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Introduction

INTRODUCTION

L’infection liée au virus de I'hépatite C (VHC) esh probleme majeur de santé publique.
Elle représente une des premiéeres causes de @rehasmrcinome hépatique (1). A I'échelle
mondiale, 3% de la population serait infectée pa¥HC. Le traitement standard, reposant
jusqu’a présent sur la bithérapie par interférgghalpégylé associé a la ribavirine, possede
une efficacité limitée ne permettant d’éradiquevites que chez 50 a 60% des patients naifs
de traitement antérieur (2).

Les avancées thérapeutiques récentes ont peraésétoppement de nouveaux médicaments
qui ciblent spécifiquement différentes protéinesieis du cycle de réplication du VHC. Ces
molécules, qui sont des antiviraux d’action dird@&A) contre le VHC, sont actuellement a
différents stades de développement.

Parmi ceux-ci, le bocéprévir (BOC) et le télapréMiVR), deux inhibiteurs de la protéase
NS3 du VHC, ont obtenu l'autorisation de mise sumiarché (AMM) en septembre 2011
pour le traitement de I'hépatite C chronique cheg patients infectés par un virus de
génotype 1, en association a la bithérapie standagd essais cliniques de ces deux
médicaments montrent une réelle efficacité et unéfiée important par rapport a la
bithérapie standard. L’arrivée de ces nouvellesafigutiques qui ciblent une protéine du
VHC, s’accompagne du risque (déja connu pour lesvite 'immunodéficience humaine et le
virus de I'hépatite B) de résistance au traitemémts étudesin vitro et in vivo pour
I'obtention des AMM ont montré que I'émergence deches résistantes était associée aux

échecs virologiques.

Les objectifs de ce travail sont les suivants :

» analyser les souches virales par une techniqueame de génotypage NS3,

* rechercher la présence de mutations décrites coagsaciées a une résistance au
BOC et/ou au TVR préexistantes et déterminer lgupaict sur l'efficacité du
traitement,

« suivre sur un plan virologique et clinique l'intien de ces trithérapies sur une cohorte
de patients,

» lors des échecs virologiques, rechercher d’événprefils de mutations de résistance

non encore décrits.
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GENERALITES

|- L'infection par le virus de I'hépatite C

A) Epidémiologie du VHC

1) Dans le monde

Selon les dernieres estimations, 130 a 210 milldmpersonnes seraient infectées par le virus
de I'hépatite C a travers le monde, soit environdta population mondiale (1).

La prévalence de l'infection varie beaucoup en fioncdes zones geographiques et des
populations concernées. Celle-ci varie de 0,4% ad&%a population en Europe de I'Ouest
tandis qu’elle est plus élevée en Europe de I'Efigypte est le pays le plus touché par
I'hépatite C avec une prévalence de 9% en moydihnigction pouvant concerner plus de

50% de la population dans certaines régions rufales

2) En France

Selon une enquéte de I'Institut National de Ve8knitaire en 2004, 0,84% de la population
vivant en France métropolitaine, agée de 18 a 80@ossédaient des anticorps dirigés contre
le virus de I'hépatite C. Parmi ceux-ci, 57,4% maissaient leur séropositivité pour le VHC.
On estime en France a environ 230 000 le nombeujts infectés de maniere chronique par
le VHC. De plus, au moins 90 000 personnes sergierittuses de I'hépatite C mais non

dépistées (3).

En 2010, environ 5 100 malades ont recu un traiénstandard par une bithérapie
comprenant de l'interféron (IFN) alpha pégylé etalebavirine, parmi lesquels 3 200 étaient
naifs de traitement pour le VHC et 1 900 étaientéehec thérapeutique d’'un traitement

antérieur (3).
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B) Modes de transmission et facteurs de risque d’faction par le VHC

Le VHC se transmet principalement par voie paratgepar contact direct avec du sang ou
des produits sanguins contaminés.

Avant I'apparition des tests sérologiques de détectianatdicorps spécifiques du VHC au
début des années 1990, les deux principaux modesadsemission du VHC étaient la
transfusion de sang et de produits dérivés (predsainguins labiles et produits sanguins
stables) et la toxicomanie par voie intraveineul8, (responsables d’environ 70% des
infections. Le nombre de sujets infectés par va@egfusionnelle en France a été estimé entre
100 000 et 400 000 (4,5). Le renforcement de lagmtion et la recherche systématique du
génome viral du VHC sur tous les dons de sang ancerdepuis 1992, a permis de diminuer

ce risque de contamination au maximum (1/10 midliate dons de sang pour le VHC) (6).

La toxicomanie IV est aujourd’hui le principal rigg d’infection par le VHC en France,
responsable d’environ 70% des 5 000 a 6 000 nouvesmiannuels en France.

La transmission nosocomiale pourrait expliquer wmbre important de contaminations
inexpliquées. Elle peut se faire par l'utilisatide matériel mal ou non désinfecté ou entre
malades par I'intermédiaire d’objets souillés. kets dentaires et les pratiques telles que les
piercing, tatouages ou acupuncture seraient &ifeid’'un nombre non négligeable de cas
d’infection. Ce risque, aujourd’hui connu, a condaila mise en ceuvre de moyens de
prévention efficaces.

L’incidence de la transmission mére-enfant estléaible risque est estimé a environ 5% en
I'absence de co-infection par le VIH. Ce risqueraagte chez les femmes co-infectées par le
VIH (environ 20%). La transmission mere-enfant eprésente que quelques centaines de
nouveaux cas par an. Une transmission intra-falmipaut survenir en cas de partage d'objets
de toilettes coupants (ciseaux, rasoir).

La contamination sexuelle reste tres faible, erodede rapports traumatiques ou survenant
en période menstruelle.

Chez environ 10 a 20% des malades, aucun facteusgiee particulier n’est retrouvé (4).
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C) Histoire naturelle de l'infection par le virus de I'hépatite C

1) Histoire naturelle de I'infection aigué

L’hépatite C aigué est asymptomatique chez la ntéjdies patients exposés au virus. Seuls
10% des malades présentent des signes cliniquelirba moyenne d’incubation varie de 4 a
12 semaines. Le premier marqueur de I'infectionlparHC est I'apparition de I'ARN viral.
Celui-ci est détectable au niveau sanguin (plasmséoum) une a trois semaines apreés la date
présumeée de contamination. L’augmentation des draimases seériques intervient quant a
elle au dela du £8° jour et celles-ci sont souvent supérieures a di® fa normale.
L’apparition des anticorps anti-VHC survient en raoge 9 semaines apres le contage. Cette
séroconversion est I'élément majeur permettantdgribstic de I'infection virale C aigué qui
est souvent fortuite (4,7).

Lorsque les symptdomes sont présents (10% des n3qldds signes cliniques ne sont pas
distincts d’autres causes d’hépatites virales agles symptomes étant peu spécifiques : un
ictéere, une asthénie, des nausées et vomissendestsnyalgies, de la fievre ou encore des
douleurs au niveau de I'hypochondre droit peuvéet @serveés.

La guérison de I'hépatite C aigué est définie padisparition spontanée de 'ARN du VHC

dans un délai maximum de 6 mois apres la prima:tige.

2) Histoire naturelle de l'infection chronique

Dans 60 a 80% des cas, le malade ne guérit pasasgoment et I'infection évolue vers la
chronicité. La progression de la maladie est ti@sable et seule une minorité de patients
développe des complications séveres de la maladimme la cirrhose ou le carcinome
hépatocellulaire (CHC). L’hépatite chronique actemetraine le développement progressif
d’une fibrose hépatique. Le passage a la chronigfiend de nombreux facteurs. Il est plus
élevé chez les patients ages, les hommes, les sigataice noire et les sujets ayant un déficit

de 'immunité, notamment les patients infectésleariH (4).
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Différentes formes d’hépatite C chronique sont ol=es (8) :

'hépatite C chronique a transaminases normaldie :représente environ 25% des

patients atteints d’hépatite C chronique ; ceuxntdnt habituellement aucun
symptome. Les transaminases restent normales, énl@gorésence d’'un ARN viral
VHC détectable par PCR. En revanche, 80% de ceésnpmfprésentent des lésions

histologiques d’hépatite chronique.

I'hépatite C chronique minime : chez ces patiePdR}N viral VHC est détectable et

les transaminases sont modérément élevées (générdledeux a trois fois la

normale), parfois fluctuantes et transitoirementrnmes. La ponction biopsie

hépatique montre des Iésions d’activité et de §braminimes, avec un score
METAVIR d’activité de AO ou Al et de fibrose de B0 F1. Cette forme est la plus
fréequente chez les patients jeunes et chez les ésm@es malades sont le plus
souvent asymptomatiques, en dehors d’'une asthédipidmment rapportée. Cette
forme clinigue semble évoluer trés lentement aveaisque de développement de

cirrhose tres faible a court et moyen terme.

I'hépatite C chronique modérée ou sévere : elleceore environ 50% des malades;

ceux-Ci présentent des transaminases élevées.dpaidihépatique montre ici une
fibrose F2/F3 ou F4 et/ou un score d’activité ARAB selon le score METAVIR.

Ces patients sont généralement asymptomatiquesn@apt, certains d’entre eux
présentent une asthénie, des arthralgies et mgalgiesi que de I'anxiété, voire un
syndrome dépressif. Ce type d’hépatite C chronagid¢a forme la plus fréquente avec

un risque élevé d’évolution vers la cirrhose a tetifong terme.

10
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3) La cirrhose et le carcinome hépato-cellulaire

L’hépatite C chronique est une cause majeure dkosie et de carcinome hépato-cellulaire
(CHC) (8).

Pour réagir contre I'agression virale, I'organismet en place un mécanisme de défense qui
vise au départ a limiter I'extension de la réactioftammatoire : la fibrinogénese. C’est un
processus dynamique, réactionnel et précoce, ésisxkctpar la synthese de molécules
constitutives de la matrice extracellulaire. Celleest au départ un processus physiologique
bénéfique pour I'organisme puisqu’elle fait paitigégrante de la cicatrisation et perdure tant
que la réplication virale persiste. Cette fibrinogge aboutit au remplacement de la matrice
extracellulaire normale par un tissu pathologiquecapour conseéquence une fibrose qui
perturbe I'architecture du tissu hépatique (4).

Plusieurs facteurs influencent le mode de progvesde la fibrose hépatique, notamment
'age du patient (évolution plus rapide en cas datamination aprés 40 ans), son sexe
(évolution plus rapide chez les hommes), sa consatiom d’alcool, la présence d'une
immunodépression, la stéatose hépatique...

Apres plusieurs années, la fibrose hépatique abauth stade ultime : la cirrhose hépatique
qui est une affection diffuse et irréversible diefoaractérisée par une fibrose cicatricielle,
évolutive ou non, qui désorganise I'architecturiealioe normale et aboutit a la formation du
nodule. Le score METAVIR est alors F4. Le diagrosst histologique. La sévérité de cette
cirrhose est évaluée grace a la classificatio@uiél-Pugh.

Une cirrhose compensée peut rester silencieuseapede nombreuses années. La mortalité
de I'hépatite C est surtout liée aux complicatiogolutives de cette cirrhose: une
décompensation oedémato-ascitique, 'hémorragiestiige, I'encéphalopathie hépatique ou
encore le carcinome hépatocellulaire. L'incidenae @HC chez les patients ayant une
cirrhose VHC induite est de I'ordre de 3 a 10% gar, ceci justifie une surveillance tous les
6 mois de ces patients par une échographie hépatigun dosage de I'alphafoetoprotéine
sérique. En France, la cirrhose décompensée eH(@ @présentent la deuxieme cause de

transplantation hépatique apres la cirrhose algoel{4).
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D) Manifestations extra-hépatiques au cours de I'hgatite C

Le tropisme du VHC ne se limite pas seulement asutihépatique. En effet, il serait
également capable d’infecter les lymphocytes B ektTles monocytes, sans qu’une
multiplication dans ce type de cellule ne soit tadriement établie. Ce phénomeéne pourrait
expliquer les nombreuses manifestations extra-igepes associées a l'infection chronique
par le VHC dont le mécanisme est principalement imatogique. Ces manifestations extra-

hépatiques sont tres fréquentes et polymorphesfas| cliniques et biologiques.

Le tableau 1 répertorie les principales manifestetiextra-hépatiques retrouvées au cours

I'hépatite C chronique.

Tableau 1. Manifestations extrahépatiques associéad'infection par le VHC (4)

Atteintes extrahépatiques liees au VHC Prévalencéx)
Cryoglobulinémies mixtes 36-55%
Neuropathies périphériques 9-45%
Néphropathies glomérulaires membranoprolifératives 4-6%
Fatigue 36-67%
Arthralgies-myalgies 23-45%
Syndromes secs 9-67%
Vascularites systémiques de type périartérite nouee 1-2%
Thrombopénies auto-immunes 10%
Porphyries cutanées tardives 1-5%
Diabéte 14-33%

12
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Les atteintes extra hépatiques cliniques les pkgukntes, liées avec certitude au VHC, sont
les cryoglobulinémies mixtes (CM). Les CM sont desnplexes immuns circulants qui
précipitent a froid et se resolubilisent au récfamént. Le suivi prospectif de cohortes de
patients infectés par le VHC a montré la présengeedcryoglobulinémie mixte chez 36 a
55% d’entre eux mais seul un quart présente unreymal clinique de cryoglobulinémie
mixte. Celui-ci est historiquement caractérisé fmrtriade clinique purpura-arthralgies-
asthénie (anciennement appelée syndrome de crydigiéinie mixte essentielle). Les dépbts
de ces complexes au niveau des petits vaisseawemteaonduire au développement de
vascularites systémiques et de glomérulonéphritsmbmano-prolifératives. De nombreuses

autres atteintes viscérales peuvent survenir (4,9).

E) Diagnostic de I'infection par le VHC

Le diagnostic et le suivi de l'infection par le VHGnt appel a différents tests virologiques.
Les uns détectent des anticorps spécifiques, margjuadirects de l'infection ; les autres
mettent en évidence, quantifient et/ou caractérises constituants des particules virales
(ARN génomique et antigenes viraux), marqueursctirde l'infection (10).

La détection des anticorps anti-VHC dans le sérurteglasma est basée sur I'utilisation de
techniqgue immunoenzymatique sandwich de type EEAzgme ImmunoAssayDifférents
kits commerciaux existent et détectent les antkodprigés contre différents antigenes
structuraux et non structuraux du virus. Tous des résentent d’excellentes sensibilité et
spécificité.

La réalisation d’'un immunoblot au laboratoire (INNOA® par exemple) permet de
confirmer la spécificité de ces anticorps contre datigenes du VHC recombinants ou de
synthese, déposés sur une membrane de nylon.idatithh d’un immunoblot n’est pas
obligatoire. Dans la Nomenclature des Actes de dgiel Médicale (NABM), il est
recommandé de contrdler tout dépistage douteux amitifppar une deuxiéme technique
sérologique différente, sur un deuxiéme prélevemeans ce contexte, 'immunoblot peut
étre utilisé.

Des tests permettent la détection et la quantificade I'antigéne de capside du VHC dont le
taux est fortement corrélé au niveau de la chaiggdevARN du VHC. Néanmoins, la
sensibilité de ces tests reste insuffisante poumeire leur utilisation dans le suivi des

patients sous thérapie anti-VHC.
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La détection et la quantification de 'ARN du VH@rpdes techniques d’amplification de la
cible en temps réel de type PCRolymerase Chain Reactipsont reconnues comme étant
les techniques de choix pour le diagnostic deditibn VHC réplicative et son suivi (10).
Les techniques utilisées actuellement sont totadenoe partiellement automatisées. Les
résultats de charge virale VHC sont exprimés etesninternationales (Ul/mL) d’ARN VHC.
Ceux-ci posséedent une limite de détection de 19 @IAnL et une trés bonne spécificité.

Le génotype et sous type de VHC sont déterminésligmtechniques de biologie moléculaire
(PCR en temps réel) ou de séquencage de la rédgssb Mu virus selon la méthode de

'ANRS (Agence Nationale de Recherche sur le Stdasshépatites virales) (11).

F) Exploration de la fibrose hépatique

Une évaluation de la fibrose hépatique est indispiele au cours de I'infection chronique par
le VHC. Il s’agit de déterminer la séveérité desdas hépatiques, afin de décider la mise en
place ou non d'un traitement. Elle permet égalengensurveiller I'évolution des lIésions et
I'éventuelle survenue d’'une cirrhose.

Trois méthodes principales sont utilisables: la ghon biopsie hépatique (PBH), les
marqueurs sanguins et I'élastographie impulsioendttasonore (12).

La PBH, méthode invasive, reste la technique té¥erce. Au cours de I'hépatite chronique
C non traitée, les tests biologiques usuels réalde@ns le bilan initial (transaminases,
bilirubine, GGT, numération des plaquettes, taupm¢hrombine, etc.) ne constituent pas des
marqueurs suffisamment fiables de fibrose. Sedibeotesf, score qui tient compte de ces
différents parameétres, a été validé par des étpdbiées. D’autres scores (en particulier
FibroMétré® et Hepascof® ont des premiers résultats trés satisfaisantsitqaaleurs
performances diagnostiques mais ceci reste a cogrfir

L’élastographie impulsionnelle ultrasonore, ou B#marf, est validée. Dans les premiéres
études, une valeur inférieure a 5-7 kPa suggereabeence de fibrose significative et une
valeur supérieure a 13-15 kPa est en faveur destance d’une cirrhose.

Au cours de I'hépatite chronique C chez I'adulteyls le FibroteSt et le Fibroscah sont
utilisés comme tests « non invasifs » de fibrosec&s de discordance dans linterprétation

des 2 tests, une PBH est recommandée.
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lI- Le virus de I'hépatite C

A) La particule virale

Le virus de I'hépatite C appartient a la familles didaviviridae, seul représentant du genre
Hepacivirus. Cette famille regroupe IBavivirus mais aussi lepestiviruset les virus des
hépatites G (10).

Le VHC est un petit virus enveloppé de 55 a 65 mndihmeétre. Son génome est constitué
d’'un ARN monocaténaire de polarité positive, d’eari 9600 paires de bases. L’ARN viral
est contenu dans une capside protéique a symétsadadrique. Cette capside est entourée
d'une enveloppe lipidique dérivée par bourgeonnémdes membranes du réticulum
endoplasmique, dans laquelle sont insérées leipest virales spécifiques E1 et E2

organisées en complexes dimériques (Figure 1).

Hétérodimere E/E2

2
S/ Yot Enveloppe Virale
Rz = X?} ARN Viral
JN% éﬁ? \\/g‘,
IS e
E \?\“ e e >
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Capside
; ::5%9

m%? 7
M Heétérodimbre EI/E2
I

Figure 1. Structure de la particule du VHC (7)
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Le génome viral est constitué de trois régions’am3’ (Figure 2) :

* une région 5 non codante comprenant 341 nucléntidgest la région la plus
conservée du génome. Elle forme des structuresndares complexes formées de
tiges et de boucles. Cette région comporte urdsiatrée du ribosome (ou IRES pour
Internal Ribosomal Entry Siteessentiel pour le phénomeéne d'initiation de la
traduction de la polyprotéine, mais également gnaid’encapsidation indispensable
a la formation de la nucléocapside virale. Cettgore intervient donc essentiellement

dans les étapes de traduction et de réplicatiorirds.

* un cadre de lecture ouvert unique contenant 902413 nucléotides. Il permet la
synthése d’un précurseur polyprotéique clivé erseiit 10 protéines virales avec de 5’
en 3 : les protéines structurales (protéines ¢sida C et glycoprotéines d’enveloppe
El et E2) et les protéines non structurales NS {52, NS3, NS4A, NS4B, NS5A,
NS5B).

* une extrémité 3' non codante impliquée dans legs®gs de réplication.

Genome
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Figure 2. Représentation schématique du généme du VHC, de la traduction du cadre de lecture
ouvert et de la maturation post-traductionnelle des protéines virales (12)
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B) Cycle de multiplication virale

1) Fixation du virus et entrée dans la cellule

La fixation du virus a I'hépatocyte constitue lamiére étape du cycle de réplication virale.
L’attachement du virus sur la cellule hote faiemenir notamment les protéines structurales
El et E2 du VHC, ainsi que de nombreux récepteitugssa la surface des cellules cibles.
L’entrée du virion effectuée, la nucléocapside asts libérée dans le cytoplasme. Cette
décapsidation libére alors I'ARN viral de polariggositive dans le cytoplasme de

I'hépatocyte(7,13).

2) Traduction de I'ARN viral

L’ARN génomique viral une fois libéré dans le cyiagme sert d’ARN messager. Il est alors
traduit au niveau du réticulum endoplasmique dieent en une grande polyprotéine. Cette
polyprotéine précurseur est ensuite clivée parptegtases cellulaires et virales, donnant
ainsi naissance aux différentes protéines viratesctsirales (capside, E1 et E2) et non
structurales (p7, NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A, NS&63).

3) Réplication virale

La réplication virale est sous la dépendance duptexe de réplication formé par la protéine
NS5B avec les autres protéines non structurale,(N&3, NS4A, NS4B, NS5A), mais
eégalement avec des protéines cellulaires de I'héte.

La protéine NS5B joue un réle primordial dans cecpssus de réplication. Il s’agit d’'une
ARN polymérase ARN-dépendante.

La protéine NS3 possede une activité de protéaate\at assure, via son activité hélicase et
NTPase, un déroulement des structures secondaingslexes, facilitant ainsi 'amorcage et
I'élongation de la matrice ARN.

La protéine NS5A régule aussi cette réplication.pratéine NS4B servirait d’ancrage au
complexe de réplication et régulerait ainsi 'aitévde la polymérase. D’autres acteurs viraux
interviendraient dans ce mécanisme de réplicatiorregte encore, a I'heure actuelle, assez

peu connu.
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La réplication s’effectue en deux étapes par 'ARdlymérase ARN dépendante : celle-ci
synthétise d’abord un brin d’ARN négatif qui seavensuite de matrice pour la synthése de
nombreux brins d’ARN positifs, qui seront alors @psidés, formant les génomes des

particules virales néoformées (7,8,13).

4) Assemblage et sécrétion des virions

Une fois les nucléocapsides formées, celles-ciiaogpnt une enveloppe par bourgeonnement
dans les membranes du réticulum endoplasmique efgalgi. Les particules virales

nouvellement synthétisées sont libérées de laledifdte par exocytose (8).

Depuis quelques années, des cibles pour de futitsments de l'infection par le VHC sont
étudiées, grace a differents modeéfesitro (14) (Figure 3):
- des inhibiteurs d’entrée du virus dans la celluidec
- des inhibiteurs de la protéase NS3 du VHC dont deédicaments ont récemment
obtenu l'autorisation de mise sur le marché : leéipoévir et télaprévir (inhibiteurs de
protéase dits de premiére génération).
- des inhibiteurs de NS5A
- des inhibiteurs de la polymérase NS5B
- des inhibiteurs de la cyclophiline

- des inhibiteurs d’assemblage et de relargage partecule virale.

Inhibiteurs de
polymérase

|, ieni susomisy

/

D '
1

Inhibiteurs
de protéase
NS344

Inhibiteurs |
d’hélicase ) :
NS3 Cyclophiline B

Asselah T et al. Liver International 2009

Figure 3. Cycle de réplication du VHC et cibles pantielles des traitements actuels ou en cours de
développement
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C) Génotypes et variabilité génétique du VHC

1) Origine de la variabilité du VHC

Le génome du VHC, comme de nombreux virus a ARN,cesactérisé par sa grande
variabilité génétique. Celle-ci résulte en partiendanque de fidélité de son ARN polymérase
ARN-dépendante, responsable de la réplicationnguiomporte pas d’activité de relecture ni
de correction (absence d'activité 5-3° exonuclgasi correctrice ou activité¢ de
« proofreading») ; elle accumule ainsi les erreurs au cours chgdes de réplication
successifs. Le taux d'erreur de cette polymérasel@$ordre de 10 a 10° par nucléotide
copié. Ainsi, chaque nouvel ARN synthétisé contiemgiron une substitution nucléotidique
par rapport a la séquence mere (4).

Certaines mutations, dites silencieuses ou synosyne retentissent pas sur la structure en
acides aminés de la protéine virale, mais peuwanit an impact sur la structure secondaire
de 'ARN génomique. D’autres mutations ponctuelldges non synonymes, entrainent la
modification de la structure des protéines et I'dfgaace de variants. Enfin, certaines
mutations sont létales pour le virus et conduisenfa production de particules virales
défectives. La majorité des séquences virales étinfies au cours de la réplication du VHC
sont défectives. Cependant, les zones du génomespondant a des fonctions essentielles
pour le virus (traduction et réplication notammeni) présentant des contraintes structurales

importantes (extrémités 3’ et 5’ non codantes) semplus conservées (15).

2) Variabilité du VHC a I'échelle mondiale

Cette variabilité du VHC a été a l'origine de I'émence et de la diversification des différents
génotypes viraux au cours de I'évolution.

L’analyse phylogénique de séquences de souchekesvidu VHC isolées au travers des
différents continents a permis d’identifier 6 gresp principaux de virus appelés

« génotypes », numérotés de 1 a 6 et plus d'un@ioende « sous types », identifiés au sein
de chaque génotype par une lettre minuscule (gpedty, 1b...) (16).

Les différents génotypes different les uns deseaufrar 31 a 34% de leur séquence

nucléotidique et environ 30% de leur séquence ates@minés. Les sous types different les
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uns des autres par 20 a 23% de leur séquence hdigjge, avec des difféerences importantes
selon la région du génome considérée (4).

La nomenclature actuelle repose sur la topologe atbres obtenus par I'analyse du lien
phylogénétique entre les variants viraux. Les vasia@lu VHC sont ainsi classés en six clades,
puis en sous-types correspondant aux sous ensenddesvirus les plus reliés

phylogénétiquement au sein d'un méme clade (15).

Distribution géographigue des génotypes :

La répartition géographique des différents génatymgie en fonction des continents (Figure
4). Les génotypes 1, 2 et 3 sont ubiquitaires alescprévalences variables d’'une région a
l'autre. Le génotype 1 est le génotype le plusdetgment rencontré a travers le monde. Les
sous types la et 1b sont majoritairement répandu8neérique du Nord, au Japon et en
Europe, de méme que les sous types 2a et 2b. haitigm des génotypes 4, 5 et 6 apparait
restreinte a certaines régions du globe. Le VH@é&otype 4 est frequemment observé dans
le pourtour méditerranéen (notamment Egypte, Mdeent, Afrique du Nord). Le génotype

5 est localisé principalement en Afrique du Subtketénotype 6 dans les pays d’Asie du Sud-
Est (15).

En Europe de I'Ouest et notamment en France, l®otgpa 1 (sous types la et 1b) est
responsable de 60 a 65% des infections, tandisiguén 20% des malades sont infectés par
le génotype 3a. Les autres principaux génotypes2@at 4a) sont responsables de la plupart

des cas restants (4).

1,2,345

: '_l.,2_.‘§ / _ \ 1b;2a, _ 1b2
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Figure 4. Répartition géographique des principauxyénotypes et sous-types du VHC (15)
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3) Variabilité du VHC a I'échelle individuelle

Du fait des erreurs commises par 'ARN polymérasee hétérogénéité des populations
virales chez les individus infectés est retrougeeffet, le VHC ne circule pas sous la forme
d’'une population homogéne de virions identiques,snmeous la forme d'un mélange

complexe, en équilibre instable de variants viragenétiguement distincts mais apparenteés,
appelé « quasi-espéece » (4). Par définition, lemne viraux d’'une quasi-espece présentent
entre eux au moins 90% d’homologie de séquence [(R7yuasi-espéce virale comprend un
ou plusieurs variants, quantitativement prédommaainsi qu'une multitude de variants

mineurs.

Le degré d’hétérogénéité au sein de la quasi-espeuat étre évalué a deux niveaux: la
complexité génétique qui désigne le nombre totalvdeants viraux identifiés dans un
prélevementytra deep sequencifgt la diversité génétique définie comme étamistance
génétique moyenne entre les différents variantgposant une quasi-espece. A un instant t, la
guasi-espece d'un patient infecté est en équilitamsitoire. En effet, les quasi-especes se
modifient en permanence pour s’adapter a I'envieoment sous l'influence de pressions
évolutives (réponse immunitaire de I'héte, traitetseantiviraux). Celles-ci peuvent induire

une modification, plus ou moins brutale, de la cosifon de la quasi-espece.
La distribution en quasi-espéces joue un réle pritiab dans la persistance de I'infection, le

tropisme cellulaire des variants viraux, I'échappetma la réponse immunitaire et les

mécanismes de résistance du virus aux antiviraux.
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llI- Traitement de I'hépatite C

A) Quelques définitions

Le suivi virologigue au cours du traitement de phBte C chronique repose sur la
quantification de I’ARN viral du VHC (charge vira{€V)).

L’objectif de ce traitement est I'obtention d’'ur@ponse virologique soutenue (RVS), définie

par I'indétectabilité de la CV VHC (<50Ul/mL), 2émaines apres la fin du traitement.

L’'optimisation du traitement antiviral est réalisékepuis quelques années, grace au suivi
virologique : on parle de Réponse Thérapeutiqued&ji ce qui améne a la définition de

différentes situations.

Différents profils de réponse peuvent étre défamsfonction de la réponse virologique au

traitement antiviral (Figure 5) :

Réponse virologique rapide (RVR ORapid Virological Responye ARN du VHC
indétectable a la quatrieme semaine (=S4) detnaiht £50U1/mL).

* Réponse virologique rapide étendue (eRVR) : ARNHIC indétectable a S4 et S12.

* Reéponse virologique précoce complete (RVPc) : ARNVEHC détectable a S4 mais

indétectable a S12 et cela jusqu’a la fin du tradset.

* Reéponse virologique précoce partielle (RVPp) : eldd 'ARN du VHC > 2log a S12
mais détectable & S12, et qui devient indétectal§24 et jusqu’a la fin du traitement.

* Non répondeur (NR olNull Response chute de moins de 2log de I'ARN du VHC a
S12 de la bithérapie
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* Non répondeur partiel (PR drartial Responge chute de la charge virale VHC de
plus de 2log a S12 mais qui reste détectable &53%24.

* Echappement : réapparition de 'ARN du VHC apré® ugponse virologique a

n'importe quel moment du traitement.

* Rechute : réponse au traitement antiviral avec Ghe indétectable a la fin du

traitement mais réapparition de 'ARN du VHC daes 6 mois suivant I'arrét.

Hull response
x > Relapse

Partial response

HCW RNA level

i etuction Nmi

0 4 E‘EEIEEEI2!23325&4&#435255&&54“?2
Weeks

Figure 5. Différents profils de réponse aux antiviaux: non répondeurs, répondeurs partiels et
rechuteurs(18)
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B) Traitement standard de I'hépatite C

L’objectif du traitement antiviral est d’obtenir @radication virale permettant la guérison de
l'infection VHC mais aussi de stabiliser, voire thre régresser les lésions de fibrose

hépatique.

1) La bithérapie standard

Au cours des dernieres années, le traitement ealtide référence a reposé successivement
sur I'usage d’interféron (IFN) alpha standard, puie bithérapie par IFN alpha+ ribavirine et

aujourd’hui I'association IFN alpha pégylé et ribae.

a) Mécanisme d’action et utilisation de l'interféramn

Les IFN sont des cytokines endogenes secrétéesemmnse a de nombreux stimuli,
notamment les infections virales. Il en existe @ihts types dont les IFN alpha, béta et
lambda.

Les deux IFN alpha ayant actuellement I'autorigatie mise sur le marché pour le traitement
de I'hépatite C sont les IFN alpha-2a pégylé (Pgsja®t alpha-2b pégylé (Virafer8p(19).

La pégylation de I'lFN alpha par du polyéthyleng/agl diminue la clairance rénale du
médicament, prolongeant ainsi sa demi-vie et antgné sa concentration plasmatique; ceci
permet une administration hebdomadaire du médicamen

Leur administration est hebdomadaire, par voie ®oitsnée, a la dose de 180 microgrammes
pour I''FN alpha-2a (Pegasyls et de 1,5 microgrammes/kg pour I'lFN alpha-2b
(ViraferonPef).
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Dans I'hépatite C chronique, I'lFN alpha agit p#fétents mécanismes :

* une activité antivirale,

e une activité immunomodulatrice : notamment via acévation des lymphocytes T
cytotoxiques et NK (Natural Killer), une augmentatdes molécules HLA de classe |
sur les cellules infectées et une prévention gmptose des cellules T,

* etune activité antiproliférative (8).

b) Mécanisme d’action et utilisation de la ribavirne

La ribavirine est un analogue nucléosidique deungsine ayant des propriétés antivirates
vitro vis-a-vis de nombreux virus. Son mécanisme d’aat@ste en partie non élucidé.

In vivo, I'activité antivirale directe de la ribavirinersle VHC reste modérée. Cependant, la
ribavirine posséde une synergie d’action et pabse ainsi I'effet antiviral de I'lFN alpha.

La ribavirine est administrée par voie orale enxdptuses quotidiennes matin et soir au
moment des repas. La posologie de la ribavirineedépu génotype viral et du poids du

patient. Les spécialités disponibles en France Gopegu$ et Rebetdi.

2) Tolérance et effets indésirables de la bithérapie

La bithérapie par IFN et ribavirine entraine de boenx effets indésirables chez les patients a
la fois somatiques mais aussi parfois psychiatsgadtérant fortement leur qualité de vie.
Une mauvaise tolérance de la bithérapie conduitsdi) a 15% des cas a un arrét

thérapeutique, compromettant les chances d’obtedtime éradication virale (4).

a) Effets indésirables induits par I'lFN alpha

De nombreux effets indésirables sont induits patilisation d’IFN alpha. Ceux-ci sont
fréquents mais généralement bénins et réversibléarr@t du traitement. L'un des plus
fréequents est le syndrome pseudo-grippal, prédams plus de 50% des cas et regroupant

différents symptomes : fievre, frissons, céphaléasurs, arthralgies et myalgies.
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Une asthénie est retrouvée chez environ 70% deenfmt D’autres manifestations telles

gu'une anorexie ou une perte de poids peuvent sinapres quelques semaines de
traitement.

L’IFN alpha est responsable d’affections psychipteis et de neurotoxicité, altérant la qualité
des patients traités. La dépression est la maaifestla plus souvent rencontrée avec une
prévalence estimée entre 16 et 31% (4,8,19).

D’autres effets indésirables sont également déonitsme des manifestations hématologiques
(neutropénie ou thrombopénie) présentes chez en@id® des patients, des manifestations
cutanées, des troubles digestifs (a type de nawtéesmissements, douleurs abdominales,

diarrhées ou constipation), des dysthyroidies,tane et dyspnée.

b) Effets indésirables induits par la ribavirine

Le principal effet indésirable induit par la ribeme est d’ordre hématologique avec
I'apparition rapide et fréquente d’'une anémie ngitast souvent une diminution de posologie
de la ribavirine. Une prescription d’érythropoiétirest parfois nécessaire.

Un test de grossesse devra étre effectué chemladeavant toute initiation de traitement, du
fait de la forte tératogénécité de la ribavirine plus, une contraception efficace devra étre
poursuivie chez chacun des partenaires pendantl@éouaitement et plusieurs mois apres
I'arrét du traitement (19).

Des manifestations cutanées sont également obsegrégtions cutanées, prurit, sécheresses
cutanée, alopécie...

De nombreux autres effets indésirables sont reéetels que I'apparition d’une toux séche,

troubles digestifs, atteintes psychiatriques, gegi(4,8)...

2) Schéma de la bithérapie standard et indications #rapeutiques

La durée standard de la bithérapie est de 24 semaibelle-ci dépend de la réponse

virologique mais également du génotype du VHC.
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Chez les patients obtenant une RVR lors d’une fidiegar un virus de génotype 2 ou 3 et
avec un niveau initial bas de charge virale (<400-800 000 Ul/mL), le traitement peut
parfois étre raccourci a 16 semaines.

Les patients infectés par un génotype 2 et 3 aitaya stade avancé de fibrose, une cirrhose
ou certains facteurs de risque de mauvaise répanstaitement comme une insulino-
résistance, un syndrome métabolique ou une stéatgsatique non virale ne doivent pas
recevoir un traitement antiviral raccourci a 16 agares.

Concernant les infections par les virus de génopé et 6, elles doivent bénéficier du

schéma de 48 semaines (20).

Les indications de traitement reposent sur :

» [I'évaluation des Iésions histologiques hépatiques,

» des facteurs individuels tels que l'age, laltaratide la qualité¢ de vie, les
comorbidités, la présence de manifestations expatiques telles que
cryoglobulinémies mixtes mais également sur laivaton du malade pour initier un
traitement,

» les facteurs virologiques, tels que la charge eirat le génotype du VHC en
particulier, sont essentiels a connaitre lors dprise en charge du patient. Ceux-Ci
peuvent entrainer des différences de réponse itentient et permettre 'acces ou non

a de nouvelles molécules antivirales.

a) Patients naifs de traitement antérieur

La sévérité de l'infection VHC est principalemegfidie par le degré de fibrose hépatique.
Chez les patients atteints d’hépatite chroniqueinmén(score METAVIR FO ou F1), le
bénéfice a long terme du traitement n’était pasoentotalement établi lors de la derniére
conférence de consensus francaise de 2002 (21uiD&011, les recommandations de
'EASL, (European Association of the Study of the Li8R) proposent des indications plus
larges de traitement en suggérant une bithérdgie tous les patients naifs, quelle que soit la
sévérité de I'atteinte hépatique, avec une disonsail cas par cas pour les patients ayant une

atteinte hépatique minime.
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Du fait du risque de progression de la fibrose dasanalades non traités, une surveillance au
minimum annuelle est indispensable, selon les rezamdations de la Haute Autorité de
Santé (HAS) (21).

En cas de fibrose non sévere (FO-F1), il est temopte des facteurs connus de progression de
la maladie hépatique, ainsi que des symptomes letmetivation du patient (23).

La présence d'une hépatite chroniqgue au stade FE3Jule fibrose est une indication
reconnue de traitement, quel que soit le degréidigenécrotico-inflammatoire.

Le traitement devra étre initié rapidement chezplasents avec une fibrose avancée (score
METAVIR F3-F4).

Chez les patients atteints de cirrhose (score MERAW4), le but du traitement n’est pas
seulement d’atteindre une réponse virologique smgtemais aussi de stabiliser l'infection et
ainsi de limiter les complications évolutives de darhose, notamment le carcinome
hépatocellulaire (CHC).

Le traitement antiviral est contre-indiqué en cagidrhose « décompensée ».

b) Patients rechuteurs et non répondeurs

Le taux de rechute aprés traitement par IFN alggylg et ribavirine est de l'ordre de 15 a
25% en fonction du génotype viral et dépend du nmdragartir duquel la charge virale ARN
VHC est devenue indétectable pendant le traiteif@nt

Un traitement associant I'lFN alpha pégylé et lzavirine était proposeé jusqu’a récemment

aux patients ayant rechuté aprés une monothérapi€&N ou bithérapie en échec (21).

c) Patients transplantés hépatiques pour cirrhosewoCHC liés au VHC

La récidive de I'infection VHC est quasi constaolez ces patients. Une charge virale VHC
élevée, la survenue d’'une hépatite symptomatiqueneuforte immunosuppression sont des
facteurs défavorables d’évolution de I'infection &Hjui ameénent a poser la question d’'un

traitement.
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d) Patients au stade d’hépatite C aigué

Le diagnostic doit étre précoce car la mise enepldwn traitement au tout début de
I'infection permet d’éviter le passage a la chrdgicans plus de 80% des cas (24). Cette
démarche s’appliqgue notamment aux contaminationagradent d’exposition au sang.

e) Patients co-infectés VIH-VHC

Tous les patients infectés par le VIH doivent éthépistés pour le VHC, avec un
renouvellement annuel du dépistage et en cas d'anigition des transaminases.

La co-infection VIH-VHC est associée a une sévédterue des lésions histologiques
hépatiques et a une évolution plus fréquente et q@pide vers la cirrhose, en particulier chez
les patients avec un taux de lymphocytes T CD4 hasfréquence des cirrhoses, des
décompensations hépatiques, des carcinomes héglhtlaices est accrue (25). Le risque
d’évolution vers la cirrhose est 2 a 5 fois plugpariant et dans un délai plus court chez les
patients infectés par le VIH (26).

Dans ce contexte, l'infection par le VIH doit ét@ntrdlée, afin de restaurer 'immunité (25).
Si l'infection chronique par le VHC est diagnostguavant qu’un traitement antirétroviral ne
soit nécessaire pour l'infection par le VIH, il estcommandé de traiter d’abord le VHC (rares
cas).

La place de la bithérapie est tres restreinte s étre envisagée, en cas de non possibilité
d’adaptation de traitement antirétroviral (interacs médicamenteuses), chez les malades
naifs, de génotype 1 ayant des facteurs prédidéfeonne réponse au traitement (fibrese
F2, génotype C/C de I'lL28B et charge virale < @0 Ul/mL) (27).

Des essais de traitements par trithérapie anti-\¥bi@ en cours d’évaluation chez les patients
co-infectés par un VHC de génotype 1 (28). La cidpbté de la trithérapie anti-VHC ne
modifie pas fondamentalement les indications ditetreent mais ses modalités (27). Un
traitement anti-VHC doit étre discuté chez tousthedades naifs ayant une hépatite chronique
C (sauf cirrhose décompensée). Le traitement det debuté rapidement chez les malades
ayant une fibrose sévére (F3-F4) et est indiqgue td& malades ayant une fibrose modérée
(F2). Chez les malades ayant une fibrose non sé€1), I'indication du traitement est
envisagée au cas par cas. Le traitement de choixlpdfection VHC de génotype 1 doit étre

la trithérapie anti-VHC pour optimiser les chandessucces.
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4) Facteurs prédictifs de réponse au traitement

Les principaux facteurs prédictifs de réponse vgaue soutenue sont les suivants (22):
» le génotype du virus de I'hépatite C,
* le polymorphisme génétique de I'lL28B, localisé derchromosome 19, dans la
région codant pour I'lL28B (ou IFN lambda 3),

» le stade de fibrose hépatique.

a) Génotype du VHC

Connaitre le génotype du VHC est indispensable tagtamitier un traitement car celui-ci
conditionne le choix de traitement utilisé (bi oth&érapie), ainsi que sa durée.

Il s’agit du principal facteur prédictif de réponaa traitement chez les patients traités par
bithérapie (29).

La probabilité d’obtenir une réponse virologiqueitemue (RVS) avec le traitement standard,
chez les patients infectés par un virus de gémrolypest moins élevée que chez les patients
infectés par d’autres génotypes. Le taux de RVZ dbe patients infectés par un virus de
génotype 1 varie entre 41% et 52% aprés 48 semaieebithérapie pégylée alors qu'il est
compris entre 76 a 84% pour les patients infech@sip virus de génotypes 2 et 3 (2,4).

Dans les études, un taux de RVS sensiblemenlemedst observé chez les patients infectés
par un virus de génotypes 2 (RVS=74%), que chegdastypes 3 (RVS=69%) traités par 24
semaines de bithérapie (30).

La probabilité d'obtention d’'une RVS chez les paifseinfectés par des génotypes 5 et 6 est
similaire a celle des génotypes 2 et 3 (29).

Le taux de RVS chez les génotypes 4 est de I'atdré5 a72% (31).

Le sous-type a également son importance. En édféaux de RVS chez les patients infectés
par un sous type la (30,6%) est plus faible que @eepatients infectés par un génotypes 1b
(39%) (29).
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b) Polymorphisme génétique rs 12979860 de I'lL 28B

Desétudesd'association génétique pangénomiqueEsgéme-wide association stu@WAS)

ont permis d’identifier des polymorphismes géné&mu(SNP poursingle nucleotide
polymorphismh en amont du géne codant pour I'lFN lambda-3 (b28B), associés a la
réponse au traitement par IFN PEG et ribavirinepbils statistique de ce parametre parait
similaire a celui du génotype viraChez les malades de génotype 1 et 4, le génotype de
I'IL28B est apparu comme un facteur prédictif deR{32,33).

Dans le premier travail mené aux Etats-Unis, unedrygotie de l'allele C en position rs
12979860 s’accompagne d'un meilleur taux de guerisoologique, apres traitement
standard, par rapport aux hétérozygotes C/T ouhamxozygotes T/T, quelque soit l'origine
des patients infectés par le VHC de génotype 1 (86f$us 25%) (33). Ce polymorphisme
est plus fréquent chez les sujets américains dimrigsiatigue ou européenne que ceux
d’origine africaine, ce qui pourrait expliquer leifférences d’efficacité virologique
observées sous traitement au sein de ces popwation

Chez les patients homozygotes C/C d’origine caeoasi (soit environ 30% des malades), le
pourcentage de RVS est de 69% contre respective3Béntet 27% pour les génotypes T/T et
CIT (34).

Le pourcentage de guérison observé chez les malafesans fibrose sévere traités par
bithérapie est voisin de celui obtenu sous trithigraAinsi, la détermination du génotype de
I'IL28B et du degré de fibrose chez les maladegéeotype 1 permet d’identifier un sous
groupe de malades chez lesquels une bithérapiegpiogire suffisante (23).

Une réponse virologique rapide (RVR) est obtenuezcB8% des malades C/C contre
seulement 5% des malades C/T et 5% des malade$1@3.de 80% des malades ayant une
RVR sont homozygotes C/C.

La RVR est un facteur puissant de réponse virolagisputenue et cela indépendamment du
polymorphisme IL28B. Ainsi, en cas de RVR et celque soit le génotype IL28B, les
chances de RVS sont supérieures a 90%. En 'absencBRVR, la RVS n’est obtenue que
chez 60% des malades.

Dans ce groupe de patients, la trithérapie anti-\iroigmente probablement pas les chances

de RVS mais permet une réduction de la durée derrant a 24 semaines.
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c) Fibrose hépatique

Le stade de fibrose hépatique intervient égalersenime facteur prédictif de réponse au

traitement. Plus la fibrose hépatique est impoeigpius le taux de RVS sera faible (31).

De nombreux autres facteurs interviennent sur Veau de réponse au traitement antiviral
comme le niveau initial de la charge virale ARN VHE& dose et durée du traitement, les
facteurs liés au patient comme lindice de massparelle, I'dge, I'origine ethnique, le
diabéte, le sexe, les caractéristiques de la neltaghatigue comme par exemple le niveau des
ALAT et GGT (35).

3) Suivi virologique et régles d’arrét de la bithérape standard

a) Suivi virologique de la bithérapie standard

Le suivi virologigue au cours du traitement de phtite C chronique repose sur la
guantification de 'ARN viral du VHC.

La premiére charge virale doit étre mesurée a JQraitement. Dans le but de suivre
I'efficacité du traitement et d’optimiser la durée traitement, la réponse virologique VHC
doit ensuite étre évaluée aux semaines S4, S124etaSa fin du traitement et 24 semaines

apres la fin du traitement pour affirmer I'obtemtidune RVS (20).

Le suivi virologique au cours du traitement anaviest essentiel car il permet d’adapter sa
durée en fonction du profil de réponse a la bithiéavoire de l'interrompre en cas de
réponse insuffisante. On parle de « traitement@pat la réponse virologique » ou RGT pour

Response-Guided Therapy

La probabilité d'obtention d'une RVS est directememroportionnelle a la durée
d’indétectabilité de ’'ARN du VHC (Figure 6).
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Figure 6. Probabilité d'obtention d'une RVS en fontion de la réponse virologique au cours des premiés
semaines de bithérapie standard (20)

b) Regles d’arrét de la bithérapie standard :

Le traitement antiviral devra étre arrété a S1a sharge virale n’a pas baissé de plus de 2log
Ul/mL par rapport a sa valeur initiale de débuttdetement. Dans ce cas, la probabilité
d’obtenir une RVS avec la bithérapie standardréétieure a 2%.

Le traitement sera également arrété si la chargdevieste détectable a S24 (probabilité
d’obtention de RVS : 1-3% dans ce cas) (20).

5) Efficacité du traitement standard

a) Efficacité de la bithérapie chez les patients fifs :

Chez les patients traités par bithérapie, le gggeotu virus est le principal facteur prédictif
de réponse au traitement. (Cf chapitre Facteudiqii®s de réponse au traitement). Le taux
de RVS obtenu est meilleur chez les patients iageptar un VHC de génotype 2 et 3, que
ceux infectés par un génotype 1 (2).

La probabilité d’obtention d’'une RVS dépend égalentkl stade de fibrose hépatique : dans
I'étude «Hepatys» incluant 2066 patients, le taux de RVS chezslgsts infectés par un
VHC de génotype 1 atteignait 69% chez les patiEQ{s44% chez les patients F1-F2 et 31%
des patients F3-F4 (36).
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b) Efficacité de la bithérapie chez les patients ohuteurs et non répondeurs :

Les patients rechuteurs apres traitement par IFkhenothérapie répondent a la bithérapie
dans 32 a 53% des cas (37).

Chez les malades infectés par un virus génotypmn ¥chec thérapeutique aprés bithérapie
pégylée, un deuxieme essai thérapeutique idenéigtraine un taux de RVS de 23% chez les

patients rechuteurs et de 6% chez les non réposi¢aay.

Pour les sujets nayant pas répondu a une prenmiénérapie par IFN alpha pégylé et
ribavirine, répéter ce méme schéma thérapeutiquefiisace pour seulement 9 a 15% des
patients, tous génotypes confondus contre seulefn& 6% pour les génotypes 1 (38,39).

Réintroduire une bithérapie n’est donc pas recona@ahez les patients infectés par le VHC

de génotype 1 aprés échec d’une premiere bithe(ap).

Chez ceux-ci, les nouvelles thérapeutiques anti-VatZamment les inhibiteurs de protéase

du VHC, montrent un réel intérét et semblent tmesetteurs.
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C) Les inhibiteurs de protéase du VHC

Récemment, deux nouveaux medicaments appartenangé aouvelle classe thérapeutique
antivirale tres prometteuse, les inhibiteurs dagase du VHC, ont obtenu l'autorisation de
mise sur le marché : le télaprévir (Inciyen septembre 2011 et le bocéprévir (Victf@lisn
juillet 2011. lls appartiennent a la classe desvaatix d’action directe (« DAA » pour
« Directly Acting Antivirals»)

Il s’agit d’'inhibiteurs de protéase du VHC de prémi génération. Une seconde vague

d’inhibiteurs, dits de deuxieme génération, est@urs de développement.

1) Efficacité des trithérapies anti-VHC

L’efficacité des traitements par IP du VHC, utiitde bocéprévir ou le télaprévir, associés a
la bithérapie standard a été évaluée lors de pitssiétudes de phase Ill, multicentriques,

randomisées en double aveugle, contrélées veraushm.

» Des études ont étudié I'efficacité et la toléradaeboceprévir:

» [|'étude SPRINT-2 (Serine PRotease INhibitor Ther2py40) a été conduite chez
1099 patients atteints d’hépatite C chronique deotype 1, naifs de tout traitement.

Elle a été menée dans 149 centres internationaux.

e létude RESPOND-2 (41) (Retreatment with HCV SeriReotease Inhibitor
Boceprevir and Peg-Intron/Rebetol 2) a été menéz @04 patients issus de 78
centres internationaux, atteints d’hépatite C cioom de génotype 1, rechuteurs ou

non répondeurs a une bithérapie pégylée antérieure
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Le bocéprévir dans ces études était utilisé :

* soit associé a la bithérapie standard par IFN aigfigylé et ribavirine pour une durée
totale de 48 semaines de traitement (bras BOC PR48)

» soit associé a la bithérapie standard pendant ®dises (SPRINT-2) ou 32 semaines
(RESPOND-2) puis protocole de traitement guidélpaéponse (TGR) en fonction de
la réponse virologique a S8.

Dans toutes ces études évaluant le bocéprévirphase initiale de 4 semaines de bithérapie
standard (phase diead-in) était utilisée.

» Pour le télaprévir, l'utilisation de la trithérapagg&marre d’emblée pour une durée

maximum de 12 semaines avec relais par bithérsgelard :

» L’étude ADVANCE (42) a évalué l'efficacité de dewchémas thérapeutiques de
télaprévir (8 ou 12 semaines) associé au peginterfélfa-2a et a la ribavirine
(pendant une durée totale de 24 ou 48 semaines T@-PR-TGR ou bras T12-PR-
TGR) versusle peginterféron alfa-2a et la ribavirine (48 sarag) (bras PR48) chez

1095 adultes atteints de VHC génotype 1 naifsaletnent antérieur par IFN alpha.

» L’étude REALIZE (43) a comparé l'efficacité de desghémas thérapeutiques de
télaprévir, associé au peginterféron alfa-2a et aibavirine, versusla bithérapie
pégylée par IFN alpha-2a et ribavirine (PR) chez pétients adultes atteints de VHC

génotype 1 en échec a une bithérapie antérieure.

Le critere de jugement principal de ces études liese Il était la réponse virologique
soutenue (RVS) définie comme la proportion de p&i@résentant une charge virale ARN-

VHC indétectable 24 semaines apres la fin du tregtd.

Les principales données de RVS obtenues dansudsséont rassemblées dans le tableau 2.
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Les deux études SPRINT-2 et RESPOND-2 ont permiaatgrer que la trithérapie associant
le bocéprévir a la bithérapie pégylée permet urgrigon d’environ deux tiers des patients
naifs (SPRINT-2) et de plus de deux tiers des pistieechuteurs (RESPOND-2), soit une
nette amélioration du taux de RVS par rapportkitteérapie standard (PR48).

Cette efficacité du BOC est également déemontrée lgsepatients non répondeurs, puisque la
trithérapie permet une guérison d’environ la moités patients, contre seulement 7% avec
une bithérapie standard (RESPOND-2).

Les études REALIZE et ADVANCE ont également prol&ésupériorité de la trithérapie
comprenant du télaprévir par rapport a la bithéatandard, permettant un gain de RVS
d’environ 30% chez les patients naifs (ADVANCE) déénviron 48% chez les patients

rechuteurs ou non répondeurs (REALIZE).
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Tableau 2. Efficacité du bocéprévir et du télaprévidans les études de phase Il (40-43)

Etudes de phaselP évalué Nombre de Population de I'étude Bras testés RVS Bras RVS Gain de
1] patients inclus % comparateur % RVS
SPRINT-2  Bocéprévir 1099 Patients naifs BOC-TGR 63,3% PR48 38%  +25,3%
BOC-PR48 66,1% +28,1%
RESPOND-2  Bocéprévir 404 Patients rechuteurs ou nonBOC-TGR 58,6% PR48 21,3% +37,3%
répondeurs
BOC-PR48 66,5% +45,2%
ADVANCE Télaprévir 1095 Patients naifs T12-PR- 75% PR 48 44% +31%
TGR
+25%
T8-PR-TGR 69%
REALIZE Télaprévir 662 Patients rechuteurs ou non TPR 64,3% PR 48 16,7% +47,6%
répondeurs simultané
TPR différé 66,3% +49,6%
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Efficacité des trithérapies anti-VHC chez les patiets co-infectés VIH-VHC (27) :

Les premiers résultats d’efficacité et de tolérades IP de premiére génération chez les
patients co-infectés par le VIH et le VHC reposamt deux essais de phase Ill, menés chez

des patients de génotype 1, naifs de traitemerntectnVHC.

Le premier essai a évalué une trithérapie comptahatélaprévir, du Peg-IFN alpha-2a et de
la ribavirine. Deux groupes de patients ont étésttu@s : un premier groupe de 13 patients
ayant un taux de lymphocytes T CB400/mnf, naifs de tout traitement antirétroviral et un
2°™ groupe de 47 patients, sous traitement antiréabvyant un ARN du VIH < 50

copies/mL. 71% des patients étaient infectés pavis de génotype la et 5% avaient une
fibrose F4. La durée totale du traitement a étd&semaines dont 12 semaines initiales de
trithérapie. 71% des patients sous trithérapie se bade télaprévir ont eu une réponse

virologique soutenue (RVS 24grsus41% des patients sous bithérapie standard.

Le second essai multicentrigue randomisé en doablugle a évalué une trithérapie
associant bocéprévir, Peg-IFN alpha-2b et ribagirlres 98 patients inclus dans I'étude ont
recu un traitement antirétroviral optimisé avedaux de CD4 > 200/mPret un ARN-VIH <

50 copies/mL. Ceux-ci ont recu une phase initilebdhérapie par Peg-IFN/ribavirine de 4
semaines, poursuivie par une trithérapie ou plapamalant 44 semaines. A linclusion dans
I'étude, 65% des patients étaient infectés par tHHC\We génotype la et 5% avaient une
fibrose F4. Le taux de RVS obtenu a 12 semaindsa di@ du traitement (RVS12) était de

61% dans le bras bocépreévir et 27% dans le brasima

Ces deux essais confirment un bénéfice de 30 ad&trithérapies anti-VHC chez les co-
infectés VIH/VHC par rapport a la bithérapie stamidacomme observé chez les patients

mono-infectés par le VHC.
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2) Indications et schémas thérapeutiques retenus ds les AMM

Les inhibiteurs de protéase télaprévir et bocépréont utilisés en association avec le

peginterféron alfa et la ribavirine, dans le gaient de I'hépatite C chronique de génotype 1,
chez les patients adultes ayant une maladie hégatigmpensée (y compris ceux ayant une
cirrhose) (44,45) :

+ soit naifs de traitement ;
+ soit ayant préalablement été traités par l'interf&lfa (pégylé ou non pégylé) seul ou
en association avec la ribavirine, y compris chesz gatients rechuteurs, répondeurs

partiels et répondeurs nuls.

a) Utilisation du télaprévir (Incivo®)

Le télaprévir doit étre administré en associatigacala ribavirine et le peginterféron alpha
(45). Une dose de 750 mg (2 comprimés pelliculé8&emg) doit étre prise par voie orale

toutes les 8 heures en cours de repas.

La conduite du traitement par le télaprévir doinitecompte des facteurs prédictifs de
réponse, notamment le stade de fibrose hépatigsethérapeutiques antérieures éventuelles

et des cinétiques virales sous traitement

Adultes naifs de traitement ou rechuteurs a unguént traitement (45) :

Le traitement par télaprévir doit étre administréassociation avec la bithérapie standard
pendant une durée de 12 semaines.

* Les patients ayant une charge virale VHC indétéetabx semaines 4 et 12 (présence
d’'une eRVR) recoivent 12 semaines supplémentaieepegjinterféron alpha et de
ribavirine seuls, soit une durée totale de traitenue 24 semaines (Traitement
court)

* Les patients avec un taux d'ARN du VHC détectalidesiemaine 4 ou a la semaine 12
recoivent 36 semaines supplémentaires de pegirdarédpha et de ribavirine seuls,

soit une durée totale de traitement de 48 semaines.
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» Chez tous les patients ayant une cirrhose, indgmencent de ['obtention de
l'indétectabilité de I'ARN du VHC aux semaines 4 di2, 36 semaines
supplémentaires de peginterféron alpha et de rinavseuls sont recommandeées,

soit une durée totale de traitement de 48 semaines.

Adultes préalablement traités répondeurs partiels mepondeurs nuls au précédent

traitement :

Le traitement par télaprévir doit étre administnéassociation avec le peginterféron alpha et
la ribavirine pendant une durée de 12 semainegi, dun traitement par peginterféron alpha

et ribavirine seuls pour une durée totale de tratet de 48 semaines.

Les regles d'arrét de la trithérapie antivirale ét& évaluées dans les différentes études de
phase Ill, en fonction du statut des malades gditaif ou en échec de traitement antérieur) et
selon la molécule utilisée.

Ces regles d’'arrét ont été légerement modifiées dizsn AMM du bocéprévir et télaprévir
(46).

Le télaprévir doit étre arrété chez les patienifsret les patients en échec (Figure 7) en cas
de:

* ARN du VHC=>1000 Ul/mL a S4
¢ ARN du VHC >1000 Ul/mL a S12
* ARN du VHC détectable a S40
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50 54+ 512¢ s24* S48

FUR - ARN-VHC indétectable 4 54 er 512 |

Patient naif et
rechuteur (sauf
cirrhotique)

Non-RVR : ARN-VHC detectable o 54 etfow 512

50 54 512+ s24* S48

Patient naif
cirrhotique

Patient répondeur
nul ou partiel

** Regles d” arrét de la trithérapie en fonction du taux d’ARN-VHC
Si ARN-VHC 2 1000 Ul/ml a S4
Si ARN-VHC = 1000 Ul/ml a S12
Si ARN-VHC détectable a 524

Figure 7. Schéma thérapeutique de I'AMM du télapréir et regles d'arrét (23)

b) Utilisation du bocéprévir (Victrelis®)

Le bocéprévir doit étre administré en associatieecde peginterféron alpha et la ribavirine
(44). La posologie recommandée est de 800 mg, ashndi@ par voie orale trois fois par jour

au cours d’'un repas.

La durée du traitement dépend principalement d& gatameétres : un traitement antérieur de
I'népatite C et de la charge virale a S8, soit autldle 4 semaines de trithérapie et 8 semaines

de bithérapie par IFN+ ribavirine.
Le schéma de référence du Bocéprévir est un traiierde 48 semaines qui associe 4

semaines de bithérapie (phase dite dead-in»), 32 semaines de trithérapie, et enfin 12

semaines de bithérapie (Figure 8) (44).
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Patients non préalablement traités (malades naifs):

En cas de eRVR (ARN du VHC indétectable de S8 §,324lurée totale du traitement peut
étre raccourcie a 28 semaines (traitement cour)siAle patient recevra la bithérapie
standard pendant 4 semaines puis la trithérapiggmt24 semaines, jusqu’a S28.

En cas de charge virale détectable a S8 de |anaijpie, la durée du traitement sera prolongée
a 48 semaines soit :

* une phase de bithérapie pégylée pendant 4 semaines,

* une phase de trithérapie avec ajout du BOC judguia de la semaine S36,

* la poursuite de la bithérapie seule jusqu’a lalérS48.

Patients en échec a un traitement antérieur ougmasi atteints de cirrhose:

En cas de cirrhose ou d’antécédent de réponsegigule nulle a la bithérapie, la durée du
traitement doit étre de 48 semaines, associantmdiges de bithérapie puis 44 semaines de
trithérapie.

Un arrét précoce de la trithérapie s’effectueande (Figure 8):
* ARN du VHC > 100 Ul/mL a S12.
* ARN du VHC détectable a S24.

Certaines regles d’'arrét retenues dans ’'AMM dedioaénents n’ont pas été évaluées donc |l
est impossible de juger de leur pertinence cliniddien que la probabilité soit faible, il est

possible que des patients ayant des criteres tiaais chez qui le traitement serait continué,
obtiennent une réponse virologique soutenue (R¥8)cas de décroissance importante et
réguliere de la charge virale, une poursuite dibetreent doit étre envisagée. En revanche si
'ARN du VHC est détectable a S24, la probabiligg RVS étant tres faible, la question de
l'arrét du traitement doit étre envisagée. De méme réascension de la charge virale
(échappement virologique) traduit un échec virajagi (si 'observance est correcte) et doit

faire interrompre le traitement.
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Patient naif tout stade | <. 54 58 §12% 524*
de fibrose {sauf F4) " cabde 4 S8

VICTRELIS

VICTRELIS® + Paoll N 4/RBY

VIETRELIS® + PagfN w/FEY PaglFh /A

Patient en échec a un
précédent traitement i . s . ;38 .
(sauf réepondeur nul et | =~ sy i e e -
F4 I VICTRELIS
v
PeglFN VICTRELE® < PaglFM a/REY o

il VICTRELIE® + PrgiFM a/RE 1 J
-Patient F4 g 54 s12* s24° S48
R. l lilfl‘ll.i&lll VICTRELIS
précédent traitement v

VICTREUST = F2giFi o FBY

-

Reégle d'arrét de la trithérapie en fonction du taux d’ARN-VHC
Si ARN-VHC =z 100 Uliml a S12

Si ARN-VHC détectable a 524

Figure 8. Schéma thérapeutique de 'AMM du bocéprév et regles d’arrét (23)

3) Surveillance virologique du traitement par trithérapie

La surveillance de I'efficacité du traitement amiVrepose sur la mesure répétée de la charge
virale.

Pour le bocéprévir, il est recommandé d’effectus aharge virale a S0, S4 (fin de la phase
delead in), S8 (chez les malades naifs), S12, S24, S28afserment court de 28 semaines),
S36, S48 et S72.

Pour le télaprévir, il est recommandé de contrfdecharge virale aux points suivants : SO,
S4, S8 (chez les répondeurs nuls), S12, S24, 3B6etSS76.

D’autres points de contréle sont intéressants p@timiser les régles d’arrét de traitement.
Ainsi, compte tenu de la cinétique tres rapide éeraissance de la charge virale au cours des
deux premieres semaines sous trithérapie, il patilitd de contréler la charge virale 2
semaines aprés le début du traitement par tritherg@2 pour le télaprévir et S6 pour le
bocéprévir) pour rechercher un éventuel échappeprénoce.

Afin de dépister les éventuels échappements vimgles lieés a I'arrét de I'lP, la CV doit étre
mesurée 4 semaines aprés l'arrét de ce derni¢ra <816 pour le télaprévir ou S40 pour le
bocéprévir.
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L’ARN du VHC doit étre contrdolé mensuellement tapuie la charge virale reste détectable

pour identifier de maniére précoce les échappementdogiques liés a la sélection de

variants avec des mutations de résistance aux IP.

4) Résistance aux inhibiteurs de protéase du VHC

La résistance du VHC aux DAA est définie commentta sélection de variants viraux,

possédant des substitutions d’acides aminés ditiraible thérapeutique. lls conférent ainsi

une susceptibilité réduite du virus a I'effet inkéloir de I'antiviral.

La résistance a été observée quelque soit la albastviraux, aussi bien pour les inhibiteurs

de protéase NS3/4A, mais également pour les ithitstde polymérase NS5B du VHC (47).

Le risque de sélection de résistance est lié &ibition incompléte de la réplication virale.

Plusieurs facteurs interviennent dans ce phénomeommment I'activité antivirale et

immunomodulatrice, la pression sélective du méderanantiviral, lefitnessdu variant viral

et la barriére génétique du médicament (47).

Une hétérogénéité des populations virales est wbserthez les individus infectés.
Cette diversité de variants viraux présents chepaliient facilite 'adaptation des
quasi-especes a la pression antivirale, favorisamgi les chances de survie de la

population virale mutée préexistante (Figure 9).

La pression sélective du médicament interviensdanmécanisme de résistance. En
effet, un médicament ayant une activité antivifaible n’exerce pas de pression de
sélection significative sur le virus et le risquéndergence de résistance est alors
faible (47). Inversement, une inhibition compléte ld réplication virale ne laisse
guasiment aucune opportunité aux variants vira@wmerger car la mutagénése est
réplication dépendante. Le traitement antivirabid#oit exercer une activité antivirale
et/ou immunomodulatrice sur différentes cibles gule de réplication virale pour

réduire la sélection de quasi-espéces résistantgaisement.
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All single mutations
and also likely all
double mutations are
generated every day

Continued
replication
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Figure 9. Réplication virale du VHC et génération @ variants viraux résistants (48)

La capacité réplicative du virus dtnessdu virus influence 'émergence de variants
résistants aux IP. Elle est définie comme l'effitaale la réplication de variants
viraux résistants, par rapport a celle d’'un viraavage. Les mutants VHC résistants
aux IP ont dans la majorité ufitness réduit. L’accumulation de mutations de

résistance peut conduire a une récupération preigesdufitness

La barriere génétique est définie comme le nomlegranditations nécessaires pour
entrainer une résistance aux thérapeutiques aiéigirPlus le nombre de mutations
nécessaires augmente, plus la barriere génétiquersidérée comme élevée. Les IP
anti-VHC de premiere génération ont une barrieraégjgue faible : une seule

mutation étant suffisante pour qu'il y ait résistanCette barriere génétique varie en
fonction du génotype la ou 1lb du virus: deux ckargnts de nucléotides sont
nécessaires pour entrainer un changement d’aciohe @am position 155 pour les virus

de génotype 1b (R155K (CGG->AAG)) contre un sddmgement nécessaire pour
les génotypes 1a (R155K (ACG->AAG) (49).
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» La mauvaise observance du patient au traitemeitirahtfavorise I'émergence de
résistance. Une éducation thérapeutique est néieeasacours du traitement.

» D’autres facteurs interviennent dans le mécanisenesistance aux antiviraux comme
I'existence d’un traitement antérieur, des factegéaétiques liés a I'héte (comme le
polymorphisme de I'IL28B, le métabolisme individuel encore la capacité du

systéme immunitaire a lutter contre l'infection).

Différentes mutations de la protéase NS3/4A du \G#€Cété décrites comme associées a une
résistancen vitro et/ouin vivodu VHC aux IP actuellement utilisés (bocépréviréddprévir)
ou en cours de développement (Figure 10).

‘Mutations associated with resistance in vitro only.

Figure 10. Mutations de résistance aux différentsnhibiteurs de protéase NS3 utilisés ou en cours de
développement (47)
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Résistance au télaprévir :

Les variants résistants au télaprévir ont été ifiéatet caractérisés précocemamtvitro.
Différents niveaux de résistance ont ainsi été emstvidence. Certaines mutations étaient
identifiees comme entrainant une résistance de rdasau au télaprévir: V36M/A/C
(augmentation de CI50 du télaprévir de 3,5 a 7 jp@is rapport au virus sauvage), T54A/S
(CI50 augmenté de 6 a 12 fois), R155K/T/Q (CI50raenté de 8,5 a 11 fois). D’autres
mutations étaient responsables de résistance denhvaau : A156V/T (CI50 augmenté de
74 a 410 fois) et V36 M/A associée a R155K/T (aegtation du CI 50 de 57 a 71 fois) (50).

Les études de phase Il et lll du télaprévir omtrpe d’étudier la prévalence des mutations de
résistance aux IP avant traitement et égalemert lesepatients n’obtenant pas de RVS sous
TVR. Avant initiation de la trithérapie, 3449 soeshde VHC ont été analysées et séquencées
durant les études de phase Il et Ill (51). Cingrpents des patients présentaient un profil de
résistance naturelle aux IP. Les variants les plusvent rencontrés étaient les suivants :
V36L (1,5%) ou T54S (2,7%). Le reste des patiemisiiis de 1%) présentaient les mutations
V36M (0,3%), T54A (0,03%) ou R155K (0,5%). Tous esiants retrouves conferent des
bas niveaux de résistance au télaprévir. Aucurempiatie présentait les mutations de haut
niveau de résistance au télaprévir A156T ou I'assion V36M+R155K.

La présence de variants résistants, en cas d’échemegiques a la trithérapie avec du
télaprévir, a été observée chez 12% des patigiits ae traitement antérieur (44/363) (étude
ADVANCE, bras T12PR), 6% des patients rechuteus286), 24% des patients répondeurs
partiels (23/97) et 51% des patients non répond€dsg147) (étude REALIZE, bras
T12PRA48) (42,43).

Les variants les plus souvent observés étaient V3BIB5K et V36M+R155K pour les
patients infectés par un VHC de génotype la et VIBAA et A156S/T pour les génotypes
1b (Tableau 3) (51) .
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Tableau 3. Mutations de résistance émergentesriierging substitutionssous trithérapie antivirale incluant
le télaprévir dans les essais de phase Il chez Iggjets n'obtenant pas de RVS (52)

Emerging Substitutions’® in NS3 Percent of No SVR Percent Subtype 1a Percent Subtype 1b
Subjects (n) No SVR Subjects (n) No SVR Subjects (n)
N=525 N=356 N=169
Any substifution at V36, T54, R155, 62% (323) 69% (247) 45% (76)
Al56 or D168
RI155K/T 38% (201) 56% (200) 0.6% (1)
V36M 33% (178) 49% (1]73) 3% (5)
V3ieM + RIS5K 27% (142) 40% (142) 0% (0)
T54A/8 13% (68) 9% (31) 22% (37)
V36A/L 12% (65) 10% (37) 17% (28)
Al1568/T 9% (48) 8% (28) 12% (20)
V36G/L I132V. R155G/M. Less than 2% Less than 2% Less than 2%
A156V/F/N or D168N

1 : Mutations seules ou combinaison de mutationgsistances 2 : Les sujets présentant 'assati®¥36M+R155K ont également été
inclus dans les catégories R155K/T et V36M.

Résistance au bocéprévir :

Les étudesn vitro ont montré que les mutations de résistance aupb®adé sont également
associées a différents niveaux de résistance.i@estd’entre elles entrainent un faible niveau
de résistance au BOC: V36G, T54S, R155L (augmentatie CI50 de 3,8 a 5,5 fois).
D’autres, un niveau moyen de résistance: V55A, GK15V170A, T54A, A156S
(augmentation de CI50 de 6,8 a 17,7 fois). La traAl56T entraine un niveau de

résistance élevé au Bocéprévir (augmentation dé €120 fois) (53).

Prévalence des mutations de résistance aux |P dales études cliniques:

Des études s’intéressent aux mutations de résestaumnc IP chez des patients naifs, infectés
par un VHC de génotype 1. Elles montrent des ré@sulbétérogenes sur le type et la

prévalence de ces mutations (Tableau 4).
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Tableau 4. Comparaison des études évaluant la préeace des mutations de résistance aux IP chez des
patients naifs de traitement par IP (54-59)

Etudes Nombre| Génotype des Mutations de Prévalence des
de souches résistances mutations de
patients retrouvées résistance (%)
Kuntzen et al., 2008, 507 362 Gla R155K 0,8%
Hepatology V36L 1,7%
V36M 0,6%
T54S 1,9%
145 G1b T54S 1,4%
Suzuki et al., 2012, 362 362 G1b T54S 3,3%
Journal of Clinical V36A 0,3%
Virology Q80R 0,7%
D168E 0,7%
Bartels et al., 2008, 389 Gla V36M 0,9%
Journal of Infectious R155K 0,7%
Diseases V170A 0,2%
R109K 0,2%
241 G1b Aucune 0%
Vallet et al., 2011, 298 Gla +Glb T54S 5%
Antiviral Therapy =108
Shindo et al., 2011, 261 261 Glb T54S 5,4%
Hepatqlogy Q80K 0,4%
International 1153V 8,4%
D168E 1,5%
T54S+1153V 1,5%
1153V+D168E 0,8%
Besse et al., 2012, 140 35 Gla V36L 2,9%
Journal of Virological T54S 2,9%
Methods V55A 5,8%
R177H 2,9%
28 G1b V36L 3,6%
T54S 3,6%
R177H 10,7%
D168E 3,6%
N174F 3,6%
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5) Tolérance du traitement par trithérapies

La trithérapie anti-VHC par IP, IFN alpha pégylérigavirine entraine de nombreux effets

indésirables qui devront étre surveillés attentieetrau cours du traitement.

Le télaprévir présente deux effets indésirablascgaux: les troubles cutanés (incluant rash
et prurit) et 'anémie. Ces manifestations fréqaenparfois séveres peuvent entrainer I'arrét
du traitement (23).

Le traitement par télaprévir s’associe a un rasamgudans 54% des cas.

Dans plus de 90% des cas, il s’agit d'une dermatdeématiforme déja connue avec le
traitement par IFN et ribavirine, mais plus fréqueert plus intense dans son expression
clinique. Elle survient dans la moitié des cagsawrs du premier mois de traitement.

Environ 90% des éruptions restent localisées ouénésd(<50% de la surface cutanée) tandis
que 6% des patients ont eu un rash sévere (attdifitse >50% de la surface cutanée)
nécessitant un arrét du télaprévipeut s’agir d’'une dermatite eczématiforme doatt¢inte
dépasse 50% de la surface corporelle et/ou deétepce de vésicules, décollements cutanés
OU mugueux, pustules, purpuras, ulcérations mu@sewgli doivent faire suspecter un
Syndrome de Stevens Johnson ou un DRESS syndimeg Reaction with Eosinophilia
and Systemic SymptoynsCelui-ci survient plus tardivement, aprés |a gemaine de
traitement.

Sur les 3000 patients environ ayant recu du télapdans le cadre d’essais cliniques : 11 cas
de DRESS syndrome et trois cas de syndrome der&tdafinson ont été décrits. La présence
de ces lésions cutanées séveres doit étre recamaoecement. Elles imposent un arrét de
tous les médicaments et une hospitalisation emaegd_e mécanisme exact responsable des
éruptions induites par le télaprévir n'est pas eoarce jour et aucun facteur prédictif n'a été

identifié.

Le deuxiéme effet indésirable principal observécas de trithérapie est 'anémie. L'anémie
hémolytique est fréquente chez les patients trgigééda ribavirine. L'usage de la trithérapie
augmente le risque d’anémie d’environ 20% par reppda bithérapie pégylée, lié a I'effet

inhibiteur sur la moelle osseuse. En effet, unara@éévere définie par une hémoglobine
<10g/dL a été observée chez 36% des patients strpdé une trithérapie comprenant le

télaprévir contre 14% sous bithérapie. (42,43)
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De la méme facon, une anémie <10g/dL est retroehez 50% des malades traités par
trithérapie contenant du bocéprévir contre 30% sdithgrapie (40,41).

Le traitement a été interrompu pour anémie chezd2% patients recevant du bocéprévir
contre 1% des patients traités par bithérapie. Rassétudes, I'utilisation d’érythropoiétine

était recommandée et effectivement administrée 48ez des patients.
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D) Futurs traitements de I'hnépatite C

Les bénéfices de ces inhibiteurs de protéasé'Bigéhération sont indiscutables. Néanmoins,
ils présentent encore certaines limites, avec ityalibn de trois prises quotidiennes avec le
bocéprévir, de nombreux effets indésirables impiogarfois I'arrét de la trithérapie, ainsi que

de nombreuses interactions médicamenteuses. De g@ggsmédicaments possedent une
barriére génétique faible et leur activité estiéaiau traitement de I'infection par un VHC de

génotype 1.

Pour ces différentes raisons, de nombreux médicasnsemt en cours de développement et
font I'objet d’essais cliniques. Tous les enzymasMHC (les protéases NS2-3 et NS3-4a,
I'hélicase NS3 et 'ARN polymérase NS5b ARN dépemda sont essentiels pour la
réplication du virus. Des antiviraux d’action diteciblant ces différents enzymes viraux sont
actuellement testés (Figure 11), notamment de rmaxvénhibiteurs de protéase NS3, des
analogues nucléosidiques/nucléotidiques et irgubst non nucléosidiques de I'ARN
polymérase NS5b et des inhibiteurs de NS5a (61).

0 4 . _nsse |
Core Envelope Profease | Senne Helicase Senpe RNA-dependent
Glycoproteins Protease ?m RNA polymerase

Polymerase
Inhibitors

Protease MS5A
Inhibitors Inhibitors

M558
Pr-:-tease - Polymerase

T. Asselah

Figure 11. Géndme du VHC et cibles potentielles poles nouvelles thérapeutiques (61)
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Les objectifs de ces futurs traitements sont adediabtenir une thérapeutique si possible en
une seule prise par jour, avec moins d’effets imdBkes et d’interactions médicamenteuses,
une meilleure efficacité virologique et une acévtangénotypique. Certaines thérapeutiques
prometteuses permettront méme d’envisager I'éradicalu VHC sans usage d’interféron,

améliorant alors sans doute considérablementéaatiote du traitement anti-VHC (14).

Des inhibiteurs de protéase de premiéere générdiisn< de deuxieme vague » sont en cours
d’essais de phase Il ou Il avec hotamment :

* |le simeprévir ou TMC 435 en cours d’essai de phls# présente une activité sur
tous les génotypes de VHC excepté le génotype @, dpeffets indésirables et
d’interactions médicamenteuses.

» |e faldaprévir ou Bl 201335 (phase III).

» le danoprévir/r (boosté par du ritonavir) ou RG79&Tase Il).

» |e sovaprévir ou ACH-1625 (phase II).

* I'ABT 450/r (phase lI).

Leur efficacité antivirale ne sera sans doute pEtement supérieure a celle des IP actuels
(télaprévir et bocéprévir) mais leur administratgmra simplifiée avec notamment une seule

prise par jour pour la plupart d’entre eux.

Des inhibiteurs de protéase du VHC dits de deuxigéreération sont également en cours de
développement, avec principalement le MK 5172 anms<d’essai de phase Il et TACH-2684.
Le MK 5172 possede I'avantage d’avoir une actipidgenotypique, y compris sur le VHC
de génotype 3. Les premiers essais thérapeutiqgaarent une forte activité antivirale avec
une chute de la CV VHC de plus 5log Ul/mL aprés seeaine de traitement chez les

patients infectés par une VHC de génotype 1.

Des inhibiteurs de polymérase NS5b du VHC sontcemscd’évaluation dans des essais Il et
lll. lls présentent I'avantage de posséder uneidrarde résistance élevée et des activités
pangénotypiques. Deux classes d’inhibiteurs de mpéigse existent: des analogues
nucléosidiques et nucléotidiques de I'ARN polymérasofosbuvir (GS-7977) ou la
méricitabine) et des inhibiteurs non nucléosidgjfeegobuvir (GS-9190)).
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D’autres médicaments sont également en dévelopfgernerme de nouveaux interférons de
type lambda qui agiraient directement sur le faafrainant beaucoup moins d’effets
indésirables que I'lFN alpha actuellement utili#lé. sont actuellement en cours d’essais
thérapeutiques en association avec les différatdsses d’antiviraux d’action directe (DAA)
(62).

Les plus grands espoirs reposent sur 'utilisatd@ssociations d’antiviraux d’action directe,
qui permettraient de guérir de I'hépatite C sarlésation d’IFN. La premiere combinaison
sans IFN associe I'asunaprevir (inhibiteur de @s¢éde deuxieme vague) et le daclastavir
(inhibiteur de NS5A) (GS-7977). Sur les 21 malaitdsctés par un virus de génotype 1, non
répondeurs a un précédent traitement, la moitkét@no une guérison (63).

De méme, le sofosbuvir (inhibiteur de polyméras&iN8u VHC en cours d’essai de phase
[l) a permis de guérir des patients infectés parMHC de génotypes 2 et 3, naifs de
traitement antérieur, par une bithérapie assocafbdsbuvir et ribavirine sans utilisation
d'IFN (64).

Actuellement, au moins six essais sont en cours pealuer ces différentes combinaisons

d’antiviraux d’action directe sans utilisation dNK61).
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ETUDE CLINICO-BIOLOGIQUE

|- Objectifs de I'étude

Cette étude présente deux objectifs principaux :

* le premier est d’étudier les mutations de résiganaturelle aux inhibiteurs de
protéase NS3 du VHC chez des patients atteintgpdtfté C chronique de génotype 1,
suivis au CHU de Nantes et éventuels futurs catslidaun traitement par Bocéprévir
ou Télaprévir. Les résultats obtenus pour les petiele cette cohorte Nantaise ont

ensuite ete compares aux données internationales.

* Le deuxieme objectif est de suivre la cohorte d#iepts atteints d’hépatite C
chronique de génotype 1, chez qui a été initiéetritiérapie anti-VHC comprenant le
bocéprévir ou télaprévir, depuis I'obtention deut@isation temporaire d’utilisation
(avril 2011) et des AMM (septembre 2011). Le redelcette étude est actuellement
de un an. La recherche de mutations de résistammaipes aux IP a également été
effectuée chez ces patients a JO, préalableméititation du traitement antiviral.
Tous ces patients sont des patients naifs de nraite antérieur par IP du VHC.
L’efficacité thérapeutique est mesurée grace aw slinico-biologique : génotype du
VHC, charges virales au cours du traitement, évianade la fibrose hépatique,
tolérance du traitement... Un génotypage de rémistaen cours de traitement est
renouvelé en cas d’échec virologique chez cesratie
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lI- Matériels et méthodes

A) Echantillons biologiques des patients

La premiére partie de cette étude prospectiveéadisée a partir de données collectées chez
151 patients infectés par le VHC et suivis danselevice d’Hépato-Gastro-Entérologie et/ou
de Maladies Infectieuses et Tropicales du CHU dat&& Tous ces patients ont signé un
consentement éclairé afin de participer a une ésude« la détection du polymorphisme du
gene de I'IL28B et la prédiction de la réponse laigique au traitement par IFN alpha péegylé
et ribavirine ». Leurs échantillons sanguins (plasnssus de sangs prélevés sur anticoagulant
de type EDTA) sont alors conservés dans une biathégnservée a -80°C (IL28B- Etude
IMAD).

La cohorte de patients étudiés comprend 151 patieféctés par un VHC de génotype 1,
naifs de traitement antérieur par inhibiteurs detgase du VHC. Il s’agit de 62 femmes
(41,1%) et 89 hommes (58,9%) atteints d’hépatiteshf®nique, suivis au CHU de Nantes
dans le service d’Hépato-Gastro-Entérologie etamsde service d’Infectiologie. Les patients

sont majoritairement mono-infectés (n=115).

La deuxiéme partie de I'étude concerne 71 patiagtt débuté un traitement par IP du
VHC. Les échantillons sanguins pour le génotypageadistance, réalisé initialement & JO du
traitement, sont des plasmas EDTA conserveés a -80°C

Parmi les 71 patients étudiés, on compte 22 fen{B1¥%) pour 49 hommes (69%).

L’age moyen des patients est de 54,1 ans (age mmin84ans ; maximum : 73 ans).
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B) Mesure des charges virales VHC

Les charges virales (CV) VHC sont mesurées sumpaspar une technique automatisée
d’extraction et d’amplification : Roche COBAS Anlep (Roche Diagnosti®spour I'étape
d’extraction de I’ARN du VHC et Roche COBAS Taqgm@&woche Diagnosti¢d pour I'étape

de reverse transcription puis de PCR en tempslréalétection et la quantification de 'ARN
du VHC sont obtenues avec une limite de détectodsUI/mL. La limite de linéarité de la
technique est la suivante : 15 UI/mil.A¢ Ul/mL (soit 1,2 log Ul/mL_ & log Ul/mL). Le

déroulement de la technique suit les recommandatarfournisseur.

C) Détection du polymorphisme rs 12979860 de I'lL28

La recherche du polymorphisme de I'lL28B est s&di par le laboratoire de Génétique
Médicale du CHU de Nantes. Une technique de séaqgende la région en amont du géne

codant pour I'lL28B est utilisée.

D) Génotypage VHC

Le génotype du VHC est déterminé en routine paneségpge de la région NS5b depuis 2001
selon les recommandations de I’Agence National®eeherche sur le Sida et les Hépatites
virales (ANRS) (11).
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E) Amplification et séquencage de la région NS3

1) Choix des amorces

Un alignement de 475 séquences NS3 a été effectl@ida du logiciel d’analyse de
séquences Seqgsc&peadont 374 séquences provenant de souches de pésotly et 101
séquences de souches de génotypes 2 a 6 ; cencEgymovenant toutes de bases de
données internationalesGénBank et LAL: Los Alamos National Laboratory Cet
alignement a permis de dessiner des amorces caetlessdans la région d’'intérét NS2/NS3
afin de pouvoir amplifier tous les génotypes de VHC

Pour augmenter la sensibilité de la PCR, des amanternes et externes ont été choisies
pour permettre de réaliser une PCR « nichée »csigsaire.

Pour améliorer la spécificité, deux amorces senseté choisies et utilisées: NS3-1F (pour
les génotypes 2, 4 et 6) et NS3-2F (pour les g@estyt, 3 et 5), nestNS3-1F (génotypes 1 et
6) et nestNS3-2F (génotypes 2, 3, 4 et 5). Les @enarces antisens NS3-R et nestNS3-R
sont des séquences consensus.

Pour I'étape de réaction de séquence, des amonceerselles M13 sont ajoutées a

I'extrémité 5’ de chaque amorce.

2) Extraction des acides nucléiques

L'extraction des ARN de VHC est effectuée a pad# 40QL de plasma a laide de
I'automate d’extraction | Prep Invitrog8ret du kitiPrep™ PureLinR Virus Kit for sensitive
isolation of viral RNA and DNAL’élution des extraits d’ARN est faite dans uriwoe total
de 5QiL.

3) Amplification de 'ARN par RT-PCR

L’étape de reverse transcription des ARN et la BGR effectuées a I'aide du kit de PCR en
temps réel One Step PrimeSctipfTakara). Quelques modifications sont apportées pa

rapport aux recommandations du fabricant.
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Deux étapes se succedent :

e une premiére étape de reverse transcription (étapaeapide ne durant que 10 minutes
environ) utilisant la reverse transcriptase PrimgpB&Tas€. Le mélange réactionnel
(miX) de 15uL contient 5uL d’extrait d’ARN, 1X de tampon, 2,M de Random
hexamers (Fermantds 0,1 ug/ L de T4 Gene 32 (BiolaB} et enfin 0,1 UAL de
reverse transcriptas€rime Script RT. L'étape d’hybridation des hexasngeffectue
a 30°C pendant 5 minutes. Suit alors la reversestréption: 5 minutes a 42°C. Enfin
le cycle se termine par une étape de destructiola deverse transcriptasa 95°C

pendant 15s puis un refroidissement a 4°C.

* Les 15uL d’ADNCc issu de laeverse transcriptassont alors ajoutés au 1lh de mix
de PCR. Les 3QL de mix de PCR contiennent alors: b d’ADNc, 1X de tampon,
les deux amorces sens NS3-1F et NS3-2F a la coatentde 0,4uM chacune,
I'amorce antisens NS3-R a la concentration deu®80,05UfiL de Taqg polymérase
(Takara Ex taq TM HS) ayant une activité correet®->5" exonucléasique (activité
de «proofreading»).

Les conditions de PCR sont les suivantes : uneeétip dénaturation a 94°C pendant 3
minutes puis 45 cycles : 94°C pendant 15 secordi&safuration), 53°C pendant 1 minute
(hybridation des amorces), 72°C pendant 1 minutpéid’élongation). Enfin, les produits de
PCR sont maintenus a 4°C.

En cas d’absence d’amplification, une PCR nichéaéadisée en utilisant upremix prét a
I'emploi (Premix Ex Tag-Takaf3. DeuxpL du produit de la premiére PCR sont ajoutés a 23
puL de mix de PCR nichée (volume total gb) contenant dypremix Ex Taq 1X, les deux
amorces sens nestNS3-1F et nestNS3-2F a la coatentde 0,4uM et I'amorce antisens

nestNS3-R a la concentration de Q).
Les conditions de PCR nichée sont les suivanté&natdration a 94°C pendant 5 minutes,

puis 5 cycles : 94°C pendant 30 secondes (étap#edaturation), 53°C pendant 1minute
(étape d’hybridation des amorces), 72°C pendantirduten (étape d’élongation), puis 35
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cycles : 94°C pendant 15 secondes, 67°C pendase&indes, 72°C pendant 30 secondes.
Les produits de PCR sont ensuite maintenus a 4°C.

Les produits de PCR sont analysés par électrophargs gel d’acrylamide puis colorés dans

un bain de bromure d’éthidium a 0,5 mg/L avant &isation sous UV.

4) Séquencage direct de la protéase NS3

e Purification des produits de PCR

Le séquencage est précedé d’'une étape de pudficdés produits de PCR a l'aide d’'une
exonucléase et d’'une phosphatase (ExoSAP-ISAP=Shrimp Alkaline PhosphataseUn
microlitre d’enzymes est ajouté a B de chaque produit de PCR puis placé dans le
thermocycleur : 15 minutes a 37°C (étape d’acties dnzymes) puis 15 minutes a 80°C

(étape de dénaturation des enzymes).

» Réaction de séquence

La réaction de séquence est ensuite effectuée rsuséquenceur automatisé ABI 3130
(Applied Biosysterfi) utilisant la technique de Sanger adaptée avedadiuorescence,
permettant une réaction de séquence dans un tudpeeuha technologie choisie est celle de
Big Dye® Terminator version 1.1, en utilisant des amorees ®t antisens universelles M13.
L’élongation de chaque produit monobrin se termper l'incorporation d’'un ddNTP
spécifiqgue. Chaque ddNTP (ddATP, ddTTP, ddCTP, de)&kt marqué par un fluorochrome
différent dont le spectre d’émission est spécifiguae analyse spectrale va permettre de
différencier les fluorochromes et donc d'y assotaebase correspondante pour définir ainsi

la séquence nucléotidique du brin d’ADN initial.

La technologie Big Dy® Terminator utilise un systéme de transfert d’gigepar résonnance

(FRET) entre deux fluorochromes reliés entre eux pa linker. Le premier est une
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fluorescéine appelée donneur, commun aux 4 ddN€Rselcond est une dichlororhodamine
qui joue le rble d’accepteur.

Le fluorochrome donneur est excité par un rayoarlasargon émettant a 488nm et 514,5nm.
Son énergie de fluorescence émise (515-520nmppste intégralement par le fluorochrome
accepteur qui est alors excité a son tour. Le dlalmrome accepteur ou dichlororhodamine est
différent pour chaque type de ddNTP. Le spectrifudeescence réémise sera ainsi spécifique
de chaque type de ddNTP.

» Purification par chromatographie d’exclusion

Une chromatographie d’exclusion permet de réaligee purification des produits de
séquencage en utilisant une solution de G50 quueles ddNTP en exces, non fixés. En
effet, ces ddNTP libres non incorporés lors deékction de séquence peuvent parasiter les
signaux de fluorescence spécifiques. Pour celapliation de G50 est constituée de billes
perforées dont les trous ont un diametre de 20@n5Qes petites particules de diameétre
inférieur a ceux-ci entrent et restent piégées dassbilles. Les grosses molécules quant a

elles passent autour des billes et sont éluéedenagant.

» Séquencage sur I'ABI 3130

Une électrophorése capillaire en conditions déaates permet de séparer les produits de la
réaction de séquence purifiés. L'enregistrementagialyse spectrale de la fluorescence
spécifigue du ddNTP permet alors d’assigner la lmaseespondante et de déterminer la

séquence nucléotidique du brin matrice.

5) Analyse des séquences et recherche des mutatidesrésistance aux IP

Le logiciel Seqgscafepermet I'analyse des séquences d'acides aminés rticléotides, en

comparant la séquence NS3 obtenue pour la souckel@e du patient a celle d’'une souche
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de référence sauvage (VHC 1b). D’éventuelles swibistns peuvent donc ainsi étre mise en
évidence.

L’analyse des mutations est effectuée grace awi®gGeno2Pherfo HCV V1.0 (Max-
Planck-Institute Informatik). Il répertorie 'enséie des mutations connues, grace aux études
cliniquesin vitro etin vivo, pour entrainer une résistance certaine ou possbleélaprévir
et/ou bocéprévir : V36A/G/L/IM, Q41R/K/P, F43 C/S/L54A/S, V55A, Q80R/K, R109K,
R155K/T/G/IIM/S, A156S/T/V et V170 AITIG.

Les autres mutations recherchées par cet algorith@rd, R117H, N174F et S138T/D ne
sont que rarement retrouvérs/ivo.

Une réponse au clinicien est faite au titre de deherche sur la base de l'analyse de
Geno2Phera

Ce séquencage de la région NS3 permet égalenrenine seule réaction, I'obtention du
génotype du VHC. Il représente une alternative énotypage du VHC, réalisé actuellement

en routine dans la région NS5b selon les recomntiamdade 'ANRS.
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lll- Résultats de I'étude

A) 1° partie : Analyse virologique des séquences NS3a polymorphisme
rs 12979860 de I'IL28B chez des patients naifs daitement par IP

Un génotypage de résistance NS3 a été réalisé hezpatients atteints d’hépatite C
chronique de génotype 1 afin de rechercher la poésale mutations décrites comme
associées a une résistance aux IP, chez des patiafit de traitement par bocépreévir et

télaprévir.

1) Comparaison du génotypage des souches apres sgEngage de la région NS3 ou
NS5b

Le génotype initialement déterminé dans la régidB5bl par la méthode ANRS est ici
confirmé dans la région NS3 par la méthode de swmge utilisée. Les génotypes et sous
types concordent pour toutes les souches entdelestechniques de génotypage.

Sur ces 151 souches de VHC étudiées, 87 sont debesbde génotype la (soit 57,6%) et 64
sont des souches de génotype 1b (soit 42,4%).

2) Analyse des mutations de résistance naturelle auP

Une recherche de mutations de résistance aux IEffestuée a partir de la séquence de la
région NS3.

La charge virale VHC moyenne au moment du séquengsigde 5,92 log Ul/mL (minimum :
2,1 log Ul/mL ; maximum : 7,5 log Ul/mL).

Le recours a une PCR nichée¢ted PCRest nécessaire pour seulement 3 patients (2%). Le

charges virales sont <3log Ul/mL pour les troiél@vements concernés.
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Sur les 151 patients étudiés, 136 patients (90rigrésentent aucune mutation préexistante
au traitement par IP. En revanche, 15 souches dé {dit 9,9% des patients) séquencées
présentent une ou plusieurs mutations de résistncéP.

Les mutations retrouvées parmi les 151 souchedéémidsont les suivantes (Figure 12):
R117H (n=4), R117H+168E (n=1); 168E (n=1), 87T {h=V36L (n=6); V55A (n=1);
V36L+V55A (n=1) .

* Souches de génotypes 1a:

Parmi les souches de génotypes la (n=87 soucl#%),d@s patients (soit 77 patients) ne
présentent aucune mutation de résistance aux IP.

En revanche 11% des patients infectés par un VdQéhotype la (soit 10 patients)
présentent au moins une mutation de résistancephE®istante a tout traitement par IP.

Les mutations retrouvées parmi les souches de g@mdia sont les suivantes : R117H (n=2),
87T (n=1), V36L (n=5), V36L+V55A (n=1), V55A (n=1).

* Souches de génotypes 1b :

Parmi les souches de génotypes 1b (n=64 soucl#ésje8 patients infectés (soit 5 patients)
présentent au moins une mutation de résistancephE®istante a tout traitement par IP.

Les autres patients, soit 59 patients (92%) nesptést aucune mutation de résistance.

Les mutations retrouvées parmi les souches de ggmdb sont les suivantes : R117H (n=2),
R117H+168E (n=1), 168E (n=1), V36L (n=1).
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E1a

E1b

1 1 1 1 1

0-—--0

V36L 117H 117H+168E 168E 7T V36L+V55A V55A
Mutations de résistance NS3

Nombre de mutations observées
w

Figure 12. Mutations de résistance NS3 observéesrpa 151 souches Nantaises de VHC génotype 1

3) Polymorphisme rs 12979860 de 'lL28B

Une recherche du polymorphisme rs 12979860 de 8B 2 été effectuée par le laboratoire de
Génétique Médicale chez 117 patients des 151 patséguencés en NS3 (Tableau 5):

* 68 patients (58%) présentent le polymorphisme;C/T

» 35 patients (30%) le polymorphisme C/C

* et 14 patients (12%) le polymorphisme T/T.

Trente quatre patients (23%) n’ont pas bénéficieedberche du polymorphisme de I'lL28B.

Tableau 5. Polymorphisme rs 12979860 de I'lL28B

Polymorphisme C/C CIT TIT
IL28B
Nombre de patients 35 (30%) 68 (58%) 14 (12%)

(n=117) (%)
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B) 2°™ partie : Suivi clinico-biologique de la cohorte @ patients traités par

trithérapies anti-VHC

Cette deuxieme partie de I'étude repose sur le slinico-biologique des patients au cours
de leur traitement par IP, s’intéressant notamradatréponse virologique, a la tolérance du

traitement et a la recherche de mutations de aégisten cas d’échec virologique (EV).

1) Description de la population de la cohorte

Soixante et onze patients atteints d’hépatite Gordhue ont débuté un traitement par
trithérapie anti-VHC comprenant un inhibiteur detpase du VHC sur la période avril 2011 a
septembre 2012. Le suivi clinique de ces patiesiteffectué majoritairement dans le service
d’Hépato-Gastro-Entérologie du CHU de Nantes, aigsien Infectiologie. Le suivi

virologique est quant a lui réalisé au laboratdieeVirologie du CHU de Nantes.

Type de trithérapie utilisée

Concernant I'IP utilisé, 33 patients (46,5%) béiéht d’'une trithérapie comportant le
bocéprévir tandis que 38 patients (53,5%) recoidertelaprévir (Tableau 7).

Traitement antérieur de I'infection par le VHC

Quinze patients sont naifs de tout traitement sntépour le VHC soit 21,1% des patients
inclus. Cela concerne 9 patients sous bocéprévi3¢a des patients sous bocéprévir) et 6

patients sous télapreévir (15,8% des patients sdagrevir).

Les autres patients (n=56 patients) ont déja ragal au plusieurs lignes de traitements

antérieurs pour le VHC mais n’ayant jamais abouwtné@ guérison virologique (Tableau 6).
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Trente cing patients (soit 49% des patients deid@)t ont déja recu une thérapie antivirale
antérieure mais sont des sujets non répondeyosn@éurs partiels ou répondeurs nuls).
On compte 17 patients non répondeurs dans le grbapéprévir (soit 51,5% des patients

traités par bocépreévir) et 18 patients sous téléapfeoit 47,4% des patients sous télaprévir).

Vingt et un patients (30%) sont rechuteurs a urcémént traitement (7 patients sous

bocéprévir et 14 sous télaprévir).

Tableau 6. Traitement antérieur de l'infection VHC

BOC TVR
N % N %
Patient naif 9 27,3 6 15,8
Non répondeur 17 51,5 18 47,4
Rechuteur 7 21,2 14 36,8
Total 33 100 38 100

Tableau 7. Description de la population étudiée

Nombre de patients 71
Sexe (H/F) 49/22
Age moyen (mini-maxi) 54,1 (34-73)
Charge virale VHC a JO (log Ul/mL) 6,02 (3,2-7,5)
Génotype du VHC
la 44 (62%)
1b 27(38%)
Inhibiteur de protéase utilisé
Bocéprévir 33 (46,5%)
Télaprevir 38 (53,5%)
Traitement VHC antérieur
Patient naif 15 (21,1%)
Non répondeur 35(49,3%)
Rechuteur 21 (29,6%)
Fibrose hépatique
FO/F1 14 (19,7%)
F2 15(21,1%)
F3 10 (14,1%)
Cirrhose 28 (39,5%) dont 4 patients au stade de CHC
Non renseigné 4 (5,6%)
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Co-infections associées

Cing patients (soit 7% des patients suivis) sa# patients co-infectés VIH-VHC (Figure
13). Dix neuf patients (26,8%) sont co-infectés VMBC dont 7 étant immunisés aprés
infection VHB.

Un seul patient est co-infecté par les trois vwiid, VHB et VHC (1,4%).

En revanche, 49 patients (69%) ne présentent awmsirdection.

HSVIH
HVHB
VIH+VHB

Figure 13. Type de co-infection chez les patients-gnfectés (n=25 patients)

2) Détermination du polymorphisme rs 12979860 dell:28B

Une recherche du polymorphisme IL28B a été effectcidez 30 patients (soit 42,3% des
sujets de la cohorte).
La répartition des différents polymorphismes estuizante (Tableau 8) :

» Huit patients présentent un polymorphisme de tyfie 27%);

* Vingt patients sont C/T (67%);

* Deux patients sont T/T (6%).

Le polymorphisme IL28B n’a pas été exploré poupdfients (57,7%).
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Tableau 8. Polymorphisme rs 12979860 IL28B en forion du type d'IP utilisé et de la réponse & un

précédent traitement (n=30 patients)

Polymorphisme | Bocéprévir (n) Télaprévir (n) | Patients naifs (n) P&ents non Patients
IL28B répondeurs (n) rechuteurs (n)
CIC 3 5 4 3 1
CIT 10 10 5 12 3
TIT 1 1 1 1 0

3) Caracteéristiques de l'infection VHC

* Charge virale avant initiation du traitement antiviral

La charge virale moyenne initiale a JO est de &02JI/mL (CV minimale: 3,2 log Ul/mL;

CV maximale : 7,5log Ul/mL).
Les CV VHC sont comparables dans les deux groupgsatients traités par Bocéprévir ou

Télaprévir (Tableau 9).

Tableau 9. Charge virale initiale a JO du traitemeh

Inhibiteur CV moyenne CV minimale CV maximale

de protéase (log Ul/mL) (log Ul/mL) (log Ul/mL)
Bocéprévir (n=33) 5,99 3,2 7,1
Télaprévir (n=38) 6,03 4 7,5

« Génotype du VHC a partir de la région NS3 et rechehe de résistance aux

inhibiteurs de protéase

Le génotype du VHC déterminé initialement dans dgian NS5b est confirmé par la
technique de séquencage utilisée permettant letygage dans la région NS3. Aucune

el

discordance de génotypes, ni de sous types nizlétée entre les deux régions étudiées.
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Quarante quatre patients sont infectés par un dieugénotype la (soit 62% des patients) et

27 patients par un virus de génotype 1b (soit 38%opatients) (Tableau 7 et 10).

Tableau 10. Répartition des génotypes de VHC en fotion de I'IP utilisée: Télaprévir (TVR) ou
Bocéprévir (BOC)

Génotype du VHC TVR BOC TVR+BOC
la 26 18 44
1b 12 15 27

Concernant la recherche de mutations de résistangeinhibiteurs de protéase a JO de
I'initiation de la trithérapie antivirale, un sephtient présentait une mutation de résistance
NS3: il s’agissait d’'une mutation V55A. Les 70 agtmpatients (98,6%) étudiés dans cette
cohorte ne présentaient, a JO du traitement ghetapie anti-VHC, aucune mutation connue

comme associée a une résistance au télaprévirkafmprevir.

4) Facteurs de risque de contamination par le VHC

Suite au recueil d'information dans les dossiéirsques des différents patients de la cohorte,
des facteurs de risque de contamination par le €bi@ identifiés pour plus de la moitié des
patients.

Douze patients (16,9%) présentent un facteur dqueistransfusionnel (existence de
transfusion sanguine avant 1992).

Dix neuf patients (26,8%) présentent un facteuristpue parentéral non transfusionnel pour
le VHC (antécédent de toxicomanie IV, utilisatiantdtouages, piercings, acupuncture ...).
Six patients (8,5%) présentent a la fois un factrrisque transfusionnel et de risque
parentéral non transfusionnel.

Aucun facteur de risque de contamination par le VIH& pu étre retrouvé sur le dossier

clinique informatisé pour 34 patients (soit 47,886 gatients).
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5) Stade de fibrose hépatique

Les 71 patients ont bénéficié au cours de leuri serivHépato-Gastro-Entérologie ou en
Infectiologie d’'une surveillance du stade de filerd®patique a I'aide de différents outils, en
particulier le fibroscaf

La valeur moyenne des derniers fibrostaifectués chez 42 patients de la cohorte est de
15,4kPa (minimum : 4,7kPa ; maximum : 75kPa), ceasl en faveur d’'une moyenne de
fibrose avancée dans la population étudiée.

Cinquante patients ont déja bénéficié d’'une ponctitopsie hépatique (soit 70,4% des

patients).

Ainsi, 67 patients de la cohorte Nantaise étudigg eété classés en différents
groupes (Tableau 11) :
» Absence de fibrose hépatique ou fibrose minimeré&8sETAVIR FO-F1) : 14
patients (19,7%)
» Présence d’une fibrose modérée (score METAVIR B2 patients (21,1%)
* Fibrose sévere (F3) : 10 patients (14,1%)
* Cirrhose hépatique (F4): 28 patients (39,5%) dénpatients présentent un

carcinome hépatocellulaire.

Un patient a bénéficié d’'une greffe hépatique esorad’'une cirrhose induite par le VHC,
associée a un éthylisme chronique. Deux autresrgatisont en attente d'un greffon
hépatique.

Les données de fibrose hépatique ne sont pas copoue 4 patients.

Tableau 11. Stade de fibrose hépatique

FO/F1 14 (19,7%)

F2 15(21,1%)

F3 10 (14,1%)

Cirrhose 28 (39,5%) dont 4 patients au stade de CHC
Non renseigné 4 (5,6%)
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6) Réponse virologique a la trithérapie

Un suivi régulier des charges virales VHC est riégeiment réalisé chez les patients au cours
de leur traitement par trithérapie.

Les valeurs des charges virales VHC sont notammmeggurées a JO de linitiation du
traitement, a S4 de la trithérapie (soit a S8 cauddu traitement pour le BOC en raison des

quatre semaines initiale de bithérapie : « phadeatkin»), S8, S12, S24...

* Reéponse virologique rapide (RVR)

La réponse a S4 de la trithérapie permet d’évalaereponse virologique rapide (RVR)

définie comme une indétectabilité de la chargde/¥d1C aprés 4 semaines de trithérapie.

Quinze patients sont naifs de tout traitement antépour le VHC. Treize d’entre eux ont
obtenu une RVR (soit 86,7% des patients) (Tabl&ju 1

Parmi les 35 patients non répondeurs a un précédéement pour le VHC, 21 d’entre eux
ont obtenu une RVR soit 61,8% des patients nonnagars. On observe un pourcentage de
RVR inférieur dans le groupe de patients traitésBRaC (RVR=41,2%) que dans le groupe
traités par TVR (RVR=82,4%).

Vingt et un patients sont des patients rechuteuns: @ancien traitement antiviral. Dans ce
groupe de patients, une RVR est obtenue chez 8%%ateents (N=17 patients). La RVR est
également moins bonne dans le groupe de patiemitéstrpar BOC (41,2%) que dans le
groupe de patients traités par TVR (100% des patiethuteurs traités par TVR obtiennent
une RVR).

Globalement, sur les 38 patients traités par TViRs ple 87% d’entre eux obtiennent une
réponse virologique rapide (Tableau 13).
Dans le groupe bocéprévir (BOC) (33 patients), léhtde eux (54,5%) présentent une

réponse virologique rapide a S4 de la trithérapidu début du traitement).
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Concernant le polymorphisme rs 12979860 de I'lL28Be RVR est obtenue chez cinq
patients de polymorphisme C/C (5/8 patients C/Ct $62,5%), sept patients de
polymorphisme C/T (7/20 patients C/C soit 35%) etusn des patients de polymorphisme
T/T (0/2 patients T/T)

Au total, 71,8% des patients, suivis dans cettode et traités par trithérapie comprenant un
inhibiteur de protéase du VHC, atteignent une R\V&44Tableau 13).

Tableau 12. Réponse virologique rapide observée eonction du type de réponse a un précédent
traitement

BOC+TVR BOC TVR
RVR N % N % N %
Patients naifs 13 86,7 8 88,9 5 83,3
(N=15)
Patients  non 21 61,8 7 41,2 14 82,4
répondeurs
(N=35)
Patients 17 81 3 42,9 14 100
rechuteurs
(N=21)

Tableau 13. Réponse virologique rapide en fonctiode I'lP utilisé

BOC+TVR BOC TVR
RVR N % N % N %
oui 51 71,8 18 54,5 33 86,8
non 20 28,2 15 45,5 5 13,2

Réponse virologique rapide « étendue » ou eRVR

La réponse virologique rapide « étendue » ou eRMReke aussi évaluée parmi les patients
de cette cohorte : il s’agit d’'une virémie, devem@étectable a S4 de la trithérapie, qui le

reste jusqu’a S12 pour le télaprévir et S24 potoleeprevir.

Dans le groupe traité par télaprévir, une eRVRoestnue chez 86,8% des patients (soit 33
patients/38).

Chez les patients traités par bocéprévir, ce mpntiage de eRVR atteint 54,5% des patients
de la cohorte (soit 18 patients/33) (Tableau 14).
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Globalement, 71,8% des patients traités par |IPeptéat une réponse virologique rapide
« étendue », soit 51 patients sur les 71 de cttkeé

Les résultats de eRVR en fonction du type de répahsun traitement antérieur sont

représentés dans le Tableau 15.

Tableau 14. Réponse Virologique Rapide "étendue” @VR) en fonction de I'lP utilisé

BOC+TVR BOC TVR
eRVR N % N % N %
oui 51 71,8 18 54,5 33 86,8
non 20 28,2 15 45,5 5 13,2

Tableau 15. Réponse Virologique Rapide "étendue" @VR) en fonction du type de réponse a un
traitement antérieur

BOC+TVR BOC TVR
eRVR N % N % N %
Patients naifs 13 86,7 8 88,9 5 83,3
(N=15)
Patients  non 21 61,8 7 41,2 14 82,4
répondeurs
(N=35)
Patients 17 81 3 42,9% 14 100%
rechuteurs
(N=21)

Les deux figures 14 et 15 ci-aprés représentenbiebre de patients au sein de la cohorte
Nantaise pour lesquels la charge virale VHC resteadable sous TVR ou BOC en fonction

du nombre de semaines de trithérapies.
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Figure 14. Efficacité virologique du télaprévir (N=38)

BOC

& ARN VHC négatif
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Figure 15. Efficacité virologique du bocéprévir (N33)

Actualisation des données au®lavril 2013 :

46 patients ont terminé leur trithérapie anti-VH@a@succes. Trente deux patients ont d’ors
et déja obtenu une RVS (soit plus de 45% des fatm la cohorte). Sur les 5 patients co-
infectés VIH/VHC de la cohorte étudiée, trois dientux ont obtenu une RVS.

D’autres RVS seront bient6t observées puisque fidria sont en attente du résultat de suivi
trois mois apres l'arrét du traitement. Depuis sgfiire 2012, 29 patients ont démarré une

trithérapie anti-VHC.
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7) Interruptions de traitement

Quinze interruptions de trithérapies ont été obsegvau cours de cette étude, représentant
21,1% des traitements par trithérapies anti-VHC.

Un premier patient a du interrompre son traiteremntraison d’une réactivation de sa co-
infection virale VHB. Cette réactivation est apgasous boceéprévir, apres environ 3 mois de
traitement (65).

Quatre patients ont stoppé leur traitement en magone intolérance médicamenteuse a la
trithérapie :

e un patient est décédé au cours du traitement paR.TUne enquéte de
pharmacovigilance a été effectuée et I'imputabdiéda trithérapie dans ce déces reste
douteuse.

» deux toxidermies généralisées ont été observéez dhax patients sous TVR,
obligeant I'arrét immédiat du traitement antiviral.

* enfin, un dernier patient a été contraint d’arr@getrithérapie anti-VHC en raison
d’'une anémie sévere secondaire a l'utilisation’de(bocéprévir dans ce cas) et a la

ribavirine.

8) Analyse des échecs virologiques

» Description des patients

Les échecs virologiques concernent 11 patient@sraiar trithérapies soit 15,5% des patients
de cette cohorte. Il s’agit de 7 hommes pour 4 fesirh’age moyen des patients en situation
d’échec virologique est de 53 ans (Tableau 16).

Six patients en situation d’échec virologique stmités par bocéprévir (soit 18,2% des
patients traités par BOC) et 5 patients par télpf{N=5) (soit 13,2% des patients traités par
TVR).

Concernant l'infection virale VHC, la charge virat®yenne réalisée a JO du traitement est de
6,02 log Ul/mL. Celle-ci est comparable a la chargale moyenne de la cohorte de patients

suivie dans cette étude.
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Six patients en situation d’échec virologique safectés par un virus de génotype la et les 5

autres par un virus de génotype 1b. Aucun de diEsnpgn’est co-infecté par le VIH.

Une recherche du polymorphisme IL28B a été demamds 7 de ces 11 patients en
situation d’'EV: un patient est de polymorphismeCC/ 4 patients présentent le

polymorphisme C/T et 2 autres le polymorphisme T/T.

Deux patients sont des patients naifs de touetreaht antérieur pour le VHC tandis que les 9
autres patients ont déja recu un ou plusieursetrahts par IFN/ribavirine: 7 d’entre eux sont

des patients non répondeurs alors 2 patients eohtiteurs a ce précédent traitement.

Huit patients sont des patients cirrhotiques (std&AVIR F4) dont I'un est au stade de
carcinome hépato-cellulaire. Les autres patiemise@ec virologique, se répartissent de la
facon suivante : deux ont une fibrose hépatique érésl (stade F2) et un autre une fibrose
hépatique séveére (stade F3).

Tableau 16. Echecs virologiques observés sous BOCT®R

Nombre de patients 11 (14,1%)
Sexe (H/F) 714

Age moyen (minimum-maximum) 53 (40-62)
CV VHC JO (log Ul/mL) 6,02 (5-6,8)
Génotype VHC

la 6 (54,5%)
1b 5 (45,5%)
Inhibiteur de protéase utilisé

Boceéprévir 6 (54,5%)
Télaprévir 5 (45,5%)

Traitement VHC antérieur

Patient naif 2 (18,2%)

Non répondeur 7 (63,6%)

Rechuteur 2(18,2%)

Fibrose hépatique

FO/F1 0

F2 2 (18,2%)

F3 1 (9,1%)

Cirrhose 8 (72,7%) dont 1 patient au stade de CHC
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* Génotypage de résistance NS3 des patients en échec

» Geénotypage de résistance a JO de la trithérapie

Un seul des 11 patients en situation d’échecagigue présente une mutation de résistance
aux IP des JO : il s’agit d’'une mutation V55A.
Chez les dix autres patients, aucune mutationsistaéice n’est retrouvée a JO.

> Génotypage de résistance NS3 chez les patients atuation d’échec

virologique

Suite aux échecs virologiques, un génotypage detaése NS3 est renouvelé.

Le génotype de résistance NS3 chez ces patietrtsuve alors les mutations suivantes :
» Parmi les patients traités par TVR, quatre soualegénotypes la présentent les
profils suivants de résistance : V36M+R155K (n#F)55K (n=1) et V55A (retrouvée
initialement des J0O) +V36M+R155K (n=1). Une soudeegénotype 1b présente un

profil V36A/V.
* Parmi les patients sous BOC, on retrouve 4 soudeegénotype la aux profils

V36M+R155K (n=3), R155T (n=1) et 2 souches de ¢gm 1b aux profils T54S
(n=1) et T54T/A (n=1).

. Type d’échec virologique et son délai d'apparitian cours du traitement

Trois de ces échecs sont des rechutes post-traiteieet8 semaines apparus respectivement
a S60, S70 et S128 post-initiation de la trithéraioit respectivement 12 semaines, 22

semaines et 76 semaines apres la fin du traitemen
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Le premier patient est un patient traité par té@apy rechuteur a un précédent traitement en
2009 par bithérapie pégylée. Il s’agit d’'un virus génotype la. Le patient présente une
cirrhose hépatique au moment de l'initiation dutéraent antiviral. Une RVR et eRVR ont

été observées au cours du traitement. La trithéraptivirale est arrétée a S48 avec un ARN
du VHC indétectable. Malheureusement, une rechstteleservée lors du contrbéle de la CV
VHC, 3 mois apres l'arrét du traitement a S60. émajypage de résistance alors réalisé

retrouve la mutation R155K.

Le deuxiéme patient rechuteur a été traité par fpéee. Ce patient, non répondeur a un
précédent traitement par bithérapie pégylée deesdpt 2006 a juillet 2007, lui aussi au
stade de cirrhose au moment de l'instauration deitt®rapie, est infecté par un virus de
génotype la.

Une réponse tardive a la trithérapie est obseruégp’'a S4 de la trithérapie, la charge virale
VHC reste toujours détectable a 2log Ul/mL (absedeeRVR). L'ARN du VHC reste
détectable mais non quantifiable a S8. La durétraiement est alors de 48 semaines avec
une CV indétectable a S48.

Cependant, une rechute a été observée 6 mois erafm@s l'arrét du traitement (S70). Le

génotypage de résistance alors réalisé retrouyeafih de résistance V36M+R155K.

La troisieme rechute post-trithérapie anti-VHC coemant le bocéprévir est un échec tardif
observé chez un homme rechuteur a un précédenentexit, ayant bénéficié d'une
transplantation hépatique en mai 2012 pour CHC. éR¥R sous traitement a été obtenue et
la CV VHC a été indétectable a S48. Malheureusemare reprise de la réplication est
observée 7 mois apreés la greffe hépatique. Le gpage de résistance alors réalisé retrouve
la mutation R155K.

Quatre échappements virologiques ont été obseradmipes 11 échecs virologiques sous
traitement. Les échappements virologiques sons albservés aux semaines de traitement
S28, S24, S20 et S19. Les génotypage de résistti®® alors réalisés montrent
respectivement des profils: T54S; V36A/V; V55ABM/R155K ; V36M/R155K. Les
patients concernés par ces échappements sont ti@stpaous bocéprévir pour un d’entre
eux (échappement a S28) et télaprévir pour les @aires. Trois d’entre eux ont été non
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répondeurs a un précédent traitement par bithéguglée standard tandis que le dernier

patient est naif de tout traitement.

Un seul de ces patients présente, dés JO de Unagitan de la trithérapie comprenant du
télaprévir, la mutation V55A. Il s’agit d’une feneninfectée par une souche de génotype 1a,
au stade de cirrhose et présentant des variceplwgennes. La patiente est naive de
traitement antérieur pour le VHC. Chez cette p#icle génotypage de résistance a permis de
mettre en évidence une accumulation de mutatiomggsistance. Le télaprévir est arrété a la
1™ semaine de traitement et la bithérapie poursubdévant I'échappement virologique, un
deuxieme génotypage de résistance est alors rélisérouve I'association de mutations de
résistance V36M+V55A. Du fait de I'augmentation tionelle des CV VHC, malgré le
maintien de la bithérapie, un arrét complet dudraent est décidé a S20 de linitiation de la
trithérapie. La charge virale VHC mesurée est aes5,3 log Ul/mL. Les mutations
V55A+V36M+R155K sont alors retrouvées lors du derrgénotypage de résistance réalisé
(S20).

Enfin, quatre patients sont des patients non régasda la trithérapie, n’ayant jamais obtenu
un ARN du VHC indétectable. Un d’entre eux a ésdtdrpar télaprévir et les trois autres par
bocéprévir. Les profils de résistance retrouvésh@echés aux semaines de trithérapie S4;
S16; S12; S16) sont respectivement les suivanW86M/R155K; V36M/R155K ;

V36M/R155K ; et T54A/T. Trois d’entre eux sont deatients rechuteurs a un précédent

traitement antiviral et un autre est naif de touraitément antérieur.
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DISCUSSION

L’hépatite C concerne actuellement environ 3% dpdaulation mondiale et représente une
des premiéres causes de cirrhose et carcinomeohéglatlaire.

Jusqu’a récemment, le traitement de I'hépatite @niljue était basé exclusivement sur une
bithérapie comprenant de l'interféron alpha pégflée la ribavirine (2,66). La disponibilité
récente de nouveaux antiviraux d’action directenme le télaprévir et bocéprévir, constitue

une révolution dans le traitement de I'hépatite C.

Hépatite C et Génétique :

Des études génétiques d’association pangénomiquiepesmis d’identifier en 2009 des
polymorphismes génétiques (SNP) en amont du gé&dant pour I'IlL 28B, dont le
polymorphisme rs12979860. Cette variabilité génstiest un puissant facteur prédictif de la
réponse virologique au traitement par IFN alphay[®égt ribavirine (33). Le poids statistique
de ce parametre est apparu similaire a celui dotgge viral. Ainsi, les patients présentant
un polymorphisme IL28B en position rs 12979860 yjwetC/C obtiennent un meilleur taux
de guérison aprés bithérapie que les patientsoC/M/T (33,34).

Dans ce contexte, une étude a été menée au CHH détection du polymorphisme du gene
de I'lL28B et a été associée a la constitution d'biothéque de prélévements de 151 patients
infectés par un VHC de génotype 1, naifs de tratgrantérieur par IP.

Une recherche du polymorphisme rs12979860 IL28Béaeffectuée chez 77% de ces 151
patients. Au sein de la cohorte Nantaise, 58% daermis ont un profil C/T, 30% C/C et 12%
TIT.

Cette répartition correspond a celle observée demstudes effectuées chez des patients
Européens. L'étude de Ge et al. retrouve 11,7%alienqgs T/T, 49,7% de patients C/T et
38,6% de patients C/C (33). L'intérét de la défaation du polymorphisme IL28B dans les
trithérapies anti-VHC reste plus limité que pows lathérapies pour prédire I'efficacité du
traitement antiviral (23). Il donne néanmoins umgication au clinicien pour orienter son

choix vers une bithérapie ou d’emblée vers unédrépie. En effet, en cas de facteurs de
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bonne réponse (IL28B C/C et fibrose hépatique < E3pénéfice apporté par la trithérapie
parait plus faible (télaprévir) ou absent (bocéjpy¢23).
Dans notre étude, aucun lien n'a pu étre établiceags différents polymorphismes et la

présence de mutations naturelles de résistancmliniteurs de protéase.

Concernant la cohorte de 71 patients sous trithe@apti-VHC, 30 d’entre eux ont bénéficié
de la recherche du polymorphisme IL28B. La répartiétait la suivante : 27% de patients
CIC; 67% de patients C/T et 6% de patients T/T. m@eiveau, il est observé une
prédominance de polymorphisme C/T et une minak#éolymorphisme T/T associé a une
moins bonne réponse a la bithérapie pégylée, codérrt dans la littérature pour les patients
d’origine européenne (33). Méme si la réponsetldérapie semble meilleure chez les patients
présentant un polymorphisme C/C (RVR obtenue cR¢z% des patients) par rapport a ceux
ayant un polymorphisme C/T et T/T (respectivemés® 3t 0% de RVR) dans cette étude,
ces résultats devront étre confirmés sur une phgelcohorte en raison des faibles effectifs (8
patients C/C, 20 patients C/T et seulement 2 patiefT).

La résistance en Virologie :

Jusqu’a présent, aucune seélection de variants xiragistants n’avait été décrite avec
l'utilisation de la bithérapie standard dans leitéraent de [I'hépatite C (action

immunomodulatrice) (67).

Les études menées et la connaissance du cycle ltdplication du VHC (modele de culture
in vitro) ont permis l'identification de nouvelles ciblggerapeutiques et 'avenement récent
d’'un nombre important de nouveaux antiviraux d@ctdirecte, ciblant 'une ou l'autre des
différentes étapes du cycle de réplication du viRemi eux, les inhibiteurs de protéase NS3
du VHC sont les premiers, et actuellement les saudsoir ’AMM en France (14).

L'utilisation de ces nouvelles trithérapies anti-@Hcomprenant un IP du VHC associé a la
bithérapie pégylée de référence, représente umdutédon dans le traitement de I'hépatite C
(40,42).

Cependant, l'utilisation des antiviraux d’actioinedte s’associe a un risque de résistance des
souches virales : concept nouveau en Hépatologieeftet, le taux de réplication élevé du
VHC associé a la faible fidélité de I'ARN polyméea&RN dépendante NS5B virale conduit
a la production continue de variants viraux ditasijtespeces du VHC (47).
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Parmi eux, certains variants possedent des musatdt@érant la conformation du site de
fixation des inhibiteurs de protéase NS3. Au caleda thérapeutique antivirale, ces variants
préexistants au traitement peuvent étre sélectmanhdevenir la quasi-espéce prédominante ;
ce phénomene peut alors altérer I'efficacité deitlaérapie anti-VHC et empécher I'obtention

d’'une RVS.

« Variants viraux préexistants possédant des mutatioh de résistance aux

inhibiteurs de protéase du VHC

La mise en évidence de ces variants résistantdPawchez des patients devant étre traités par
ces antiviraux, présente donc un réel intérét (typage de résistance a JO). Cet outil permet
également de détecter I'émergence d'une quasi-espi&ale résistante en cas d’échec

virologique sous trithérapie anti-VHC (génotypagerésistance en cas d’échec virologique).

L’application de la technique innovante de génoggpde résistance NS3 par séquencage,
mise au point récemment au laboratoire du CHU daté$a(59), a permis tout d’abord
d’évaluer la prévalence des mutations de résistaatgelle aux IP parmi une cohorte de 151
patients infectés par le VHC de génotype 1 suivisC#iU de Nantes, naifs de traitement
antérieur par IP (cohorte issue de I'étude IL28Bgtte cohorte est représentative de la
répartition 1a et 1b en terme de sous types de Yti€que 87 patients sont infectés par un
VHC de génotype 1a et 64 patients par une souclgémaype 1b (29).

Comme démontré auparavant (59), cette nouvellenigeb de séquencage est fiable et
robuste puisqu’elle a permis une amplification algtés les souches de VHC étudiées avec un
recours a une PCR « nichéenegted PCRdans seulement trois cas (2% des PCR) : il s’agit
de patients présentant une charge virale faibleg<Bll/mL. Les autres charges virales VHC
sont globalement élevées au moment du génotypagesitance (CV VHC moyenne = 5,92
log Ul/mL).

Le faible recours a la PCR « nichée » représentavamtage de cette technique. Celle-ci
permet d’augmenter la sensibilité de la techniqueamment en cas de charge virale VHC
faible. Cependant, elle possede aussi quelquesiigogents. Elle augmente le risque de

contamination des produits de PCR, peut amenedegt®dner et amplifier une certaine

84



Discussion

population virale et non pas I'espéece virale méuine ; enfin, elle allonge considérablement
la durée de la technique de génotypage utilisée.

Les données cumulées de I'étude prospective susd@&dhes virales (de génotypes 1 a 7) de
séquencage de NS3 en parallele de NS5b avec cdlemtre étude (sous type la et 1b)
permettent de valider le changement de NS5b a N®8 la technique de génotypage du
VHC a JO ou au bilan initial. L'avantage est d’aveivec une seule technique deux
informations complémentaires pour le démarrage dfaitement : le génotype et I'analyse
des mutations de résistance NS3. Cette techniqupédetypage a été diffusée au sein de
'ANRS.

Les données sur les résistances sont issues dais iesvitro et des essais de phase |
(monothérapie), ainsi que des cas d’échecs issuétddes de phase Il et lll. Il est bien établi
que la barriere génétique des IP anti-VHC est daffoine seule mutation est susceptible
d’entrainer la résistance). L'outil Geno2pheno VH® a été construit sur la base de
'ensemble des mutations rapportées dans touteétadss. |l considére toutes les mutations
comme ayant un impact identique sur l'efficacitéréipeutique. Des étudés vitro ont
cependant montré un gradient d’impact de ces nomst{mutations de résistance de bas
niveau et de haut niveau). Parmi celles-ci, a nquiiercertaines mutations comme la R117H et
A87T n'ont été décrites jusqu’alors d@u’vitro et nonin vivo en cas de reprise de la
réplication virale sous IP (47).

Les questions suivantes peuvent se poser :
Quel est I'impact réel de ces mutations décrited'sfiicacité in vivo?
D’autres mutations peuvent-elles émerger au saircdeortes de patients?

Parmi les 151 patients étudiés, moins de 10% pi&senune ou plusieurs mutations de
résistance « naturelles » aux IP.

Aucune mutation connue pour entrainer un haut nivée résistance au télaprévir et/ou
bocéprévir (A156V/T ou V36 A/M associée a R155KBD) ) n’a été retrouvée parmi cette

cohorte Nantaise préalablement au traitement paétapie.
Dans la précédente étude du laboratoire (59) supddévements de 63 patients infectés par

un VHC de génotype 1, la prévalence des mutatiens2gistance aux IP retrouvée était de

19% (12 souches). Cette prévalence était supéreéeuaedle obtenue lors de I'analyse dans les
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banques de données de 374 souches de référenéaatgpg 1, pour lesquelles seules 8% des
souches présentaient une ou plusieurs mutationssggance préexistantes.

Cette différence n’était statistiqguement signifieatque pour les souches de génotypes 1b : en
effet, 25% de souches Nantaises initialement ébgdi@ésentaient au moins une mutation de
résistance aux IP (soit 7 souches parmi les 28 Gdrifye 8% seulement des souches G1b de
référence (19/229 souches G1b).

Ce taux de mutation de résistance primaire étaiteégent supérieur a celui observé dans
d’autres études (de 4,9% a 13,4% parmi les génst¥pe (57,58,68). Une des hypotheses
emises lors de cette précédente étude prospedtitd' @ entuelle existence d’un cluster de
souches présentant un polymorphisme particuliénctdant avec une surincidence de codons

mutés.

Cette prévalence élevée des résistances natuagiletP n’est pas confirmée sur cette plus
large cohorte de 151 patients : seulement 9,9%pdsnts infectés par un VHC de génotype
1 présentent une ou plusieurs mutations naturaiesciées a la résistance aux IP (soit 11%

des souches Gla et 8% des souches G1b étudiées).

Nos travaux se sont poursuivis par I'étude d’unieocte de patients porteurs chroniques du
VHC chez qui une trithérapie a été débutée au ateita période avril 2011 a mai 2012.

Un génotypage de résistance NS3 a été effectuétohezes patients avant l'initiation de la
trithérapie (JO). Certains de ces patients fontigoae la cohorte de 151 patients étudiés lors
de la premiere partie de notre étude.

La technique de génotypage utilisée a de nouveantrensa fiabilité puisque toutes les
souches étudiées ont pu étre amplifiées et ségeersahs l'aide de la PCR « nichée » ; de
plus, le génotype et sous type du VHC concordent pmus les patients avec la précédente
détermination initiale dans la région NS5b.

Parmi les 71 patients sous trithérapie, un seuémiafsoit 1,4% des patients de la cohorte)
présente a JO du traitement une mutation de résestaux IP. Il s’agit de la mutation V55A
décrite comme associée a une résistance au boaépreivo. Cette mutation, moins souvent
retrouvée que les mutations V36M et A156S/T (lasspouvent retrouvées), est tout de
méme décrite dans les études de phase Il et IINniSh et Sprint 2) S’intéressant au

bocéprévir (69).

86



Discussion

Nous constatons que la prévalence des mutationgsistance naturelle aux IP & JO du

traitement est nettement plus faible dans cett@rtelde patients traités par IP, que dans la
précédente cohorte étudiée de 151 patients.

Une hypothese envisagée est que la connaissante @aicien de mutations de résistance

naturelle aux IP avant traitement (répondues aa te la recherche), les ait freinés dans
I'instauration de la trithérapie, lorsque le treient pouvait étre décalé.

A noter que ce faible pourcentage de variantstasis préexistants aux traitements par IP
est également retrouvé dans les différentes étali@gues s’intéressant au télaprévir et

bocéprévir, ttmoignant de I'hétérogénéité des demaece sujet (54,56,70).

+ Mutations de résistance en cas d’échec virologigusous trithérapie

Dans notre cohorte de patients traités, nous awvbssrvé onze arréts de la trithérapie en
raison d’'un échec virologique, représentant envit@nb% des traitements instaurés. Le
nombre d’échecs virologiques sous télaprévir (rets9ous boceéprévir (n=6) est comparable.
Moins d’échecs virologiques sont observés chepdgignts infectés par un VHC de génotype
la (n=6 patients, soit 13,6% des patients géndtgpeue chez ceux infectés par un génotype

1b (n=5 patients, soit 18,5% des patients géndtipe

o Echec virologique sous télaprévir

Les mutations retrouvées lors des échecs virolegicgous TVR sont les suivantes : R155K
chez un rechuteur & S60 du début du traitemenBAM3 V55A/V36M/R155K, et deux fois

le profil V36M+R155K parmi des patients non répens. L'impact clinique de la mutation
V55A, présente dés JO chez une patiente, devra@tifemeé lors de futures études.

Ces mutations correspondent aux mutations déaldes les études cliniques du télaprévir.
En effet, I'étude ILLUMINATE (71) a retrouvé environ 7% d'@&tr précoce du traitement
antiviral chez les patients traités par télaprbes a un échec virologique. Mais rappelons que

dans cette étude n’étaient inclus que des patigits de traitement antérieur.
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Dans I'étude PROVE 2 (72), étude de phase Il éwtllgatélaprévir chez 334 patients naifs
atteints d’hépatite C chronique de génotype 1, &lepts ont recu la trithérapie télaprévir et
bithérapie standard pendant 12 semaines puis 1aisesnde bithérapie (groupe T12PR24).
Parmi eux, quatre échappements ont été obsen@suasidu traitement antiviral et 8 rechutes
sur 57 patients (soit 14% des patients du grod@@R24) ayant terminé leur traitement avec
succes. Les quatre patients échappeurs a la ajtiedprésentent tous des mutations entrainant
un haut niveau de résistance au télaprévir : V3&55K (n=3) et A156T (n=1). Parmi les
rechuteurs, 4 patients montrent des mutations dista@ce de bas niveau au télapreévir :
V36A/M (n=2) ; T54A (n=1); A156S (n=1) et 3 pattendes résistances de haut niveau :
V36M+R155K (n=3). En revanche, un dernier patiethuteur ne présente aucune mutation
de résistance associée au télaprévir.

Une analyse des données issues des différentessadacphase 11l du télaprévir (52) a permis
d’évaluer les différentes mutations de résistancelB les plus souvent retrouvées parmi les
patients n'ayant pas obtenu une RVS (rechute etadchirologiques sous traitement). Les
mutations V36M/A/L, T54A/S, R155K/T et A156S/T sdes plus fréquentes. Ces souches

résistantes émergent chez la majorité des patemtsobtiennent pas de RVS.

o Echec virologique sous Bocéprévir

Les mutations de résistance retrouvées dans lateoNantaise en cas d’échec de traitement
sous bocéprévir sont: V36M+R155K chez un patiecueeur a S70 du début du traitement,
R155T chez un patient rechuteur aprés greffe roymti T54S, T54A/T, deux fois
I'association V36M+R155K chez des patients non néleoirs.

Pour le bocéprévir, I'analyse des études de pHa8RRINT-2 et RESPOND-2) a permis de
décrire les mutations de résistance aux IP lesgausent retrouvées chez les patients n’ayant
pas obtenu de RVS (73). Les mutations les plusiétps sont les suivantes : V36M, T54S,
V55A, A156S, I/V170A, R155K.

Nos données sont en adéquation avec celles regsulais ces études.
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o Impact du traitement antiviral antérieur sur I'émergence de

résistance :

Le type de réponse a une précédente thérapie sawiiteune importance sur la réponse a la
trithérapie. L’émergence de variants résistantstéaprévir est plus fréquente chez les
patients répondeurs nuls que chez les patientsd&prs partiels et les rechuteurs (70).

Ceci n’est pas surprenant puisque les patientsndgpos nuls sont par définition des patients
n'ayant pas obtenu une baisse de plus de 2 logadeM VHC a S12 de la précédente
bithérapie par IFN alpha pégylé et ribavirine. Bae contexte, I'association d’'une réponse
immunomodulatrice insuffisante et d’'une faible e génétique des IP est a l'origine de
I'échec virologique avec émergence de résistances.

Cette observation se retrouve au sein de la ceiNahtaise puisque sur les onze patients en
situation d’échec virologique, sept d’entre euxtsides patients non répondeurs (répondeurs
nuls et répondeurs partiels) contre deux patieuisuteurs et deux patients naifs.

o Impact du génotype sur I'émergence de résistance :

Le génotype du VHC intervient également sur la iggce et le type de mutations de
résistance retrouvées dans les études clinique®des

Avec les génotypes 1la, les mutations V36M et R15e&Kles ou en combinaison sont
majoritaires, alors que chez les génotypes lborkles variants V36A, T54A/S et A156S/T
(70).

Parmi les sujets traités par TVR dans l'étude REZ,II'échec virologique était plus
fréguemment observé chez les patients infectéampairus de génotype la (24%) que par un
génotype 1b (12%) (70).

Ces observations avec le TVR existent égalemantlpdBOC : dans les études de phase llI,
les variants résistants sont détectés plus fréquainez les patients Gla versus Glb et les
taux de RVS sont également plus faibles chez lBerma Gla versus G1b (74).

Ces observations peuvent en partie s’expliquemparbarriére génétique de résistance plus

haute chez les souches G1b versus Gla. Chez lesypés la, les substitutions d’acides
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aminés aux positions 36 (V36M) et 155 (R155K) equierent qu'un seul changement de

nucléotides contre deux changements nécessairesesh€1b (75).

Une fréquence de mutations plus importante chepdéients G1la n’est pas retrouvée dans la
cohorte Nantaise. Ceci est peut étre di a l'effeddi la cohorte (71 patients) avec par
conséquent un faible nombre d’échec virologiquesl{l), certains patients n’ayant de plus
toujours pas terminé leur traitement antiviral ag. Enfin, toutes les données de RVS ne
sont pas encore disponibles. En revanche, les imngade résistance sont de plus haut niveau

pour les souches de génotypes la.

o Impact du moment de survenue de I'échec virologiqusur I'émergence

de résistance

Le stade du traitement ou survient I'échec viralog a également un impact.

Dans I'étude REALIZE, quand I'échec virologique apgissait pendant la phase de bithérapie
par IFN pégylée et ribavirine (relais des 12 semewmide trithérapie), celui-ci était associé a
des variants résistants préalablement décrits lpsugénotypes Gla (le plus souvent V36M et
R155K) alors que pour les génotypes 1b, certaings\gont considérés comme « sauvage » a
I'échec (70). Dans ces derniers cas, s'agit-il dwobleme d’observance ou de mutations de
résistance non préalablement décrites ?

Les échecs virologiques pendant la phase de tapieseraient principalement associés a des
variants résistants de haut niveau. En I'absencpression antivirale exercée par I'IP, les
variants viraux de haut niveau de résistance sainhsrsélectionnés car les variants de bas
niveau, au fitness plus important, sont favorigé&y.(

Cette observation de I'étude REALIZE n’est que ipement confirmée dans la cohorte : un
des échec virologique ayant eu lieu sous télappandant la phase de trithérapie (échec a S4
du début du traitement) est bien associé a unstaése de haut niveau : V36M+R155K mais
cette association de mutations de résistance e#tnégnt observée chez deux patients non
répondeurs a S19 et S20 du début de la trithérdpig; pendant la phase de bithérapie par
IFN alpha pégylé/ribavirine.

Cependant, deux autres patients ayant échoué gdadarase de bithérapie (S24) ou rechuté
post-traitement (S59 du début du traitement) moniles résistances de bas niveau (V36A/V

et R155K respectivement).
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Le génotypage de résistance réalisé a JO de dliwti du traitement ou en cas d’échec
virologique sous IP a permis d’évaluer la prévagest le type de mutations de résistance
retrouvée au sein de cette cohorte Nantaise. Lrifihgoe de résistance utilisé pourra étre
affiné si de nouvelles mutations sont identifidass cette cohorte. L'intérét du génotypage
de résistance dans l'infection par le VHC restesujet de discussion. En effet, contrairement
a l'infection par le VHB et le VIH, I'existence déservoir viral dans l'infection par le VHC

n'est pas établie, donc il n'existe pas de postibd’archivage des mutations. A ce jour,

aucun des patients de la cohorte, en échec athe@rapie, n'a été retraité par la méme
thérapeutique. Mais la connaissance de ces musatierrésistance permettra d’évaluer leur
impact en cas de nouveau traitement comprenar.ubd plus, ce génotypage de résistance
permet d’'apporter au clinicien une information dépgentaire au génotype viral, pour un

méme colt.

Suivi de la cohorte de patients sous inhibiteurs derotéase du VHC

La majorité des patients ont été prétraités par difitha pégylé et ribavirine (ou IFN seul).
Seuls 21,1% des patients de la cohorte sont naifisud traitement antérieur.

Chez les malades de génotype 1, en échec thérqpeatpres bithérapie pégylée, un nouveau
traitement par cette méme bithérapie permet d’abtem taux de RVS de 23% chez les
rechuteurs et de seulement 6% chez les non répm(83).

Chez ces patients, la trithérapie anti-VHC présenteéel gain pour les patients. Elle permet
d’accroitre significativement le taux de réponseoldigique soutenue par rapport a la
bithérapie : gain de RVS d’environ 30%, toutes pations confondues (41,43).

La majorité des patients (69%) ne présente aucumenfection virale. L'objectif du
traitement est I'obtention d’'une réponse virologigoutenue (RVS), synonyme d’éradication
virale avec diminution du risque de développementildtose hépatique et par conséquent de

carcinome hépato-cellulaire.
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o Influence de la fibrose hépatique sur I'efficacitales trithérapies

D’un point de vue histologique, presque 40% desepts de la cohorte sont au stade de
cirrhose hépatique (score METAVIR F4) dont 4 paseau stade de carcinome hépato-
cellulaire. Quatorze pourcents des malades présentes fibrose hépatique sévére (score
METAVIR F3). Chez ces malades, il est recommanddtar rapidement la trithérapie anti-
VHC (23).

Les chances d’obtenir une RVS sous trithérapie\&A, dans ce groupe de patients, sont
plus faibles que chez les malades ayant une fidiépatique moindre. En effet, le stade de
fibrose apparait dans les études cliniques comard éh puissant facteur prédictif de RVS.
Chez les patients naifs de traitement antérietude ADVANCE a montré que le
pourcentage de RVS était plus faible chez les nealdeB-F4 traités par télaprévir, que les
malades FO-F2 (62% versus 78%) dans le bras TVIR 12P).

De méme, dans I'étude SPRINT-2 (40), la RVS éthais gréquente en l'absence qu’en
présence d'une fibrose F3-F4 (67% versus 52% aabsas BOCPR48).

Les mémes observations ont été effectuées dagsudss cliniques s’'intéressant aux patients
déja traités pour leur infection VHC. Le stade ieose hépatique apparait comme étant le
deuxieme facteur prédictif de réponse a la trithigraapres le profil de réponse antérieur au
traitement dans les études REALIZE et RESPOND-2.

Dans I'étude REALIZE (43), les résultats globauxtemes de RVS dans les bras trithérapie
sont de 74% chez les malades FO-F2, 66% en cabrded F3 et 47% en cas de cirrhose.
Chez les malades rechuteurs, le stade de fibraspas d’'impact sur la RVS. En revanche, le
poids de la fibrose hépatique sur la RVS est mapbez les répondeurs partiels (FO-F2 :
72% ; F3 :56% ; F4 :34%) et chez les répondeurs (R0-F2 : 41% ; F3 : 39%; F4 :14%).
Dans I'étude RESPOND-2 (41), la fibrose influengalément la RVS qui varie dans les bras
trithérapie entre 66 et 68% chez les malades al@stésions de fibrose FO-F2 versus 44% a

68% chez ceux ayant des lésions de fibrose F3-F4.

Globalement, plus de la moitié des patients deolaore présentent un stade de fibrose
hépatique avancé (score METAVIR F3 et F4). Surllechecs virologiques observés sous
IP, neuf patients étaient au stade de fibrose lgmatsévere ou de cirrhose, confirmant

I'impact négatif de la fibrose hépatique sur learates de guérison.
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o Facteurs de risque de contamination par le VHC

Au moment du diagnostic de I'infection par le VH@e recherche de facteurs de risques de
contamination est effectuée par le clinicien. Sattouvés classiquement au sein de cette
cohorte les principaux facteurs de risque d’actjaisidu VHC, notamment par transmission
parentérale non liée aux transfusions (antécédentexicomanie intra-veineuse, pratique du
tatouage, piercings, acupuncture), proche du gat@meur chronique du VHC...

Prés d'un quart des patients présentent égalememisgue de transmission du VHC lors
d’'une transfusion sanguine réalisée avant 1992 iaul'wtilisation de produits sanguins
labiles, en particulier chez des sujets hémophiledin, pour quasiment la moitié des
patients, on ne retrouve aucun facteur de risqueodeamination par le VHC. Ces modes de
transmission supposés sont comparables avec ledpgaix modes de transmission du VHC
décrits dans la littérature (4).

o Efficacité des trithérapies au sein de la cohorte &htaise
Le suivi des charges virales VHC effectué au latmire de Virologie du CHU de Nantes
pour tous les patients de la cohorte étudiée ped¥éealuer I'efficacité virologique de la

trithérapie anti-VHC. Les données de RVR existentrges 71 patients.

La réponse virologigue rapide (RVR) observée gélaprévir est respectivement de 83,3%,

82,4% et 100% chez les patients naifs, non répaadeti rechuteurs a un précédent
traitement.

Dans I'étude ADVANCE s'’intéressant au télapréviezhes patients naifs (42), une RVR a
été observée chez 68% des 363 patients du braséédlapendant 12 semaines (bras T12PR
RGT). Les chances d'obtention d’'une RVS traitézdes patients sont alors de 75% selon la
méme étude.

De méme, l'étude ILLUMINATE (71) a montré l'obteati d’'une RVR chez 72% des
patients naifs traités par télaprévir.

Concernant les patients en échec a un précédéstiemt et retraités par une trithérapie anti
VHC contenant le télapreévir, I'étude REALIZE (43)nire un pourcentage de RVR global
de 57% parmi les 266 patients traités par unectdjhie de 48 semaines. Les pourcentages de
RVR parmi les patients rechuteurs, répondeurs giartiet répondeurs nuls étaient
respectivement de 89%, 65% et 26%.
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Dans la cohorte Nantaise sous télapreévir, les tasulle RVR sont comparables a ceux des
études de phase lll, notamment chez les patienksiteurs (100% de RVR dans la cohorte
Nantaise contre 89% dans I'étude REALIZE) et chez non répondeurs (82,4% de RVR

dans cohorte Nantaise versus 65% et 26% de RVR ldangroupes répondeurs partiels et
répondeurs nuls de I'étude REALIZE). Les difféerenpeuvent peut étre s’expliquer par les

plus faibles effectifs de patients dans notre é{iidepatients non répondeurs et 14 patients
rechuteurs traités par télaprévir dans cette cehdits sont rassurants quant a l'efficacité des

trithérapies « dans la vraie vie ».

Dans le groupe de 33 patients traités par bocépréami pourcentage de RVR de 88,9%,
41,2% et 42,9% est observé respectivement dangréepes de patients Nantais naifs, non
répondeurs et rechuteurs a un précedent traiter@estrésultats sont comparables a ceux de
études cliniques du bocéprévir.

L’étude SPRINT-2 s'intéressant a l'efficacité ducBprévir sur des patients naifs (40) a
permis d’observer une RVR chez 60% des 316 maladadés avec une durée adaptée a la
réponse virologique (RGT).

Chez les patients ayant déja recu un traitemesgriant, I'étude RESPOND-2 (41) a montré
un pourcentage de RVR de 46% parmi les 162 patountsras bocépreévir, avec une durée
adaptée a la réponse virologique (RGT). Le pouergntle patients obtenant une RVS, chez

les patients ayant obtenu une RVR, est estim&a 8

Globalement, un taux de RVR inférieur est obsera@isdles groupes de patients non
répondeurs et rechuteurs traités par BOC par rappaeux traités par le TVR au sein de cette
cohorte Nantaise. (41,2%ersus82,4% parmi les patients non répondeurs et 42;68gus
100% chez les patients rechuteurs). Cette différasthe RVR ne s’observe pas chez les
patients naifs de traitement antérieur (88,9% ddRRdur le BOCversus83,3% pour le
TVR).
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La réponse virologigue rapide « étendue » ou eR\#Reaaussi pu étre évaluée dans notre

étude.

Concernant les patients traités par télaprévitaun de eRVR de 83,3%, 82,4% et 100% est
obtenu respectivement chez les patients naifs alertrent antérieur, non répondeurs et
rechuteurs.

Ces résultats sont globalement meilleurs que cbagrgés dans les études cliniques de phase
lll. En effet, 'étude ADVANCE (42) montre I'obteion d’'une eRVR chez 58% des 363
patients naifs traités par 12 semaines de télapm@xec une durée de trithérapie adaptée a la
réponse (bras T12PR RGT).

Parmi ceux traités par bocéprévir, une eRVR estrale chez 88,9% des patients de I'étude
naifs de traitement antérieur, 41,2% des patieotsrapondeurs et chez 42,9% des patients
rechuteurs.

L’étude SPRINT-2 (40) a retrouvé un pourcentageR¥R de 47% (inférieur a celui observé
dans notre étude) chez les patients naifs dertraiteantérieur. Dans ce groupe de patients,
97% obtenaient une RVS, laissant espérer I'obterdione RVS chez un grand nombre de

patients naifs de traitement antérieur au seim d@etorte Nantaise.

Les pourcentages de RVR et eRVR semblent étraenfdrpour le bocéprévir par rapport au
télaprévir parmi les patients non répondeurs ebuttirs a un précédent traitement anti-
VHC. Cette observation doit étre confirmée en powent I'étude avec les patients ayant
démarré une trithérapie depuis septembre 2012.
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Discussion

o0 Echec des trithérapies anti-VHC au sein de la cohte Nantaise

Quinze patients ont été contraints de stopper ti#ilnérapie anti-VHC, soit un peu plus de
20% de la cohorte.

Certains arréts sont liés a une intolérance auxaagents (5,6% des patients de la cohorte).
L’étude ADVANCE étudiant le télaprévir (42) rappomine fréquence importante des effets
indésirables sous trithérapie chez plus de 25% pddients avec un arrét du traitement
antiviral chez 7% des patients traités par 12 seesadle TVR versus 4% des patients traités
par la bithérapie standard.

L’inhibiteur de protéase, ajouté a la bithérapigyp&e, majore le risque d’effets indésirables
(76). L’anémie induite par la ribavirine est mapen moyenne de 1g a 1,5g/dL par rapport a
la bithérapie. Cette chute de I'hnémoglobine a @&téaluse d’'un arrét pour anémie sévéere chez
un patient, malgré I'administration d’érythropoii&ti et la réduction de posologie de la
ribavirine.

Deux arréts pour toxidermies généralisées ontlgdérgés sous télaprévir. Dans les études de
phase Il et Ill, approximativement la moitié desiguats traités par télaprévir développaient
un rash, qui dans plus de 90% des cas était deitélaible a modérée et disparaissait
classiquement apres arrét du télaprévir (77). loesmds séveres comme les syndromes de
Stevens-Johnson ou DRESS syndrome ont été raretdenis (<1% des patients).

Un patient de la cohorte Nantaise est décédé &t'ate la trithérapie anti-VHC mais
'imputabilité de la trithérapie dans ce déces gedifficile. Deux autres patients sont
eégalement décédés au cours de leur trithérapievat@i; ils présentaient tous les deux une
cirrhose hépatique évoluée au stade de CHC.

Onze arréts de la trithérapie ont été observésisorr d’'un échec virologique, représentant
environ 15,5% des traitements instaurés (cf partteédente).

Tous les échecs virologiques ont été associésreetgence de souches résistantes mutées.
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Conclusion

CONCLUSION

L’excellente efficacité des trithérapies comprenant inhibiteur de protéase du VHC de
premiére génération est confirmée au sein de cefterte Nantaise, retrouvant en pratique
clinique les résultats des différentes études daseHll (40-43). La puissante activité
antivirale du bocéprévir et télaprévir, par rappoita bithérapie standard pégylée seule, est
démontrée. Malgré les effets indésirables majomss srithérapie, il est essentiel que
I'observance et lI'implication des patients soieptimales pour garantir I'efficacité de ces
nouvelles thérapeutiques. Les échecs virologiqies & la sélection de variants viraux
résistants aux IP représentent un nouveau concams ¢t traitement de I'hépatite C,
jusqu’alors inconnu en bithérapie. Le génotypageédestance, bien que controversé, montre
un réel intérét, notamment lors des échecs virglagg sous IP. L'impact des mutations
présentes avant trithérapie sur l'efficacité duteraent par IP fera I'objet prochainement
d’'une étude rétrospective multicentrique (dans delre du Gemhep) chez les patients
répondeurs nuls en bithérapie. L'objectif sera dlger la présence de mutations de résistance
aux IP, en utilisant la technique Nantaise de grame de résistance. La présence de ces
mutations deviendra peut-étre a I'avenir un facpronostique de réponse a la trithérapie.
Tous les nouveaux patients débutant une trithérapie€CHU de Nantes bénéficieront du
méme suivi clinico-biologique, permettant de canfir les données de cette étude sur une
plus large cohorte. Disposer de nouvelles théttapses prometteuses dans la prise en charge
de I'hnépatite C est un réel espoir pour I'avenir ldepathologie. Néanmoins, il demeure

essentiel de poursuivre et d’améliorer le dépistigepatients infectés.
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Annexes

¢ Communication orale lors du Gemhep 2012 (Groupe Fiacais d’Etudes

Moléculaires des Hépatites), Paris, 11 décembre 2D1

Efficacité virologique des trithérapies anti-VHCrap 1 an d’utilisation au sein de la cohorte
nantaise

E André-Garnief, M Plancon, B Bess& J Gourna$; C Fera$, E Billaud®,M Coste-Burel
Y aboratoire de virologie, EA4271, Services d’hépmyie® et d'infectiologi€, CHU de
Nantes

Une méthode originale de génotypage des souches dah€ la région NS3 est utilisée en
virologie depuis le 4 septembre 2011 (Besse et al, J. Virol. Method2p01

Pour chaque patient, a la découverte d’'une infeqgtiar le VHC ou lors de l'initiation d’'un
traitement, le génotype est déterminé par lanalyse la séquence NS3
(http://www.hcv.lanl.gov). Les mutations décritesrane associées a une resistance au TVP
et/ou BOC sont recherchées a l'aide de 2 algorithnt@eno2Pheno HCV 1.0 et Greg+ VHC
(AC 33 ANRS). En cas déchec virologique (EV) ouréehute sous IP, le séquencage du
géne NS3 est renouvelé.

481 souches ont été génotypées dont 327 G1. Téntexts par IP ont été initiés : 38 TVP
(26 1a et 12 1b) et 33 BOC (18 1la et 15 1b). L&elmnoyenne du traitement au 01/09/12 est
de 9,1 mois. Une eRVR est obtenue ct&patients sous TVP (86%) &8 sous BOC (54%).
14 patients ont achevé leur traitement avec succ@4/A11/12 donf. RVS.

Dix EV sont observeés :

5 sous TVP (13%) 4 souches Gla aux profils : V36RI1b5K (n=2), V55A (présente
a J0) +V36M + R155K, R155K et 1 G1b = V36V/A.

5 sous BOC (14%) 2 G1b : T54S, T54T/A et 3G1la6M3-R155K.

Le génotypage NS3, validé en routine, permet deoder d’une séquence de référence a JO.
La comparaison avec la séquence réalisée en cas plEmettra de faire progresser de
I'algorithme. Les taux élevés d’eRVR correspondectux obtenus dans les études de phase
lll. Le gain thérapeutique des trithérapies esbimestable pour le traitement des patients
infectés par un G1. Le suivi de la cohorte se pouet les criteres épidémiologiques et de
tolérance sont en cours d’exploitation.
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