was equal in the nasopharynx and in the trachea, and we set k=3 d-1 based 

on in vitro studies showing that virus release occurs 8 hours  after infection (22). Third, we 

supposed the proportion of infectious virus µ remained constant over time. TCID50 is a proxy 

for the infectious viruses. Fig. 2B shows that the ratio TCID50/total viral loads is 10-5 (range 10-

6 – 10-4). However, not all the infectious viruses present in the samples may be detected in Vero-

E6 cells experiments. Hence, we fixed µ to 10-4, the upper bound of the observed ratio of 

infectious virus. Finally the viral clearance c was fixed to 10 d-1, consistent with the rapid viral 

clearance rate of influenza virus (20). Sensitivity analyses exploring the consequences of those 

different assumptions were performed, with c in a range 5-20 d-1, µ in a range 10-5-10-3 and the 

proportion of target cells being equal to 1% (see supplementary information file 2).  Thus, 

the estimated parameters in each compartment were V0, p, β and δ.   
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Figure 2: Relationship between TCID50 and viral loads. Each symbol corresponds to a 

tracheal swab obtained at 3 dpi. A) Viral load levels in samples with no detectable infectious 

virus (circles) and those with detectable infectious virus (triangles). B) Correlation between the 

viral loads and the infectious virus, as measured by TCID50.  Red, green and purple dashed lines 

represent putative ratios of infectious virus of 10-4; 10-5 and 10-6 respectively. 

   

Statistical model 

The structural model used to describe the observed log10 viral loads 𝑌𝑖𝑗𝑘 of the ith animal at the 

jth
  time point in the kth compartment (k=1 for nasopharyngeal or k=2 for tracheal)  is 

𝑌𝑖𝑗𝑘 = 𝑓(𝜃𝑖𝑘 , 𝑡𝑖𝑗𝑘) + 𝑒𝑖𝑗𝑘                 (6) 

Where f is the function describing the total viral loads dynamics over time (𝑉𝐼(𝑡) + 𝑉𝑁𝐼(𝑡)); 

θik is the vector of parameters of subject i in the kth compartment and 𝑒𝑖𝑗𝑘 is the additive residual 

error. Individual parameters θik are supposed to follow a log-normal distribution with a median 

value that depends on the compartment: 
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𝜃𝑖𝑘 =  𝛾 × 𝑒𝑥 𝑝(𝜂𝑖) × exp (𝛼 × 𝐼𝑘=2)                (7) 

where γ indicates the fixed effects and 𝜂𝑖 the individual random effects, which are supposed to 

follow a normal distribution of mean zero and standard deviation ω, and exp(α) is the vector of 

the ratio values between the nasal and tracheal compartments. The residual error eijk is assumed 

to follow a normal distribution of mean zero and constant standard deviation 𝜎𝑘. Standard errors 

were calculated by drawing parameters in the asymptotic distribution of the parameter 

estimators. For each parameter, we calculated the 2.5 and 97.5% percentile to derive the 95% 

confidence interval.   

Modelling strategy 

As a first step, we considered nasopharynx and trachea parameters as two distinct compartments  

and we then tested whether the virus could migrate from one compartment to the other at a 

constant first order migration rate g. Parameter g was set to 0 if it did not improve the fit to the 

data or could not be precisely estimated. In order to reduce the number of remaining parameters, 

we fixed the ratio of effective inoculum, 𝑉0,𝑇 𝑉0,𝑁⁄ , to 9. Then we tested the possibility for 

estimated parameters to be equal in both nasopharynx and trachea (e.g., α=0) and tested then if 

their variances could be set to 0 (e.g., ω=0). To do this, we used a backward selection procedure 

and stopped once the BIC did not decrease anymore. Lastly, based on the Empirical Bayes 

Estimates (EBE), we screened the random effects for correlations. Only correlations with a 

Pearson’s coefficient >0.8 were implemented in the model. All models tested are presented and 

compared in supplementary information file 3. 
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Viral titers determination on Vero-E6 cells 

Vero-E6 cells  (mycoplasma-free) were seeded in 24-well plates (2×105cells/well) and cultured 

in DMEM (Thermo Fisher Scientific) containing 1% PS (Penicillin 10,000 U/mL; Streptomycin 

10,000 μg/mL) supplemented with 5% FBS (Foetal Bovine Serum) and incubated at 37°C in 

the presence of 5% CO2. The next day, cells were inoculated in triplicate with 100µL per well 

of the tracheal swab dilutions (1:2, 1:10, 1:50,1:250) in DMEM, 1% PS, 0.1% TPCK trypsin 

and incubated for 1 hour at 37°C. After removal of the inoculum, 1mL of DMEM, 1% PS, 0.1% 

TPCK trypsin was added in each well before incubation at 37°C in the presence of 5% CO2 for 

72 hrs. The presence of a cytopathic effect (CPE) was visualized under the microscope and the 

TCID50 i.e. the tissue culture infective dose leading to 50% of the maximal cytopathic 

effect,was calculated using the method of Reed and Münch. All experiments were conducted 

under strict BSL3 conditions.  

Plasma cytokine analysis  

In all 31 macaques, the concentration of 30 cytokines were measured at 0, 2, 5, 7 and 9 dpi. 

Among them, CCL11, CCL2, IFN-⍺, Il-15, Il-1Ra and Il-2 were of particular interest as their 

kinetic changed during the infection. To identify the cytokines to be incorporated in the model, 

we correlated the are under the cytokine curve (AUC, calculated by the linear trapezoidal 

method) with the AUC of log10 viral loads predicted by the model.  

 

Models assuming a compartment for the innate immune response   

We considered additional models incorporating a compartment for an antigen-dependent 

immune response, F, given by 
𝑑𝐹𝑋

𝑑𝑡
= 𝑞𝐼2,𝑋 − 𝑑𝐹𝐹𝑋. In these models, F could either i) reduce 
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viral infectivity ii) and iii) put target cells into a refractory state, iv) reduce viral production and 

v) increase the loss of infected cells (see supplementary information file 4).  

 

Simulations of a prophylactic treatment  

We used the median estimated parameter values of the model to simulate the effects of an 

antiviral treatment, initiated before infection, on the viral kinetics. We explored the effects of 

10 to 100 fold lower viral inoculum (corresponding to doses of 105 and 104 pfu) as well as the 

effects of drugs acting on viral production, viral entry or the proportion of infectious virus. For 

each scenario, we also calculated the 95% confidence interval of the median time to viral 

clearance, using the method described above.   

 

Parameter estimation 

Parameters were estimated with the SAEM algorithm implemented in MONOLIX software 

version 2018R2 allowing to handle the left censored data (23). Likelihood was estimated using 

the importance sampling method and the Fisher Information Matrix (FIM) was calculated by 

stochastic approximation. Graphical and statistical analyses were performed using R version 

3.4.3. 

Results 

SARS-CoV-2 viral kinetics 

In our experiment, cynomolgus macaques developed a rapid infection, with viral loads peaking 

2 days post infection (dpi) in both nasopharyngeal and tracheal compartments. Afterwards, both 

nasopharyngeal and tracheal viral loads rapidly declined exponentially, with a similar median 
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rate of 1.9 d-1, corresponding to a daily reduction of 0.8 log10 copies/mL (Fig. 1).  Because the 

viral load peaked later and higher in in the nasopharynx than in the trachea (7.9 and 7.2 log10, 

respectively), the median time to unquantifiable viral load nonetheless occurred later in the 

nasopharynx than in the trachea (9 and 7 dpi, respectively). 

Overall, the area under the viral load curve (AUC) was larger in the nasopharynx than in the 

trachea (45 vs 38 log10 copies.day/mL, p<10-4). In addition to viral RNA, we also measured 

virus titers in Vero-E6 cells using tracheal swabs obtained at 3 dpi (see methods). All samples 

contained more than 4 log10 copies/mL however viral growth was observed only in those having 

more than 6 log10 copies/mL (Fig. 2A). In those for which viral culture could be obtained, the 

ratio of TCID50 (median tissue culture infective dose) to the total number of RNA copies ranged 

between 10-4 to 10-6 (Fig. 2B).  

 

Viral dynamic model 

Importantly, there was no antiviral effect in animals receiving various doses of HCQ compared 

to those receiving vehicles, even after adjustment on the mean HCQ exposure (16). Thus, the 

effect of treatment was neglected as a first approximation. We later challenged this hypothesis 

but found no significant effect of HCQ in reducing viral production or viral infectivity (see 

supplementary information file 1). 

Physiologically, viruses can migrate from the nasopharynx to the trachea through respiration 

and movements of ciliary cells at the mucosal surface. Thus, we tested the possibility for viruses 

to move from nasopharyngeal to tracheal compartment and vice versa by linking both with a 

bidirectional rate constant g.  However, possibly due to data paucity, the parameter g was not 

significantly different from 0 (CI95% included 0) and was therefore set to 0 in the following. 
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Then, using a backward selection procedure we found that the infectivity rate β and the viral 

production p were different between nasopharyngeal and tracheal compartments (Table 1). The 

final model well fitted the data and allowed the estimation of several parameters of the infection 

(Fig. 3). We estimated the effective initial viral load to 1.7×106 and 8.0×107 copies/mL in 

tracheal and nasal compartments, respectively, which corresponds to a total inoculum of 

approximately 108 total RNA, i.e., about 1% of the total injected dose (see methods). We found 

estimates of β of 1.2×10-3 (CI95% 0.5 × 10−3 – 2.8 × 10−3) and 1.8 ×10-3 (CI95%  0.6 × 10−3 – 

5.6 × 10−3) mL/virion/day (p<10-4) in nasopharynx and trachea, respectively, while p was 

estimated to 4.8×104 (CI95% 1 – 8.8 × 104) and 2.2 ×104 (CI95% 0.7– 4.1 × 104) 

virions/cell/day (p<0.05). Consequently the product p× 𝑇0 was equal to 9.5 ×108 (CI95% 2.0 – 

17 ×108) and 3.9×108 (CI95% 1.2 – 17.7 ×108) virions/mL/day in nasopharynx and trachea, 

respectively.  

The loss rate of infected cells, δ, was not found different between the two compartments and 

estimated to 1.9 (CI95% 1.6 – 2.3) d-1 corresponding to an infected cell half-life of 9 (CI95% 7 – 

13) hours. These parameter estimates allow us to derive the basic reproduction number R0 

corresponding to the number of infected cells generated by a single infected cell at the beginning 

of the infection. We found R0,N  equal to 5.6 (CI95% 1.3– 21) and R0,T  equal to 3.8 (CI95% 0.7 – 

18) in the nasopharynx and the trachea, respectively. One can also derive the viral burst size N 

corresponding to the number of viruses produced by an infected cell over its lifespan. We found 

NN = 25,000 (CI95% 5,900 – 72,000) virions and NT = 11,000 (CI95% 4,000 – 19,000) virions.  
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Figure 3: Nasopharyngeal (blue) and tracheal (red) individual predicted dynamics by the 

model described in equations (1) to (5). Full dots are the quantifiable viral loads and crosses 

the observation below the limit of quantification. The dotted line represents the limit of 

quantification and the dashed line the limit of detection. 
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Table 1: Population parameter estimates of the final model described by equation (1) to 

(5). Numbers in parenthesis are the relative standard error expressed in percentage (RSE%) 

associated either to the fixed or the standard deviation (SD) of random effects. 

Parameters (units) Fixed effects (RSE%) 
SD of random effects 

(RSE%) 

βT (mL.copie/d) 1.8×10-3 (42) 

0.3 (33) 

βN (mL.copie/d) 1.2 ×10-3 (12) 

pT (copies/cell/d) 2.2 ×104 (49) 

1.0 (27) 

pN (copies/cell/d) 4.8×104 (40) 

VT,0 (copies/mL) 8.0 ×107 (9) - 

VN,0  (copies/mL) 1.7 ×106 (9) - 

δ (1/d) 1.9 (9) 0.2 (37) 

c (1/d) 10 (fixed) - 

µ (unitless) 10-4 (fixed) - 

k (1/d) 3 (fixed) - 

TT,0 (cells/mL) 1.88 ×104 (fixed) - 

TN,0 (cells/mL) 1.98×104 (fixed)  

σT  1.06 (6) - 

σN 1.19 (6) - 
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Sensitivity analysis 

In our main analysis, the viral clearance c and the proportion of infectious virus 𝜇 were fixed. 

We tested the robustness of our results to different values of these parameters (see 

supplementary information file 2) and we used model averaging (MA) to compute the 

averaged parameters values following a methodology presented in (24).  Overall, models were 

broadly undistinguishable as they provided a Bayesian Information Criterion within a 4 points 

range. Model averaged parameter estimates of δ, R0,N and R0,T were equal to 1.9 (𝐶𝐼95% 1.5 −

2.3) d-1 , 6.8 (𝐶𝐼95%1.3 − 29) and 4.4 (𝐶𝐼95% 1 − 26), respectively.  

 

Immune markers during SARS-CoV-2 infection 

Among the 30 cytokines tested, 6 greatly varied during the infection and peaked at 2 dpi 

(namely CCL11, CCL2, IFN-⍺, IL-15, IL-1RA and IL-2) but there was no association between 

cytokine and viral loads (Fig. 4). A model assuming an effect of the immune response in cell 

protection resulted in a reduced BIC of 6 points. However, the gain in fitting criterion was 

entirely due to 3 individuals (see supplementary information file 4) and led to more 

uncertainty in parameter estimates due to increased complexity (see Table S2). Moreover none 

of the cytokines measured during the experiments, including IFN-a, showed a correlation with 

viral dynamics (Fig. 5). Thus, overall, there was no clear evidence in these data that a more 

complex model improved the understanding of viral dynamics over a simple target cell model.  
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Figure 4: Cytokine concentrations during SARS-CoV-2 infection. 
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Figure 5: Correlation between the individual predicted AUC log10 viral load and cytokine 

AUC. None of the 6 cytokines that increased during the infection was significantly correlated 

with the predicted viral load AUC in the nasopharynx or the trachea. 
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Expected profiles with prophylaxis treatments 

We used estimated parameter values of the model to simulate the effects of an antiviral 

treatment, initiated before infection, on the viral kinetics. We explored different viral inoculum 

(ranging from 104 to 106 pfu), drugs mechanisms of action (blocking viral production, viral 

entry, or infectious virus production), with different levels of antiviral efficacy. As the 

conclusions were not sensitive to the mechanism of action, we present below the results for a 

prophylactic drug blocking viral entry (Fig. 6). Other mechanisms of action are presented in 

supplementary information file 5.   

In both compartments, the median time to viral clearance increased with lower doses of 

inoculum, and ranged from 10.1 (CI95% 8.4 – 14.7) days with 106 pfu to 11.7 (CI95% 9.5 – 19.0) 

days with 104 pfu in the nasopharynx. A 90% effective antiviral treatment administered upon 

infection would dramatically reduce peak viral load in all scenario and maintain virus below 

the threshold level of infectivity of 6 log10 copies/mL (see Fig. 2A). A 99% effective antiviral 

treatment could in addition abrogate viral load viral load, with time to viral clearance ranging 

from 3.5 (CI95% 1.9 – 6.2) days with 106 pfu to 0.5 (CI95% 0.2 – 2.5) days with 104 pfu in the 

nasopharynx. 
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Figure 6: Median viral kinetic profiles in the nasopharynx (blue) and the trachea (red) 

according to the inoculum size and the level of an antiviral initiated in prophylaxis and 

blocking viral entry β. Treatment efficacy of 0% (no treatment, solid line), 90% (dashed line) 

and 99% (dotted lines) were considered. Point-dotted line represents the threshold below which 

no virus could be cultured in vitro (see Fig. 2). 
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Discussion 

We here developed a mathematical model for SARS-CoV-2 viral dynamics using 

nasopharyngeal and tracheal swabs obtained in 31 infected macaques. Using this model we 

could estimate key parameters of virus pathogenesis, in particular the viral infectivity rate 

(equal to 1.2× 10−3and 1.8× 10−3 in tracheal and nasopharyngeal compartments, 

respectively), and the loss rate of infected cells, estimated to 1.9 d-1 in both compartments (e.g.,  

a half-life of 9 hours). Consequently, we estimated the number of secondary cell infection 

resulting from one infected cells, R0, to approximately 4 and 6 in tracheal and nasopharyngeal 

compartments, respectively. This value of R0, together with the large viral inoculum used in this 

experimental model (106 pfu), explains that tracheal viral loads barely increased post-infection 

and that nasopharyngeal viral loads rapidly peaked at 3 dpi. After peak viral load, the rapid loss 

rate of infected cells was sufficient to explain that clearance of the virus occurred around day 

10 in both compartments, and we did not find evidence in this model for a role of an immune 

response mediated by cytokines in accelerating the viral clearance.  

Although the number of animals and the very detailed kinetic data allowed the precise 

estimation of several parameters, some limitations exist. First, animals were infected with a 

large inoculum (106 pfu, i.e. 1010 RNA copies) which rapidly saturate target cells making the 

estimation of β less robust and difficult to distinguish the processes of clearance of the inoculum 

from those of de novo viral infections. In the future, the analysis of subgenomic RNA, that 

quantifies intracellular viral transcription, will provide important information to distinguish 

these two processes and provide a more precise estimate of R0 (25,26). Second, a number of 

unknown parameters were fixed to ensure identifiability, in particular the proportion of 

infectious virus, µ, and the number of target cells available in each compartment, T0. In this 

model, p×T0 is the only reliable quantity since the estimate of p depends on the number of 
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susceptible cells.  We here estimated the number of alveolar type II cells by analysis of the size 

of the tissues of one euthanized animal and we assumed that 0.1% of these cells could be target 

for the virus. Although this value led to more coherent parameter estimates (see supplementary 

file 2), this is higher than the value of 1% of cells expressing the ACE2 receptor and serine 

protease TMPRSS2 found in humans (27,28). Specific experiments will be needed to estimate 

the proportion of target cells in the URT of macaques. Third, we relied only on measures in 

both compartments of the upper respiratory tract, which may not reflect the kinetics in the lower 

respiratory tract. It is in particular possible that the kinetics of both the virus and the immune 

response may be different in the lung, and that both cytokine responses and the lesions as 

observed by CT scans may be associated with viral loads in the lungs. In our experiments the 

first viral load measurements in bronchoalveolar lavages (BAL) was made at 6 dpi, and were 

all below the limit of detection at the next available data point at day 14, precluding a more 

detailed analysis of the kinetics in the lungs.        

We also aimed to evaluate whether more complex models including an antigen-dependent 

immune response could improve the data fitting. A model assuming that cells could be put in 

an antiviral state improved the BIC (see supplementary file 3), however this improvement was 

due to 3 individuals, and this came to the expense of a deteriorated precision of parameter 

estimates. Further, none of the observed cytokines were found associated with viral dynamics 

(Fig. 5), suggesting that this improvement in data fitting was not supported by our data. In 

addition, none of the animals had detectable antibodies until day 7, and only 25% had detectable 

antibodies by day 14, suggesting that the humoral response played a minor role in viral 

clearance. The role of the immune response in this experimental model of mild infection is 

unclear, but our findings are consistent with data obtained in patients with an asymptomatic 

infection, in which the immune response and the cytokine response remained low throughout 
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the infection period (29). Accordingly our estimate of the duration of viral shedding was 

between 10 and 12 days in the nasopharynx, depending on the initial inoculum, very close to 

the values of 9 days (Diamond Princess (30)) and 12 days (11) estimated in mild or 

asymptomatic individuals. From an experimental setting, the analysis of viral dynamics in 

animals infected with different size of viral inoculum could also bring insights on the need to 

use more complex models (31).  

Finally, we used the model to inform on the use of prophylactic drugs in this macaque model. 

Given our estimate of R0, a 90% effective treatment should be able to prevent virus growth and 

would maintain the viral load levels below 106 copies/mL at all times, making the chance of 

detecting infectious virus very limited, consistent with our modeling predictions in humans 

((32), submitted).   
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Abstract 

Covalently closed circular DNA (cccDNA) and integrated DNA are stable forms of HBV 

virus that makes it difficult to treat. Current therapies such as nucleosidic analogs (NA) and 

pegylated interferon (Peg-IFN) reduce the viral loads but fail to trigger those intracellular forms 

of DNA. Since cccDNA remains transcriptionally active, viral products such as subviral 

particles, (SVP) and HBV RNA continue to be produced, and contribute to the disease burden. 

Hence, therapies with different mechanisms of action are being developed such as 

immunomodulators, triggering both innate and adaptive immune response, and capsid 

inhibitors reduction the production of encapsidated particles.  

Since its use in HIV and HCV infection, viral dynamic models have helped to gain 

knowledge on antiviral efficacy and brought novel insight of the biological processes of the 

infection.  This approach is based on nonlinear mixed effect models, has allowed to characterize 

the biphasic decline of HBV DNA in infected patients treated by NA and/or Peg-IFN.  

In this thesis, we extended the current models of HBV dynamics and described the 

mechanisms of action of novel drugs affecting other markers in addition to HBV DNA. First, 

we evaluated the effects of a TLR7 agonist, an immunomodulator affecting the dynamics of the 

HBs antigen through the stimulation of the immune response. Second, we studied a capsid 

inhibitor, a direct antiviral treatment destabilizing the encapsidation step. The development of 

complex models goes along with a number of models tested but only the one providing the best 

description of the data is carried forward. However, this current approach called model selection 

ignores model uncertainty and may lead to wrong biological conclusions. Hence, we finally 

evaluated model averaging as an alternative approach to take into account model uncertainty. 

We showed how modelling can help to better understand HBV infection and describe the 

mechanisms of action of drugs under development. This work initiates the development of 

comprehensive models of HBV infection and it may be used to evaluate and optimize future 

treatment strategies.  
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Résumé 

La difficulté à traiter l’infection au virus de l’hépatite B (VHB) réside dans la complexité de 

son cycle de réplication. En particulier, le virus persiste dans les hépatocytes sous une forme 

stable appelée ADN circulaire super-enroulé (cccDNA). Or les traitements actuels tels que les 

analogues nucléos(t)iques (NUC) et l’interféron pégylé (Peg-IFN) réduisent la virémie mais ne 

permettent pas l’éradication du cccDNA. Ainsi certaines particules comme l’antigène de surface 

(AgHBs) ou l’ARN VHB demeurent produites, traduisant la persistance d’une activité 

transcriptionnelle. C’est dans ce cadre que de nouveaux traitements sont en cours d’évaluation. 

Parmi les molécules testées, on distingue les immunomodulateurs stimulant la réponse 

immunitaire, ou encore des antiviraux directs réduisant la production d’ADN et d’ARN VHB.  

Comme cela a été fait dans le cadre de l’infection au VIH ou au VHC, les modèles de 

cinétique virale ont permis d’estimer l’efficacité des nouveaux traitements et d’apporter une 

compréhension mécanistique de l’infection. Basées sur des modèles non linéaires à effets 

mixtes (MNLEM), ces approches ont déjà permis de caractériser la décroissance biphasique de 

l’ADN viral chez les patients traités par NUC ou Peg-IFN.  

Dans le cadre de cette thèse, nous avons développé de nouveaux modèles décrivant la 

dynamique d’autres marqueurs en parallèle de celle de l’ADN VHB. Dans un premier travail, 

nous avons évalué les effets chez la souris d’un agoniste du TLR7, un immunomodulateur 

stimulant la production d’anticorps anti-HBs. Dans un second travail, nous avons étudié la 

dynamique de l’ARN VHB chez des patients traités par inhibiteurs de capside, un nouvel 

antiviral agissant sur la production des particules encapsidées. Au cours de tels 

développements, de nombreux modèles alternatifs sont testés, puis écartés, au profit de celui 

produisant la meilleure description statistique des données. Or cette approche, appelée sélection 

de modèle, peut mener à des prédictions erronées voire à de fausses conclusions biologiques. 

Ainsi, dans un troisième travail nous avons évalué les performances prédictives d’une approche 

alternative nommée model averaging prenant en compte l’incertitude liée au modèle. 

Ces travaux ont montré l’apport de la modélisation dans la compréhension de l’infection au 

VHB et des mécanismes d’action des traitements. Ils ouvrent la voie à l’élaboration de modèles 

complets de l’infection permettant d’évaluer et d’optimiser les stratégies thérapeutiques futures. 
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