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Table des abréviations

AAD : agents antiviraux a action directe

ADN : acide désoxyribonucléique

AES : accident d’exposition au sang

AFEF : Association Frangaise pour I’Etude du Foie

ALT : transaminases

AMM : autorisation de mise sur le marché

ApoB/C1/E : apolipoprotéine B/C1/E

ARN : acide ribonucléique

ATP : adénosine triphosphate

CF-1 : control fragment (fragment contrdle)

CHC : carcinome hépatocellulaire

CLDNI : claudine 1

CPA : cellule présentatrice d’antigene

ddNTP : didésoxyribonucléotides

dNTP : désoxyribonucléotides

EC : extraction control (contrdle d’extraction)

ELISA : enzyme linked immunosorbent assay (méthode immune-enzymatique)
GAG : glycosaminoglycane

HSH : hommes ayant des rapports sexuels avec des hommes
HVRI : région hypervariable 1

IAI : Institut des Agents Infectieux

IFN : interféron

IRES : internal ribosome entry site

ISG : interferon-stimulated gene (géne inductible par I’interféron)
kb : kilobase

LANL : Los Alamos National Lab

LDL-R : low-density lipoprotein receptor (récepteur aux lipoprotéines de basse densité)
NCBI : National Center for Biotechnology Information

NFS : numération formule sanguine

NGS : Next Generation Sequencing (séquencage de nouvelle génération)
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OCLN : occludine

OMS : Organisation Mondiale de la Santé

PAMPs : pathogen associated molecular patterns (motifs moléculaires associés aux
pathogénes)

pb : paire de bases

PCR : polymerase chain reaction (réaction de polymérisation en chaine)

peglFN : interféron pégylé

PRR : pattern recognition receptor (récepteur de reconnaissance de motifs moléculaires)
RIG-I : retinoic acid-inducible gene I (geéne I inductible par l'acide rétinoique)

RT-PCR : rétrotranscription — polymerase chain reaction

SC : system control (contrdle systéme)

SR-BI : scavenger receptor class B type 1

TLR : Toll-like receptor (récepteur de type Toll)

VHA : Virus de I’Hépatite A

VHB : Virus de ’Hépatite B

VHC : Virus de I’Hépatite C

VIH : Virus de I’Immunodéficience Humaine

VLDL-R : very-low density lipoprotein receptor (récepteur aux lipoprotéines de tres
basse densit¢)

VMT : Virus de la Mosaique du Tabac

5’/3’UTR : untranslated region (régions non traduites)
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Introduction

Le Virus de I’Hépatite C (VHC), découvert en 1989 (1), fait partie des virus responsables
d’hépatites ayant un tropisme primaire pour le foie, ciblant donc les hépatocytes, cellules
du foie. L’ infection chez le patient peut se manifester par une hépatite aigiie mais devient
chronique dans la majorité des cas. Selon les derni¢res données disponibles de Santé
Publique France, anciennement Institut National de Veille Sanitaire (InVs), le taux de
mortalité imputable au VHC en France s’élevait a 4,5 pour 100 000 habitants en 2001,
représentant ainsi 2646 déces, reflétant I’impact du virus au niveau national. Parmi ces
déces, 95% des cas présentaient une cirrhose et 33% un carcinome hépatocellulaire
(CHC) compliquant la cirrhose (2).

Avec 71 millions de personnes infectées chroniquement dans le monde aboutissant a
400 000 déces annuels, I’hépatite C est un probleme de santé publique majeur. Malgré les
mesures de prévention mises en place, 1,75 million de nouveaux cas sont recensés chaque
année, en raison de 1’absence de vaccin. L’Organisation Mondiale de la Santé¢ (OMS) a
défini un objectif d’élimination a I’horizon 2030, c’est-a-dire éviter 90% des nouvelles
infections par le VHC et réduire la mortalité¢ due aux infections par le VHC de 65% (3,4).
Des programmes de prévention, de dépistage et d’acceés aux soins nécessaires pour
controler la pandémie ont également été mis en place (5).

En termes diagnostiques, la recherche des anticorps anti-VHC dans le sérum du patient
ainsi que du génome a ARN du VHC est utilisée pour mettre en évidence une infection
par le VHC. La variabilité génétique du VHC est trés importante, avec, a ce jour, 7
génotypes différents présentant jusqu’a 30% de divergence entre eux, de nombreux sous-
types décrits, ainsi que des quasi-espéces au sein d’un méme individu (6,7). Cela explique
le fait que la majorité des agents antiviraux a action directe (AAD) développés pour traiter
I’infection contre le VHC jusqu’a trés récemment n’étaient efficaces que contre certains
génotypes, rendant ainsi nécessaire la détermination du génotype et du sous-type avant
I’instauration d’un traitement afin d’éviter les échecs sous AAD. En effet, il a été
démontré, en 2016, que jusqu’a 12% des échecs sous AAD pouvaient étre expliqués par
une erreur de génotypage (8). Ces molécules vont cibler des protéines virales particuliéres
impliquées dans le cycle viral, mais le choix du traitement dépend bien souvent du

génotype, bien que de nouvelles molécules pan-génotypiques, actives quel que soit le
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génotype, soient disponibles depuis peu. Elles doivent impérativement étre utilisées sous
forme de combinaisons (bi ou multithérapies) afin d’éviter I’apparition rapide, sous
quelques jours en monothérapie, de mutations de résistance (9). Ces traitements ont une
efficacité de plus de 90% chez les patients infectés (10,11).

Jusqu’a récemment, au laboratoire de virologie de I’Hopital de la Croix-Rousse a Lyon,
le génotypage viral des patients infectés par le VHC était réalisé par séquencage de Sanger
aprés amplification par réaction de polymérisation en chaine (PCR). Ce principe de
séquencage fut développé par Frederick Sanger en 1977 et repose sur ['utilisation de
didésoxyribonucléotides marqués par des fluorochromes qui vont agir en tant que
terminateurs de chaine lors de I’amplification (12). Cependant, les techniques de
séquencage de nouvelle génération (Next Generation Sequencing NGS), développées au
cours des 20 dernicres années (13,14), sont attrayantes pour le génotypage et la
caractérisation des mutations de résistance notamment pour leur sensibilité, leur capacité
a quantifier les variants présents et a détecter des co-infections. Elles pourraient ainsi
présenter une méthode de choix pour le séquengage du VHC, notamment en routine.

Au cours de cette thése, nous avons évalué¢ un automate de séquencage Vela Diagnostics,
utilis¢ par ailleurs en routine pour le séquencage du Virus de 1'Tmmunodéficience
Humaine (VIH) au laboratoire de virologie de I’Hdpital de la Croix-Rousse a Lyon, pour
son utilisation en routine dans le séquengage, le génotypage et la détection de mutations
de résistance chez les patients infectés par le VHC ; nous nous sommes attachés a mettre
en lumiére 1’apport de cette nouvelle technologie vis-a-vis des techniques plus anciennes

de séquencage.
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Rappels Bibliographiques

1. Généralités sur le Virus de I’Hépatite C

1.1 Epidémiologie de I’infection par le Virus de I’Hépatite C

1.1.1 A I’échelle mondiale

Selon les estimations de I’OMS de 2015, environ 71 millions de personnes sont porteuses
d’une infection par le VHC, représentant 1% de la population et I’incidence annuelle des
nouvelles infections est estimée a 1,75 millions (15). Les taux de prévalence les plus
¢levés sont retrouvés en région méditerranéenne orientale (2,3%) ainsi qu’en Europe
(1,5%) (15). Ces zones présentent également un niveau d’infection élevé avec des taux
d’incidence de 62,5 pour 100000 habitants et 61,8 pour 100 000 habitants,
respectivement, tandis que les taux d’incidence les plus faibles sont retrouvés dans la

région du Pacifique occidental et en Amérique (15) (voir Figure 1).
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Incidence of HCV infection

\j#‘ 4

Incidence rate (per 100 000) Total number (000)
WHO region Map key Best Uncertainty Best Uncertainty

estimate interval estimate interval
African Region gl 31.0 22.5-54.4 309 222-544
Region of the Americas 2 6.4 5.9-71.0 63 59-69
Eastern Mediterranean Region il 62.5 55.6-65.2 409 363-426
European Region . 61.8 50.3-66.0 565 460-603
South-East Asia Region ai 14.8 12.5-26.9 287 243-524
Western Pacific Region 6.0 5.6-6.6 111 104-124
Global 23.7 21.3-28.7 1751 1572-2 120

Figure 1. Incidence de l'infection par le VHC dans la population générale en 2015.

Données recueillies par I’'OMS concernant l'incidence de [’infection par le VHC selon

les régions du monde.

D’apres [’Organisation Mondiale de la Santeé, 2017 (15).
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Les hépatites virales ont mené, en 2015, a 1,34 million de décés, dont 96% étaient le
résultat de complications d’hépatites chroniques dues, dans 30% des cas, au VHC (15).
Les infections par le VHC ont ainsi entrainé preés de 399 000 déces en 2015, pour cause
de cirrhose majoritairement, mais également de CHC (15). Contrairement aux infections
causées par le Virus de I’Hépatite B (VHB) et le VIH, le VHC est une infection curable,
soit spontanément, soit a [’aide d’antiviraux. Les anticorps anti-VHC persistent
généralement a vie mais ne sont pas protecteurs. Parmi les patients séropositifs —
présentant les anticorps — pour le VHC, on distingue ainsi les patients dits virémiques
chez qui I’ARN, génome du VHC, est détectable ; des patients guéris chez qui I’ARN du
VHC est indétectable. Parmi les 71 millions de personnes estimées comme infectées par
le VHC en 2015, seulement 14 millions d’entre elles, soient 20%, seraient au courant de
leur situation et seulement 1,1 million, soient 7%, a débuté un traitement antiviral (15).
La couverture mondiale du traitement fut cependant améliorée a 13% en 2016, avec le
début de 1,76 million de traitements supplémentaires (16).

Globalement, étant donné que 1’estimation annuelle du nombre de nouvelles infections
(1,75 million) est supérieure au nombre de personnes décédées pour cause d’infection par
le VHC (399 000 personnes) ou guéries de I’infection (843 000 personnes), I’épidémie
mondiale pourrait continuer a prendre de I'ampleur en l'absence d'intervention a grande

échelle.

1.1.2 A ’échelle de I’Europe

En Europe du Nord, la prévalence de 1’infection par le VHC est estimée entre 0,1% et 1%
et touche en majorité des adultes de 30 a 50 ans. En Europe centrale, le niveau de
prévalence est intermédiaire, allant de 0,2% a 1,2%, tandis qu’en Europe du Sud, il est
évalué entre 2,5% a 3,5% (17).

Les travaux de Perz et al. (18) ont suggéré que le VHC contribuerait au développement
de 38% des cirrhoses en Europe occidentale et 34% en Europe orientale, tandis qu’il serait
responsable, respectivement, de 44% et 15% des CHC dans ces régions.

Finalement, I’infection par le VHC serait a I’origine d’un taux de mortalité variable, de
0,1 a 31,5 déces pour 100 000 habitants (19) selon les pays, avec par exemple un taux de
4,5 pour 100 000 habitants en France (20). La mortalit¢ du VHC par CHC suivrait un

gradient Est-Ouest, avec des taux de mortalité supérieurs a 3 pour 100 000 habitants en
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Europe occidentale et des taux plus faibles, inférieurs a 1 pour 100 000 habitants, en
Europe orientale (19). Cela peut étre expliqué par un risque plus élevé, a I’Est, de
mortalité causée par cirrhose, en raison d’une consommation concomitante d’alcool
supérieure. De ce fait, I’infection n’atteint pas le stade du CHC. Egalement, il est possible
qu’a I’Est, les CHC soient sous-diagnostiqués ou classés a tort comme cirrhose, en raison

de I’acces limité aux techniques d’imagerie nécessaires.

1.1.3 A I’échelle de la France

En France en 2011, 344 500 personnes ont été estimées comme ayant ¢té en contact avec
le VHC soit 0,75% de la population pour laquelle on retrouve les anticorps anti-VHC,
avec seulement 57% au courant de cette séropositivité (21,22). Le taux de prévalence est
estimé a 0,42% pour les infections virémiques en 2011 (21), et a 0,3% en 2016 (23). Ces
valeurs sont abaissées par rapport a celles estimées en 2004, qui étaient respectivement
de 0,84% (prévalence des anticorps anti-VHC) et 0,53% (prévalence de I’ARN du VHC)
(22).

En outre, I’initiation de traitement est en expansion avec |’arrivée des nouvelles
molécules, et pourrait encore tendre a diminuer la prévalence des infections actives et des
nouvelles infections. En effet, selon des données du Systéme national d'information inter-
régimes de I'Assurance Maladie (Sniiram), le nombre annuel de traitements initiés par ces
AAD était seulement de 40 en 2013, et s’est ¢élevé a 8700 en 2014, a 14650 en 2015, pour
atteindre environ 60000 traitements cumulés en 2017 (10,24,25).

Concernant la mortalité causée par le VHC en France, une enquéte réalisée en 2001 a
permis d’estimer que 3618 déces étaient associés a une infection par le VHC, soit un taux
de mortalité de 6,1 pour 100 000 habitants, incluant 2646 déces directement imputables
au virus, soit un taux de mortalité de 4,5 pour 100 000 habitants dii a une cirrhose ou un
CHC (10). D’autre part, il a été¢ montré qu’en 2012, 9% des transplantations hépatiques
¢taient lices au VHC, alors qu’il était la cause de seulement 3,1% d’entre elles en 2016,

reflétant I’impact positif de 1’utilisation des AAD sur la maladie hépatique (26).
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1.2 Le génome du Virus de I’Hépatite C

1.2.1 Le génome viral

Le VHC est un virus enveloppé, compos¢ d’une molécule d’ARN simple brin de polarité
positive. Le génome est protégé par une capside icosaédrique elle-méme contenue dans
une enveloppe lipidique d’origine cellulaire. Le VHC a la caractéristique de présenter une
hétérogénéité de morphologie ainsi que de taille, variant entre 40 et 140 nanometres de
diamétre (27,28). D’autre part, il présente une densité particulierement faible, due a
I’association des particules virales avec des lipoprotéines (29). Il appartient a la famille
des Flaviviridae et au genre des Hepacivirus (30). Le génome compte environ 9600
nucléotides, avec deux régions hautement conservées que sont la 5’UTR (untranslated
region) et la 3’UTR. Le cadre de lecture ouvert est retrouvé entre ces deux régions non
codantes, et contient entre 9030 et 9099 nucléotides selon le génotype viral. Suite a la
transcription, la traduction aboutira, grace a I’initiation par la région IRES (internal
ribosome entry site) qui recrute les ribosomes (31), a la production d’un unique précurseur
poly-protéique. Le clivage de cette poly-protéine par des protéases virales et cellulaires
sera a ’origine de la formation des 10 protéines structurales et non structurales (voir
Figure 2). Parmi elles, les protéines core, E1, E2 et p7 sont les protéines structurales
impliquées dans la constitution du virion, tandis que NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A et
NS5B sont non structurales et ont un réle dans la réplication, la morphogeneése virale et

la régulation cellulaire, mais ne sont pas constitutives des virions (32).
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IRES ARN génomique du VHC
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Figure 2. Structure du VHC.

Le VHC code pour une poly-protéine unique constituée d’environ 3000 acides aminés.
Les protéines structurales comprenant la protéine core, les glycoprotéines d’enveloppe
(El et E2) et p7 prenant part a la formation de la particule virale sont distinguées des
protéines non structurales (NS2, NS3, NS4A4, NS4B, NS5A et NS5B).

Adapté de Moriishi et al., 2012 (33).
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1.2.2 La variabilité

1.2.2.1 Génotypes et sous-types

Le VHC est un virus présentant une variabilité importante. En effet, la classification du
VHC est faite selon 7 génotypes, classés de 1 a 7 (voir Figure 3) ; et de nombreux sous-
types sont décrits (6). Il existe plus de 30% de divergence entre les différents génotypes
(6). D’autre part, la distinction entre les séquences virales concernant le sous-type peut
étre faite de la manicre suivante : les isolats pour lesquels les séquences différent de moins
de 13% sur la région codante appartiennent au méme sous-type, tandis que si les
séquences different de plus de 15%, il est considéré que les isolats appartiennent a des

sous-types différents.

Génotype 1

Génotype 6

Génotype 4

Génotype 3

Figure 3. Arbre phylogénétique des génotypes du VHC.

L’arbre représente 129 séquences codantes completes du VHC, construit selon la
méthode de neighbor-joining, mettant en évidence les 7 génotypes du VHC.
Adapté de Smith et al., 2014 (6).
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Ces génotypes et sous-types se distribuent de maniére préférentielle selon la localisation
géographique. Le génotype 1 est ubiquitaire ; il est le génotype le plus fréquemment
rencontré, représentant plus de 46% des génotypes infectants, suivi du génotype 3 a 30%.
Parmi les cas recensés comme étant infectés par le génotype 1 dans I’étude de Messina et
al. (34), il s’est révele que 31% des cas étaient attribuables au sous-type la, et 68% au
sous-type 1b.

22% des personnes infectées par le VHC le sont par I’'un des trois génotypes 2, 4 et 6
tandis que le génotype 5 n’est que rarement rencontré, dans moins de 1% des infections
par le VHC. Les génotypes 1 et 3 sont distribués de manicre aléatoire dans la plupart des
pays, indépendamment du statut économique, alors que les génotypes 4 et 5 touchent
davantage les pays a faibles revenus (34). Plus précisément, le génotype 2 domine en
Afrique de 1’Ouest, le génotype 3 en Asie du Sud, le génotype 4 en Afrique Centrale et
en Afrique du Nord, le génotype 5 en Afrique du Sud et le génotype 6 en Asie du Sud Est

(voir Figure 4).

Génotype du VHC le plus fréquent

o ,
Données manquantes

Figure 4. Distribution géographique des génotypes du VHC dans le monde.

La carte représente, pour chaque pays, le génotype du VHC majoritaire. Les pays pour
lesquels les données ne sont pas connues apparaissent en gris.

Adapté de Messina et al., 2015 (34).
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De maniere plus localisée en France, les génotypes prédominants sont le génotype 1b a
30%, le génotype 3a a 22% et le génotype la a 16% (voir Figure 5). Certains génotypes
sont retrouvés plus volontiers dans une population particuliére. Par exemple, le génotype
1b est plus fréquemment retrouvé chez les personnes plus agées ainsi que les personnes
qui présentent un antécédent de transfusion sanguine ou lorsque le mode de transmission
virale est inconnu. Le génotype 3a est, lui, plus souvent retrouvé parmi la population
toxicomane, plus jeune (35-37).

Hormis ces génotypes bien décrits, des virus recombinants ont également été identifiés.
I1 s’agit de virus présentant une partie du génome viral correspondant a un génotype voire
un sous-type précis et une autre partie a un autre génotype, ou a un autre sous-type du
méme génotype. Le premier virus recombinant inter-génotypique 2k/1b a été décrit en
Russie en 2002 (38) et semble toucher beaucoup de patients originaires de Géorgie (39).
Aujourd’hui, au moins 7 autres recombinants inter-génotypiques (2i/6p, 2b/1b, 2/5,
2b/6w, 2b/1b, 2b/1a, 2b/1b) ainsi que 9 recombinants intra-génotypiques (1b/1a, 1b/1a,
4d/4a, 6a/60, 6€/6h, 6e/60, 6n/60 et deux recombinants 1a/lc) bien que moins fréquents,
sont identifiés (40).

= Génotype 1
= Génotype 2
= Génotype 3

Génotype 4
= Génotype 5
= Génotype 6

Figure 5. Répartition des génotypes du VHC en France.

Sont représentés chacun des génotypes du VHC ainsi que leur fréquence en France.

D’apres les données de Brouard et al., 2009 (41).
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1.2.2.2 Quasi-especes

Hormis la variabilité du VHC reflétée par cette classification en génotypes et sous-types,
on décrit également des quasi-espeéces pour le VHC (42). En effet, le virus code pour une
ARN polymérase ARN dépendante (NS5B), utilisée lors de sa réplication. Cette enzyme,
ne présentant pas d’activité de correction exonucléasique 3’-5’, est en effet responsable
d’erreurs aléatoires a un taux élevé (10*a 107 par nucléotide répliqué). En lien avec la
rapidité de réplication virale qui permet la production de 10'? particules virales par jour,
cela est a I’origine de modifications de nucléotides dans le génome du VHC au cours des
cycles viraux (43,44). Cela aboutit a la formation de nouvelles populations virales
formées par ces nouveaux variants viraux infidélement répliqués, retrouvées en faible
proportion au sein d’'un méme hote, que I’on appelle ainsi quasi-especes. Ces variants ne
se distinguent que par quelques mutations, conservant une homologie de séquence

supérieure a 90% (45).

1.2.3 Les fonctions des protéines virales

La premicre partie de la poly-protéine obtenue par traduction du génome du VHC est
clivée par la signal peptidase cellulaire pour aboutir a la formation de la protéine core,
des glycoprotéines E1 et E2 ainsi que de p7. La seconde partie de la poly-protéine est elle
aussi clivée du fait des activités protéasiques virales pour donner les différentes protéines
non structurales (46). Trois de ces protéines sont plus particulicrement ciblées par les
traitements actuels contre le VHC : NS3, NS5A et NS5B. Afin d’échapper a ces
traitements, elles sont ainsi susceptibles de développer des mutations, d’ou I’importance

de leur séquengage.

1.2.3.1 La protéine NS3

NS3, aussi appelée p70, est une protéine multifonctionnelle de 70 kDa composée de 631
acides aminés. La partie C-terminale de la protéine a deux activités ATPase et ARN
hélicase, permettant de catalyser la liaison et de dérouler I'ARN viral au cours de la
réplication (47). La partie N-terminale présente a la fois des activités ATPase et sérine
protéase, responsables de clivages au cours du cycle, notamment en association avec
NS4A (47,48). C’est cette activité protéasique qui est ciblée par les molécules « anti-

protéases » également appelées anti-NS3 (voir Figure 6).
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L’importance de NS3 dans ’assemblage du virus a également été suggérée a travers
diverses études. En effet, des mutations dans le domaine hélicase, essentiel au moment
de la réplication, perturbent 1’assemblage du VHC (49). 1l est possible que cette méme

activité soit impliquée dans 1’assemblage de I’ARN viral dans la nucléocapside (50).

‘ (I C ~
[c[Ea] g2 Jpr{ ns2| i wsa  Jan[nsas[nssa| nsse | Protease domain
1021 1214 1658
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ns3_4d KGSSGGPLLCPLGHAAGIFRAAVCTRGVAKTVDFVPVESLETTMRS

Figure 6. Informations structurales de la protéine NS3 et de molécules inhibitrices

anti-NS3.

La protéine NS3 présente une activité protéase ainsi qu 'une activité hélicase (4). En (B)
sont représentées les structures des deux premieres moléecules anti-NS3, et en (C) la
structure de la protéine NS3 en bleu, et du cofacteur NS4A en rouge. Les résidus actifs
de la protéine NS3 (H57, D81 et S139) sont représentés en rouge (C et D) et les positions
susceptibles de mutation (V36, F43, T54, R155 et A156) entrainant résistance aux anti-
NS3 sont représentées en rose (C et D).

D’apres Lee et al., 2013 (51).
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1.2.3.2 La protéine NS5A

La protéine NS5A est une phosphoprotéine constitué¢e de 485 acides aminés de 56 kDa
ou 58 kDa selon qu’elle se trouve sous sa forme phosphorylée, alors appelée pp56, ou
hyper-phosphorylée, pp58. Elle présente, tout comme NS3, plusieurs fonctions : elle est
impliquée dans la pathogenése virale, la réplication virale, I’assemblage viral et la
modulation des voies de signalisation cellulaire (52,53). Plus précisément, elle comporte
3 domaines fonctionnels. Tous sont importants au cours de la réplication, avec notamment
certains résidus des domaines 1II et III étant critiques pour cette étape (54). Le domaine
IIT pourrait également avoir un role au moment de 1’assemblage par interaction avec la
protéine core (55,56). Ce sont ces activités de réplication et d’assemblage qui sont visées

par les anti-NS5A.

1.2.3.3 La protéine NS5B

La protéine NS5B, ou p68, présente 591 acides aminés, et possede ’activit¢ ARN
polymérase ARN dépendante. Elle est ainsi indispensable a la réplication virale,
permettant I’initiation de la synthése virale a partir du brin d’ARN de polarité positive en
tant que matrice. Ne possédant pas d’activité exonucléasique 3°-5°, de nombreuses
mutations sont générées au cours des cycles de réplication. Ces erreurs, associées au fort
taux de réplication virale, sont a I’origine de la diversité virale du VHC et notamment de

I’existence de quasi-especes (57).
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1.3  Lalipidation du VHC

Une caractéristique unique du VHC est la densité particulierement faible des virions,
appelés lipo-viro-particules (LVP) (58). En effet, dans le sérum de patients infectés mais
aussi de chimpanzés infectés expérimentalement, les fractions de faible densité contenues
entre 1 et 1,10 contiennent la plupart des particules virales (58—60), en raison de leur
composition lipidique particuliére et spécifique. Cette caractéristique permet de
distinguer le VHC des autres virus enveloppés qui ne présentent pas cette caractéristique
liée aux lipides, d’ou leur densité plus élevée que celle du VHC (50).

En effet, les virions du VHC dérivés d'un patient sont capables de s’associer aux
composants des lipoprotéines (voir Figure 7) ; ils peuvent notamment contenir des lipides
neutres tels que des triglycérides ou des esters de cholestérol. En outre, plusieurs
apolipoprotéines présentes dans la circulation sanguine, comme par exemple
I'apolipoprotéine E (apoE), 1'apolipoprotéine B (apoB) et 1’apolipoprotéine C1 (apoCl),
peuvent également s'associer aux particules du VHC (29,58,60,61).

Cette lipidation pourrait prendre place dans le milieu extracellulaire, aprés sécrétion des
particules néo-formées par la cellule infectée (62). Ce processus de lipidation nécessiterait
a la fois des composants viraux et notamment la région hypervariable HVRI1 de la
glycoprotéine E2, les lipoprotéines comme source de lipides mais également des facteurs

sériques non lipidiques, comprenant notamment 1’albumine sérique (62).

oI,W Apolipoprotéines
Lipoprotéines ————————— 2~ /__, N
\ ; \‘
\

Lipides neutres
' (esters de cholestérol,

» triglycérides)

Nucléocapside

Génome a ARN

Glycoprotéines

Figure 7. Modéles de LVP.

Deux modeéles différents de LVP sont classiquement décrits. Le premier est un modeéle ou
la particule de VHC interagit de maniere transitoire avec les différentes lipoprotéines
(A). Dans le deuxieme modeéle, il est proposé que la particule du VHC et la lipoprotéine
partagent leur membrane (B).

Adapté de Lindenbach et al., 2013 (50).
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14 Le cycle viral (voir Figure 8)

Le VHC présente un processus d’entrée particulierement complexe dans les hépatocytes,
cellules cibles. Les virions circulent dans la circulation sanguine et accédent a ces
hépatocytes par leur surface basolatérale. La fixation primaire des particules de VHC aux
cellules se fait par une liaison peu spécifique aux protéoglycanes a héparane sulfate
(63,64) ou par l'intermédiaire de SR-BI (scavenger receptor class B type 1) (65,66).
D’autre part, les particules du VHC peuvent aussi interagir fonctionnellement avec le
récepteur des lipoprotéines de faible densité (LDL-R) (67), par interaction avec l'apoE
présent sur le VHC (68,69). 11 a également été démontré qu'il peut y avoir une interaction
avec le récepteur des lipoprotéines de tres basse densité (VLDL-R) (70). Globalement, le
VLDL-R, le LDL-R et SR-BI pourraient présenter des fonctions redondantes, en raison
de leur activité¢ de transfert lipidique (67). Cependant, méme si ces récepteurs ont été
montrés comme impliqués au cours des étapes d'entrée, leur role précis et l'interaction de
chacun d'entre eux avec les particules virales et/ou leurs composants lipidiques en surface
demeurent mal compris.

Aprées ces étapes, le récepteur CD81 entre en jeu au cours des étapes suivant
I’attachement viral, ainsi que le récepteur de jonction cellulaire, claudine 1 (CLDN1).
Leur interaction aboutira a l'internalisation des particules virales avec les complexes
CD81-CLDNI1 (71) et a la pénétration cellulaire. Une autre protéine a jonction serrée,
I'occludine (OCLN), est également essentielle a l'entrée virale (72,73). L'entrée efficace
des virions dans les cellules est finalement induite par endocytose clathrine-dépendante
(74), suivie de leur transport vers les endosomes ou l'acidification pourrait déclencher des
changements de conformation des glycoprotéines E1 et E2 induisant la fusion entre les

membranes virales et endosomales (75,76).
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Figure 8. Modéle d'entrée du VHC.

Les particules de VHC sont capables de s associer aux composants des lipoprotéines (LP)
puis s attachent a la surface des hépatocytes via les glycosaminoglycanes (GAG), le LDL-
R, le VLDL-R et/ou SR-BI avant d’interagir avec les protéines CD81 et CLDNI.
L'internalisation dépend ensuite de ['endocytose médiée par la clathrine. Dans
I’endosome, l'acidification induit la fusion membranaire des virions qui aboutit a la
décapsidation et a la libération du génome dans le cytosol.

D’apres Moradpour et al., 2007 (77).
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La capside virale est alors détruite, laissant I’ARN libre dans le cytoplasme. A partir de
la molécule d’ARN simple brin se feront, d’'une part, la réplication, et d’autre part, la
traduction. La réplication se fait grace a la production du brin de polarité négative par
I’ARN polymérase ARN dépendante (NS5B), avec I’ARN simple brin positif comme
matrice. La traduction sera ensuite effectuée et donnera le précurseur de la poly-protéine,
contenant les dix protéines. Aprés clivage protéolytique pour donner les différentes
protéines, I’assemblage viral a lieu, permettant ainsi, apres encapsidation, la formation de
nouvelles particules virales, en détournant la voie de synthése des lipoprotéines. Les
virions sont alors libérés sous forme de lipo-viro-particules et peuvent aller infecter de

nouveaux hépatocytes (78) (voir Figure 9).

reticulum i

VN
\@/ b Membranous

web

Figure 9. Cycle du VHC.

Le virus se lie aux hépatocytes puis est internalisé (a) ; s ensuivent la décapsidation et la
libération du génome viral dans le cytoplasme (b). La traduction est médiée par I’IRES
et aboutit a la poly-protéine qui permettra la formation des protéines virales apres
clivage (c). L’ARN se réplique (d) ; puis [’assemblage viral et l’encapsidation du génome
ont lieu (e) ; avant de relarguer les particules néoformées apres maturation (f).

D’apres Moradpour et al., 2007 (77).
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1.5  Les caractéristiques de ’infection par le VHC
1.5.1 Les modes de transmission
Le VHC est transmis par exposition a du sang contaminé, incluant majoritairement la
transfusion de sang et dérivés ou I’utilisation de drogue par injection intraveineuse (voie
parentérale). Hormis ces modes de transmission largement décrits, le virus pourrait
également étre diffusé par des voies moins classiques, par contact sexuel, mais aussi,
rarement, de la mére a I’enfant. Ces deux derniers cas sont retrouvés en cas de Iésions,

impliquant ainsi des contacts sanguins.

1.5.1.1 Les drogues

Au niveau mondial, la principale source de contamination par le VHC est représentée par
la toxicomanie intraveineuse, soit I’injection de drogues. En effet, au cours de ces
pratiques, la probabilité de transmission du VHC par aiguille souillée est trés importante.
Une étude de 2017 a rapporté ['usage de drogues par injection dans 179 pays et a estimé
a 15,6 millions le nombre de personnes suivant ces pratiques (79), avec une grande
majorit¢é d’hommes. Parmi les drogues injectées dans ces pays ont été recensés
notamment des opioides a 82,9% et des stimulants a 33%.

Globalement, cela porte a 52,3% la prévalence des anticorps anti-VHC dans cette
population, avec des variations géographiques (79). En France, elle fut estimée a 59,8%
par I’enquéte Coquelicot réalisée en 2004 (80), puis revue a la baisse, a 44%, en 2011
(81) suggérant I’efficacité de la politique de réduction des risques, incluant I’acces a des
seringues propres afin d’éviter le partage de matériel. Cette source de contamination reste
le mode principal de transmission du VHC et la prévalence de l'infection chronique par
ce virus dans ces populations est sensiblement plus élevée que celle du VHB ou du VIH

(82).

1.5.1.2 La transfusion

La transfusion de sang ou de produits stables dérivés du sang (fractions coagulantes,
immunoglobulines) a été 1’'une des premicres causes décrites de transmission du VHC et
a joué un role important dans la dissémination du virus jusqu’a la fin du 20éme siécle. De
cette maniere, de nombreux patients hémophiles, hémodialysés, transplantés qui ont été

transfusés a cette période ont été contaminés par le VHC. Cependant, la mise en place de
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mesures de dépistage des donneurs deés 1990 a permis la réduction de la dissémination du
VHC par cette voie (83). A I’heure actuelle, le risque résiduel de propagation par
transfusion est considéré comme infime, de 1 pour plus de 500 000 dons, engendrant 5
hépatites post-transfusionnelles par an en France (36). Cependant, I’infection par le VHC
pouvant rester silencieuse de nombreuses années, des personnes transfusées au 20°™

siecle ont été contaminées mais n’ont toujours pas été dépistées.

1.5.1.3 Autres contacts avec du sang

Le VHC peut également étre transmis de fagon nosocomiale par le personnel soignant,
ou par du matériel, des objets souillés par le virus. Aujourd’hui, ce mode de dissémination
est réduit du fait des mesures hygiéniques et de 1’utilisation de matériel a usage unique
mais il a ét¢ important a 1’époque ou les méthodes n’étaient pas efficaces pour désinfecter
le matériel.

Une effraction cutanée ou des actes invasifs tels qu'une chirurgie peuvent aussi €tre a
’origine de la transmission du VHC lorsque des instruments contaminés sont utilisés. Il
est possible que ’acupuncture, le piercing ou les tatouages soient aussi une source de
transmission. Des études ont en effet montré une association significative entre la
présence d’anticorps anti-VHC et des antécédents de tatouage (84) ou d’acupuncture (85).
Le risque de transmission est également présent chez les soignants, par blessure
accidentelle notamment aprés un accident d’exposition au sang (AES). Le risque pour le
soignant d’étre infecté par du matériel souillé est estimé entre 3 et 5% lorsque le sang
présent sur le matériel contient en effet du virus, et peut s’¢lever encore davantage si la

virémie est élevée (36).

1.5.1.4 La transmission sexuelle

En Europe, mais également en Australie ainsi qu’aux Etats-Unis, la transmission sexuelle
du VHC a été rapportée pour des hommes séropositifs pour le VIH ayant des rapports
sexuels avec des hommes (86).

Des rapports hétérosexuels avec un partenaire infecté et avec plusieurs partenaires ont été
identifiés comme étant des facteurs de risque de transmission du VHC (87), bien que la
transmission sexuelle du VHC soit beaucoup moins efficace que celle d’autres virus

transmis par cette voie.
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1.5.1.5 La transmission meére-enfant

La transmission verticale du VHC de la mére a I’enfant au moment de I’accouchement
est également décrite bien que rare (88). Cette infection par transmission périnatale se
produirait chez 2,7 a 8,4 % des nourrissons nés de meres infectées par le VHC (89), et
pour une proportion encore plus élevée pour les nourrissons nés de meres co-infectées par

le VIH et le VHC (90).

1.5.2 Pathogenése du VHC

Apres infection par le VHC, une clairance spontanée médiée par le systéme immunitaire
est possible. Dans ce cas de figure, ’infection sera simplement répertoriée comme
hépatite C aigiie. Lorsque le génome viral est détectable depuis plus de 6 mois chez le
patient, on parle d’hépatite C chronique. Ce passage a la chronicité est rapporté dans 70%

des cas (91). L’infection pourra alors persister si le patient n’est pas traité.

1.5.2.1 Evolution de I’infection

Classiquement, la primo-infection par le VHC est asymptomatique, d’ou une difficulté de
diagnostic. En cas d’infection symptomatique, le patient peut présenter de la fatigue, de
la fievre, des douleurs abdominales, des nausées et possiblement un ictere, plus spécifique
d’une atteinte hépatique (16). Dans le cas ou I’hépatite se développe de maniére
chronique, des dommages hépatiques peuvent étre observés, incluant une stéatose,
accumulation anormale de graisses au niveau des hépatocytes ou une fibrose, niveau
anormalement ¢élevé de tissu conjonctif fibreux, dans 15 a 25% des cas (91), dont les
symptomes peuvent n’étre ressentis qu’apres plusieurs dizaines d’années d’évolution
silencieuse. Un CHC peut également apparaitre, chez les patients atteints ayant développé
de la cirrhose. Parmi cette derniére population, le risque est estimé¢ a 3% par an.
L’apparition du cancer est la derniére étape possible de 1’évolution du virus (voir Figure

10).
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Figure 10. Histoire naturelle du VHC.

Le VHC peut provoquer une infection aigiie d une durée inférieure a 6 mois au cours
desquels l'interféron (IFN) sera exprimé pour son effet antiviral, permettant la guérison
dans 30% des cas. 70% des patients infectés vont développer une infection chronique et
selon la capacité des hépatocytes a contrer l’infection, notamment grdace aux genes
inductibles par I'IFN (ISG), ils pourront étre a risque de développer une fibrose, une
cirrhose voire un CHC.

Adapté de Heim et al., 2013 (91).

1.5.2.2 Signes biologiques et moléculaires de 1’infection par le VHC

Le premier marqueur de I’infection qui apparait chez le patient est ’ARN du virus dans
le sérum, détectable par RT-PCR (transcription inverse de ’ARN en ADN puis
amplification par PCR) dés une a trois semaines apres contamination par le VHC (92). A
partir de la troisiéme semaine et jusqu’a 12 semaines apres exposition au VHC, les
transaminases vont s’¢lever dans le sang (93), signe de la lyse des hépatocytes. Plus
tardivement, environ 3 mois en moyenne apres I’infection, seront détectables les anticorps
anti-VHC, notamment par technique ELISA (enzyme-linked immuno sorbent assay) (voir
Figure 11a). Cependant, en cas de co-infection avec le VIH notamment, les anticorps
peuvent apparaitre de fagon retardée, plus d’un an apres le contage (94). Apres 6 mois de
portage de I’ARN viral sans éradication, il est possible que le patient présente un ou
plusieurs symptomes précédemment énoncés. Le taux de transaminases est alors variable,
reflétant les Iésions hépatiques, et peut fluctuer (voir Figure 11b). Sans traitement,

I’infection peut persister a vie et avoir des conséquences hépatiques.
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Figure 11. Cinétique des marqueurs de l'infection par le VHC, pour une infection

aigiie (a) ou chronique (b).

Sont représentés les niveaux de transaminases (ALT), ainsi que la détectabilité de I’ARN
viral (ARN VHC) et des anticorps anti-VHC (Ac anti-VHC) dans le cas d’une infection
aigiie (a) ou chronique (b) par le VHC.

Selon Santé Publique France, 2007 (95).

1.5.2.3 Réponse immunitaire innée

Chez les patients infectés par le VHC, I’'immunité innée représente la premicre barricre
antivirale et va permettre la production de cytokines et de différents types d’IFN.

Les particules virales et leurs composants, comprenant des motifs moléculaires associés
aux pathogenes (pathogen associated molecular patterns PAMPs) vont en effet étre
reconnus par des récepteurs particuliers spécifiques (pattern recognition receptor PRR).
Plus précisément, ’ARN viral du VHC, certaines parties spécifiques du génome ou
encore les protéines virales vont étre reconnus par des récepteurs de type Toll (Toll-like
receptors) et notamment les TLR2, 3, 7 et 8 (96). Dans la cellule, le géne RIG-I (retinoic
acid-inducible gene I) joue aussi un rdle de reconnaissance du génome viral (97).
L’interaction des composants viraux avec ces récepteurs variés est a l’origine de
I’activation de voies intracellulaires spécifiques par des cascades d’éveénements, qui vont
aboutir a la synthése et a la sécrétion d’IFN, de cytokines mais aussi de geénes inductibles
par I'IFN (ISGs), qui vont avoir une action antivirale. Cette réponse médiée par I'IFN est

effective rapidement, pendant 4 a 10 semaines suivant I’infection par le VHC (91).
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1.5.2.4 Réponse immunitaire adaptative

La réponse immunitaire innée est ensuite suivie de la réponse immunitaire adaptative, qui
se décompose en réponse cellulaire et en réponse humorale.

Il a en effet ét¢ montré que I’élimination du VHC est associée a la présence de
lymphocytes T a la fois cytotoxiques (lymphocytes T CD8+) ou non (lymphocytes T
CD4+) qui vont reconnaitre des épitopes sur les protéines virales (98). Ces lymphocytes
entraineront I’apoptose des cellules infectées ainsi que la sécrétion de cytokines, d’action
antivirale. Ces effecteurs correspondent a la réponse cellulaire. Si elle est efficace, elle
peut résulter en une clairance virale ; a ’inverse, si elle n’est pas assez importante, la
virémie sera maintenue et 1’infection pourra progresser vers la chronicité.

La réponse humorale va également jouer un role prépondérant. Les antigénes viraux vont
étre reconnus puis présentés par les cellules présentatrices d’antigéne (CPA) pour
permettre la différenciation des lymphocytes B en plasmocytes capables de sécréter des
anticorps spécifiques aux antigenes du VHC. Notamment, ces anticorps rendront possible
la neutralisation des particules virales circulantes. De maniére importante, la région
HVRI de la glycoprotéine E2 a été révélée comme étant une cible majeure d’anticorps
neutralisants (99). Cependant, le VHC étant un virus a ARN, il présente une capacité

importante a muter afin d’échapper a la réponse immunitaire et notamment aux anticorps.

1.6  Les traitements du VHC : vers une révolution thérapeutique

Depuis la découverte du VHC, les traitements ont considérablement évolué. En effet, les
infections ont d’abord été traitées par IFN a, en associant ou non la ribavirine avec un
taux de guérison autour de 40% (100). Hormis cette efficacité moyenne, les traitements
étaient longs et présentaient de nombreux effets indésirables chez le patient traité.

Depuis 2011, une nouvelle génération de traitements plus efficaces et mieux tolérés est
disponible, avec le développement d’inhibiteurs de la protéase ou anti-NS3, d’inhibiteurs
de NS5A et d’inhibiteurs de la polymérase ou anti-NS5B. Du fait de la grande variabilité
du VHC, la majorité des molécules disponibles ne sont efficaces que contre quelques
génotypes ; afin d’obtenir la meilleure efficacité possible, il est donc important de

déterminer le génotype a priori pour choisir un traitement adaptg.
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Cependant, depuis 2018, de nouvelles molécules pan-génotypiques, c’est-a-dire actives
sur I’ensemble des génotypes, sont disponibles afin de traiter les infections par le VHC
quel que soit le génotype infectant.

Globalement, le traitement vise a inhiber la réplication virale afin d’obtenir une
diminution puis une suppression totale et maintenue de la charge virale dans le sérum du
patient, caractérisant ainsi la guérison du patient a 3 mois apres la fin du traitement. A
I’heure actuelle, il est possible de guérir plus de 95% des patients avec des traitements
d’une durée de 8 a 12 semaines seulement (16), soulignant 1’efficacité de ces traitements

par rapport aux traitements antérieurs (voir Figure 12).

Réponse virologique soutenue (%)

1989 1998 2000 Ajnce 2011 >2014

Figure 12. Evolution de ’efficacité des traitements anti-VHC disponibles.

Le graphique représente, par type de traitement, le niveau de réponse virologique obtenu
estimé par la charge virale. IFN : interféron. peglFN : interféron pégylé. AAD : agents
antiviraux a action directe.

Adapté de Moradpour et Miillhaupt, 2015 (101).
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1.6.1 Traitements basés sur I’utilisation d’interféron et de ribavirine

1.6.1.1 L’interféron

Les IFN sont de petites molécules protéiques produites par les cellules pour répondre a
des infections, notamment virales. Dans le cadre d’une infection par le VHC sont surtout
utilisés des IFN de classe a produits par génie génétique. Bien que leur mode d’action ne
soit pas clairement déterminé, ils permettraient d’inhiber la réplication virale par
stimulation d’un certain nombre de voies de signalisation et ainsi de production protéique.
L’IFN a, utilis¢ en monothérapie, ne permettait d’atteindre que des taux faibles de
réponse virologique a long terme, autour de 15%, avec 3 injections par semaine (100).
D’autre part, le traitement présentait des effets indésirables, et notamment un syndrome
pseudo-grippal fréquent, se manifestant par une fievre, des frissons, des maux de téte, des
courbatures. Deux laboratoires produisaient des spécialités différentes, I’ Introna® et le

Viraféron® (Merck & Co) ainsi que le Roféron® (Roche) (102).

1.6.1.2 L’interféron pégylé

Une forme pégylée de cet IFN a fut ensuite utilisée, composée de I'IFN classique
conjugué a un polyéthyléne glycol. Cette nouvelle molécule a permis une augmentation
de 10 fois de la demi-vie, atteignant 40 heures, par diminution de la clairance de I’IFN.
De ce fait, les concentrations retrouvées dans le plasma des patients traités étaient
davantage stabilisées et équilibrées dans le temps (voir Figure 13), réduisant la posologie
a une unique injection hebdomadaire et limitant certains effets secondaires provoqués,
pour la forme non pégylée, par des pics de concentration importante d’IFN. En outre,
cette forme permet une diminution de I’immunogénicité, limitant la réponse anticorps
contre le traitement, d’ou une meilleure tolérance (100).

Cependant, en monothérapie, la réponse prolongée était obtenue chez moins de 20% des
patients. Merck & Co a élargi la production au Viraféronpeg® et Roche a ainsi produit le

Pegasys®.
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Interféron

Concentration

classique ) L
Interféron pégylé
v ﬂ
v
* + * * Temps de traitement a l'interféron
1 ]
Semaine 1 Semaine 2

Figure 13. Comparaison des cinétiques de concentration d'interféron obtenues selon

la forme.

La concentration d’IFN est représentée dans le temps, apres les différentes injections
indiquées par les fleches de [’axe des abscisses. Les cinétiques de I'IFN classique sont
observées pour les 3 injections par semaine, tandis que les cinétiques de I'IFN pégylé

sont obtenues avec la premiere injection de chaque semaine de traitement.

Adapté de Boyer et al., 2002 (100).
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1.6.1.3 La ribavirine

L’IFN o fut ensuite utilisée en bithérapie avec la ribavirine. Il s’agit d’un analogue
nucléosidique, agissant probablement comme inhibiteur de la polymérase virale, affectant
alors la production des protéines virales du VHC mais ayant également montré son action
contre d’autres virus. Par exemple, son insertion dans les génomes en cours de synthese
peut provoquer des mutations ou des erreurs d’appariement entre les bases nucléotidiques
(103).

Aux effets indésirables provoqués par I’'IFN s’ajoutent ceux possiblement induits par la
ribavirine au cours d’une bithérapie. Le principal effet décrit lors de la prise de ribavirine
est une anémie, soit une diminution du taux des globules rouges dans le sang, exprimée
par une paleur, une fatigue, un essoufflement et/ou une augmentation du rythme
cardiaque.

L’efficacité directe de la ribavirine en monothérapie reste modeste ; 1'intérét de cette
molécule dans le cadre de I'infection par le VHC réside dans la mise en place d’une
bithérapie alliant la ribavirine a I'IFN pégylé dont elle potentialise I'effet antiviral.

Cette association a permis d’augmenter la réponse virologique autour de 40% pour les
génotypes 1, et cette bithérapie fut longtemps le traitement de référence pour les patients
infectés par le VHC (100). Cependant, 1’efficacité de cette association thérapeutique
présentait une grande variabilité selon le génotype, rendant le génotypage d’autant plus

important (voir Tableau 1).

Tableau 1. Efficacité de I’association thérapeutique IFN pégylé — ribavirine selon le

génotype.
D’apres Manns et al., 2001 (102).

Association
peglFN + ribavirine Génotype 1 Génotypes 2/3 Génotypes 4/5/6
pendant 48 semaines
Niveau de réponse
virologique soutenue 34-42% 80-82% 33-50%
obtenu a 24 semaines
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1.6.2 Traitements basés sur 'utilisation de nouvelles molécules

Malgré I’avancée qu’a permis cette bithérapie, une partie importante des patients ne
répondait pas au traitement ou présentait une rechute. Au vu de ces constats et grace aux
nouveaux moyens d’étude in vitro du virus, de nouvelles molécules sont apparues sur le
marché afin de traiter le VHC de maniére plus efficace. En effet, I'IFN est resté pendant
de nombreuses années la seule option thérapeutique du fait de la difficulté a cultiver le
VHC in vitro pour la mise en place de nouveaux traitements.

Ces molécules visent des étapes spécifiques du cycle viral (104) et plus précisément des
protéines virales impliquées au cours du cycle du VHC, par interaction directe, en lien
avec leurs diverses structures (voir Figure 14), et sont ainsi dénommées AAD. Les
différentes classes se distinguent quant a leur activité vis-a-vis des génotypes du VHC,
leur niveau de barriére aux résistances, leurs effets indésirables ainsi que le potentiel
d’interactions (voir Tableau 2). Ces molécules peuvent étre utilisées seules ou en
association, selon les recommandations (voir Tableau 3 et Rappels bibliographiques,

1.6.3 Recommandations actuelles).

Tableau 2. Caractéristiques des différents antiviraux a action directe selon leur

classe.

Adapté de Liang et Ghany, 2016 (105).

Inhibiteurs Inhibiteurs non
Inhibiteurs de la
Inhibiteurs de NSSA nucléotidiques de la nucléotidiques de la
protéase NS3
polymérase NS5B polymérase NS5B
Efficacité Elevée Elevée Elevée Faible/intermédiaire
Couverture ) o )
Etroite Intermédiaire Large Etroite
génotypique
Probabilité de
développement de Elevée Intermédiaire Faible Elevée
résistance
Risque d’effets
Substantiel Faible/intermédiaire Faible/intermédiaire Faible/intermédiaire
indésirables
Potentiel
d’interactions Substantiel Intermédiaire Faible Intermédiaire
médicamenteuses
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1.6.2.1 Inhibiteurs de la protéase ou anti-NS3

La premiere classe des AAD a avoir obtenu une autorisation de mise sur le marché
(AMM) est celle des anti-NS3 ou anti-protéase. Les molécules ont le suffixe « -prévir ».
Les premicres molécules utilisées en 2011, le télaprévir et le bocéprévir, étaient utilisées
en combinaison avec I’IFN et la ribavirine. Elles agissent par compétition avec le substrat
enzymatique par liaison covalente a la protéase. Elles ont rapidement été supplantées par
des molécules de 2°™ génération avec moins d’effets secondaires et une plus forte barriére
de résistance. Notamment, les molécules présentant une AMM avec indication pour le
traitement du VHC sont le paritaprévir, le grazoprévir, le voxilaprévir et le glécaprévir,
dont les deux dernicres a activité pan-génotypique (106). Elles vont cibler le domaine
NS3 et peuvent étre, hormis pour le voxilaprévir et le glécaprévir, actives sur certains
génotypes spécifiquement, d’ou une couverture génotypique considérée étroite.

La protéine virale NS3 est nécessaire pour la réplication virale et la fixation des anti-NS3
sur le site catalytique bloque la libération des protéines virales non structurales

fonctionnelles.

1.6.2.2 Anti-NS5A

Les anti-NS5A ont le suffixe « -asvir » et on retrouve sur le marché le daclatasvir, le
lédipasvir, 1I’ombitasvir, I’elbasvir, le velpatasvir et le pibrentasvir, dont les deux
dernieres d’action pan-génotypique (106). Ces molécules vont agir possiblement sur un
ou plusieurs génotypes.

Ces molécules agissent, d’une part, en limitant la réplication, et, d’autre part, en bloquant
les étapes d'assemblage des composants viraux pour former la particule virale finale. La
protéine NS5A ne présentant pas d’activité enzymatique, les mutations qui peuvent
apparaitre dans cette région ont peu d’impact sur la viabilité virale et persistent ainsi
longuement. De ce fait, ces inhibiteurs sont a I’origine d’une diminution rapide de la

réplication, effective a partir de quelques jours de traitement.

1.6.2.3 Inhibiteurs de la polymérase ou anti-NS5B
La derniére classe de molécules présente le suffixe « -buvir », avec le sofosbuvir et le

dasabuvir (106).
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Elles vont agir sur I’ARN polymérase virale ARN dépendante ou NS5B, empéchant alors

sa fonction lors de la réplication virale. Le dasabuvir est un inhibiteur non nucléosidique

non compétitif qui va induire un changement de conformation de I’enzyme par fixation a

un site allostérique de NS5B, responsable de la perte de son activité.

Le sofosbuvir, inhibiteur nucléotidique, nécessite une activation intracellulaire par

phosphorylation puis va s’incorporer dans I’ARN a la place du substrat naturel et agir en

tant que terminateur de la synthése d’ARN du VHC en cours. Il agit donc en tant

qu’inhibiteur compétitif. Grace a ce mode d’action, il est capable d’agir sur tous les

génotypes et le risque de résistance est faible (107). D’éventuelles mutations peuvent

apparaitre au niveau du site catalytique de la polymérase mais entrainent une perte trop

importante de la capacité réplicative du VHC pour étre sélectionnées.

Anti-NS3

Anti-NS5A
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Figure 14. Structures des anti-VHC, selon la protéine cible.
Selon les informations de PubChem (108).
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1.6.3 Recommandations actuelles

L’arrivée de nouvelles combinaisons thérapeutiques a un rythme trés rapide ces derniéres
années, avec des colts initialement exorbitants, a fait évoluer les recommandations de
traitement tous les 6 mois entre 2012 et 2018. En 2018, I’arrivée de combinaisons pan-
génotypiques tres efficaces et trés bien tolérées, ainsi qu’une diminution des prix, ont
permis une simplification de la prise en charge, rendant possible depuis mai 2019, la
prescription d’AAD par I’ensemble des médecins en France (110). Il n’y a, a I’heure
actuelle, plus d’autres molécules en développement.

Le principe du traitement du VHC repose sur I’association de plusieurs molécules
provenant de différentes classes, pour une durée de 8 ou 12 semaines selon 1’association
utilisée et/ou la sévérité de la maladie.

Actuellement, les recommandations de 2018 de 1’ Association Frangaise pour I’Etude du
Foie (AFEF) proposent différents schémas selon la présence d’antécédent de traitement

et/ou I’avancée des 1ésions hépatiques, et notamment le niveau de fibrose (111).

1.6.3.1 Bilan initial du patient

Quand un patient est diagnostiqué comme ayant une infection active par le VHC, c’est-
a-dire présentant une charge virale positive dans le sang, il est nécessaire d’évaluer les
comorbidités et de rassembler toutes les informations nécessaires a la mise en place du
traitement le plus approprié (112) : la consommation d’alcool, un surpoids, une obésité,
un diabéte ou encore un syndrome métabolique ; une insuffisance rénale sévére ; une co-
infection avec le VIH et/ou le VHB ; la notion d’échec a un traitement anti-VHC
antérieur. Dans ces cas-1a, la prise en charge du patient sera dite spécialisée.

Pour estimer ’atteinte hépatique, différents tests non invasifs peuvent étre réalisés : le
Fibroscan® qui mesure 1’¢lasticité hépatique, le Fibrotest® ou le Fibromeétre® qui sont
des tests sanguins évaluant les niveaux de marqueurs révélateurs de fibrose. Si les valeurs
obtenues a ces tests sont respectivement plus élevées que 10kPa, 0,58 et 0,786, le patient
nécessite en effet un parcours spécialisé.

Un bilan sanguin initial est également réalisé comprenant les bilans hépatique et rénal
ainsi que la numération de la formule sanguine (NFS). La mesure de la charge virale avant
initiation du traitement est également indispensable afin de fournir une référence au cours

du traitement.
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1.6.3.2 Recommandations pour une prise en charge simplifiée

Lorsque la prise en charge est dite simplifiée, dans le cas ou il n’y a pas d’antécédent de
traitement pour le VHC et pour une fibrose modérée ou minime, le traitement repose sur
I’utilisation d’une association pan-génotypique récente Epclusa® (sofosbuvir +
velpatasvir) pendant 12 semaines ou Maviret® (glécaprevir + pibrentasvir) pendant 8
semaines (voir Figure 15).

Le controle de la charge virale est effectué 12 semaines apres la fin du traitement : si la
charge virale est indétectable, on considére que le traitement a permis une réponse
virologique soutenue, et que le patient est guéri.

Cependant, il est important de noter la persistance des anticorps anti-VHC méme apres
guérison, signe du contact du systéme immunitaire avec le virus. Malgré tout, ces
anticorps ne protégent pas d’une infection ultérieure, d’ou le risque de réinfection si le
patient présente un comportement a risque (voir Rappels bibliographiques, 1.5.1 Les
modes de transmission). Un suivi adapté peut donc étre proposé chez ces patients, avec
une recherche réguliére de la charge virale du VHC.

De méme, les patients chez qui des comorbidités hépatiques ont été détectées doivent se
voir suivre régulierement. En effet, la guérison du VHC ne permet pas systématiquement
de s’affranchir de I’altération hépatique viro-induite, ni du risque de CHC si les Iésions

¢taient déja trop avancées (111).

1.6.3.3 Recommandations pour une prise en charge spécialisée

Si le patient présente un antécédent de traitement pour le VHC et/ou des lésions
hépatiques importantes, la prise en charge est dite spécialisée, avec utilisation possible de
molécules génotype-dépendant.

Ici encore, Epclusa® peut étre utilisé pour 12 semaines, ainsi que Maviret® pendant 8§ a
16 semaines. Cependant, en raison notamment de leur efficacité¢ et de leur facilité
d’emploi, deux autres associations peuvent étre utilisées selon le génotype. Harvoni®
(sofosbuvir + 1édipasvir) peut étre donné pour 8 semaines pour des génotypes 1 sans
maladie hépatique sévére. La deuxiéme association Zepatier® (grazoprévir + elbasvir)
pendant 12 semaines peut étre indiquée chez les patients infectés par le génotype 1b, le
génotype la avec une charge virale initiale inférieure a 800000 UI/mL mais également

chez les patients infectés par un génotype 4 et sans antécédent de bithérapie par IFN et
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ribavirine. Ces deux associations de molécules permettent ainsi d’obtenir une réponse
virologique soutenue chez plus de 95% des patients traités (111).

Le méme suivi est indiqué pour les patients présentant une réponse virologique soutenue
apres le traitement (voir Rappels bibliographiques, 1.6.3.2 Recommandations pour une

prise en charge simplifiée).

SEROLOGIE VHC POSITIVE
: DETECT,
CHARGE VIRALE VHC P '_"mmml,f"ﬁ
VIROLOGIQUE »
+
+

ANTECEDENT DE TRAITEMENT
DE L'HEPATITE C
COMORBIDITES *

ELASTICITE HEPATIQUE PAR

FIBROSCAN® <10KPAOU
FIBROTEST® < 0,58 OU
FIBROMETRE® < 0,786

PRISE EN CHARGE
SIMPLIFIEE
+

TRAITEMENT
PANGENOTYPIQUE

EPCLUSA® OU MAVIRET®

Figure 15. Algorithme de prise en charge des patients infectés par le VHC.

Des lors qu’un patient est diagnostiqué pour le VHC, le bilan initial permettra d’initier
un traitement, selon une prise en charge simplifiée ou spécialisée.

D’apres [’Association Frangaise pour I’Etude du Foie, 2018 (111).
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1.6.4 Mutations de résistance

Une mauvaise observance, I’arrét des antiviraux avant la durée recommandée, une
interaction du traitement avec d’autres médicaments, un foie fibrosé peuvent entrainer
une sous-exposition des cellules infectées aux concentrations efficaces et donc étre a
I’origine d’une perte d’efficacit¢ du traitement. D’autre part, certaines mutations
préexistantes dans des régions d’intérét du virus, et notamment NS3, NS5A, NS5B,
peuvent également avoir un impact sur la sensibilité¢ aux molécules au cours du traitement.
Ces protéines virales étant les cibles du traitement, des mutations sont susceptibles d’étre
sélectionnées afin de permettre au VHC de continuer a se disséminer tout en échappant a
I’effet des molécules antivirales. Pour cette raison, le séquengage est utile pour la
détection de ces mutations dans le génome viral pour permettre d’adapter le traitement,
selon les recommandations (113).

La variabilit¢ du VHC est telle que I’impact d’une mutation sur la sensibilité vis-a-vis
d’une molécule dépend du génotype voire du sous-type. Le tableau 4 recense les
mutations associées a une résistance, selon la classe antivirale ou la molécule utilisée et
en fonction du génotype infectant pour des patients en échec d’AAD.

L’échec aux AAD peut étre expliqué par ’apparition de ces mutations dans les régions
virales cibles du traitement. Tandis que les mutations présentes dans NS3 disparaissent
globalement quelques mois apres leur apparition, celles trouvées dans NS5A peuvent
persister pendant plusieurs années. Les mutations pouvant étre retrouvées au niveau de la
polymérase virale NS5B, et plus particulierement sous sofosbuvir, sont généralement
rarement sélectionnées du fait de leur impact sur le « fitness » viral (voir Figure 16),

contrairement a celles développées sous inhibiteur de NS5B non nucléosidique.
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Variants associés a
une résistance (%)

10%

Jours Mois Années

Figure 16. Cinétique de persistance des variants associés a une résistance au cours
des différents traitements.

La persistance des variants associés a une résistance est représentée en fonction du
temps, pour différents types de traitements.

Adapté de Benitez-Gutiérrez et al., 2016 (114).

Récemment, des mutations préexistantes dans NS5A et NS5B du VHC ont été recensées
avant Dinitiation de tout traitement pour 16% et 2,5% des patients infectés,
respectivement (115). Le niveau de prévalence de ces substitutions virales est variable
selon la région géographique mais dépend également du génotype infectant (116,117).

Notamment, les mutations présentes dans NS5A ont une importance capitale dans 1’issue
du traitement antiviral : une étude de 2017 a montré que pour 1765 patients infectés par
un génotype 1, la bithérapie sofosbuvir/lédipasvir présente une réduction d’efficacité
importante pour les patients pré-traités par antiviral et présentant, avant 1’initiation de
cette bithérapie, des mutations de résistance dans NS5A (76% contre 97% chez les
patients sans mutation [génotype 1a], 89% contre 98% [génotype 1b]). Ces substitutions
ne montrent qu’un impact réduit pour les patients de génotype 1a naifs de traitement (91%
contre 99% chez les patients sans mutation), et aucun impact dans le cas du génotype 1b

(99% contre 99%) (118).
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Position

acide

Génotype (sous-type)

ib p
159 L159F L159F L1S9F L159F
Sofosbuvir 282 S282T/R S282T S282T S282T $282T S282T
320 L320I/F/V
321 V321A V321A
24 K24G/N/R T24A Q24H
26 K26E ,
28 M28A/G/T/S/V L28M/T L/F28M/V/S M28T L28S/V L281 F28L
[ 29 P29s
Inhibiteurs 30 Q30C/D/E/G/HN/K/L/Q/R/S/T/Y R30G/H/P/Q/R L30H/S A30K/S L30H
. 31 BU/F/M/PN BIF/I/MN BIMN  BI/MN  BUM BV 1BIMN
32 P32L/S P32F/L/S P32L/S
38 S38F
58 HS8D/L/R P58D/S 1580/5 TS8A/N/S
62 Q/E62D
92 A92K/T A 92K
93 YI3C/F/H/UN/R/S/T/W Y93C/H/N/S Y93H Y93H Y93HY93H/R
36 V36A/C/G/L/M V36A/C/G/L/M
41 Q41R Q41R
43 F43L F431/S/V
54 TS4A/S TS4A/C/G/S
Inhibiteurs 55 V55A/1 V55A
56 Y56H Y56H/L Y56H YS6H YS6H
de 80 Q80H/K/L/R QBOH/K/L/R L80K/Q
p—— 122 $122G/R $122D/G/I/N/R/T s1221
155 R155G/I/K/M/S/T/W R155C/G/I/K/Q/M/S/T/W
156 A156S/TV A156G/F/S/TN
158 V1581 V1581
168 D168A/C/E/F/G/H/\/K/LUN/T/N/Y = D168A/C/E/F/G/H/I/K/LUN/TIN/Y Q168R D168V . D168E/Y
170 IN1TOF/T/V IN170A/L/T 1170V
175 M175L
314 L314H
316 Cc316Y C316H/N/Y/W
368 S368T
411 N411S
414 M4141/T/V M4141/T/V
245 CaasF/Y
446 £446K/Q
Dasabuvir 448 Y448C/H Y448C/H
451 C451R
553 ASS3T AS53V
554 G554S G554S
555 Y555H
556 S556G/R S556G/R
557 GSS7R
558 GS558R G558R
559 D559G/N D559G/N
561 YS61H/N
Tableau 4. Substitutions de résistance répertoriées in vitro et/ou chez les patients en
échec de traitement, considérant ’AAD et le génotype.
Selon Pawlotsky et al., 2016 (119).
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2. Génotypage et séquencage du Virus de I’Hépatite C

La détermination du génotype du VHC infectant chez le patient présente plusieurs
intéréts. Comme vu précédemment, le traitement mis en place peut dépendre du génotype,
d’ou la nécessité de faire le génotypage. D’autre part, cela présente un intérét
épidémiologique, afin de connaitre la répartition, la fréquence et la distribution
géographique des génotypes. Il permet aussi de distinguer un échec de traitement d’une
réinfection, qui ne seront pas traités de la méme fagon. La mise en évidence de réinfection
nécessite par ailleurs un travail pédagogique pour limiter les comportements a risque.

Plusieurs méthodes peuvent étre utilisées pour la détermination du génotype, notamment
des techniques d’hybridation a des sondes spécifiques ou encore du séquencage direct du
génome. En confrontant la séquence obtenue a des séquences répertoriées dans des bases
de données (par exemple, a [’aide des sites https://hcv.geno2pheno.org/, ou
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/refseq/), le génotype peut étre déterminé en fonction des
homologies de séquences retrouvées. En plus de permettre le génotypage, le séquencage
permet d’obtenir la séquence de régions d’intérét voire du génome complet afin de
pouvoir observer d’éventuelles mutations, importantes a détecter pour la mise en place

du traitement et/ou en cas d’échec du traitement.

2.1  Le séquencgage de Sanger
2.1.1 Principe général
Le premier séquengage par la technique de Sanger fut réalisé en 1977 par Frederick
Sanger, qui obtient ainsi la séquence d’un virus bactérien (12). Actuellement, cette

technique est largement utilisée et repose sur I’amplification du génome par PCR.

2.1.1.1 Les acteurs du séquencage
Au cours de la réaction de séquencage, différents composants sont requis :

- Le génome sous forme d’ADN, ayant pour origine 1’organisme, ici le VHC, dont
on souhaite connaitre la séquence. Le VHC étant un virus a ARN, une étape
préalable de rétro-transcription est nécessaire pour obtenir I’ADN correspondant.
Si ’ADN se trouve sous forme double-brin, il est nécessaire qu’il soit dénaturé
afin d’obtenir des brins séparés. Cette étape de dénaturation est classiquement

effectuée par I’obtention d’une température élevée au cours du séquencage. Un
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des brins, le brin appelé « matrice », servira ainsi de modele au cours du
séquengage ;

- Les désoxyribonucléotides (dANTP) ou bases (A, T, G et C), qui vont étre
incorporés dans la chaine néoformée par appariement aux bases présentes sur le
brin matrice. Les bases seront liées entre elles au cours de 1’¢longation a 1’aide
d’un groupement OH particulier en 3* du ribose ;

- Les didésoxyribonucléotides (ddNTP), nécessaires en quantité moins importante
que les dNTP, qui vont agir en tant que terminateurs de chaine a cause de
I’absence des groupements 2’OH et 3°’OH du ribose (voir Figure 17), empéchant
I’¢longation de la chaine de maniére irréversible ;

- Les amorces, qui sont des séquences d’ADN courtes comptant une vingtaine de
nucléotides, qui vont permettre de s’hybrider au brin matrice par complémentarité
afin de commencer 1’¢longation du second brin ;

- L’ADN polymérase, qui va permettre I’incorporation des dNTP et ddNTP par son
activité enzymatique par complémentarité entre les bases du brin matrice et du
brin néosynthétisé. Elle débute son activité grace a ’amorce hybridée sur le brin

matrice. La synthése du brin se fait de maniére a ce que les bases soient

complémentaires, soit un A faisant face a un T, et un C faisant face a un G.

NH, NH,
0O (o) 0O N S

9 1t 't /N SN Il i i </ | )N
HO—P—0—P—0—P—0 ¢ | p HO—P—0—P—0—F—0 . P

| | N N
OH OH OH \@ N OH OH OH o

Désoxy-adénosine tri-phosphate Didésoxy-adénosine tri-phosphate

Figure 17. Représentations structurales du dATP et du ddATP.

Sont représentés chimiquement le dATP (désoxy-adénosine tri-phosphate a gauche) avec
le groupement OH, et le ddATP (didésoxy-adénosine tri-phosphate a droite) privé du
groupement OH et a [’origine de ’interruption de [’élongation d’ADN.

D’apres Young, 2017 (120).
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2.1.1.2 Les étapes du séquengage

Le séquencage commence en présence du mélange réactionnel précédemment détaillé
(voir Rappels bibliographiques, 2.1.1.1 Les acteurs du séquencage), dont chaque
composant est présent en quantité spécifique pour permettre la réaction de s€équencage de
manicre efficiente. Tout d’abord, les brins vont étre séparés a haute température afin de
permettre I’hybridation des amorces sur les brins. L’ADN polymérase pourra alors
incorporer, selon la complémentarité avec le brin matrice et de maniére aléatoire, les
dNTP, auquel cas la synthése du brin néoformé continue, ou les ddNTP, auquel cas la
réaction s’arréte. De nombreuses réactions ont lieu simultanément et entrainent la
formation de chaines d’ADN de tailles différentes, correspondant respectivement a une
chaine interrompue par I’incorporation d’un ddNTP a chaque position. Ces différents
fragments vont pouvoir étre séparés selon leur taille, par migration sur un gel
d’acrylamide a 1’aide d’un courant électrique. La migration du fragment se fera d’autant
plus loin sur le gel qu’il sera court et ainsi léger. Inversement, les fragments plus longs
migrent de maniere plus lente et iront moins loin. Apreés migration, une succession de
bandes est obtenue et la lecture permettra de connaitre quel nucléotide est présent a
chacune des positions, afin de déterminer la séquence de I’ADN d’intérét (12,121).
Cette lecture est rendue possible grace a un marquage des ddNTP. Historiquement, le
marquage radioactif étant utilisé, il n’était pas possible de discriminer les ddNTP entre
eux. Pour cette raison, 4 réactions distinctes étaient effectuées dans 4 tubes différents,
avec un type unique connu de ddNTP pour chacun d’entre eux (ddATP, ddCTP, ddGTP
ou ddTTP). La migration des fragments de chacun des tubes en parallele permettait de

déterminer la succession des bases de I’ADN d’intérét (voir Figure 18) (121).
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Figure 18. Déroulement du séquencage par Sanger, avec marquage radioactif.

Les 4 réactions avec chacun des ddNTP se font dans 4 tubes différents. Apres
amplification par PCR, la migration permet de séparer, pour chaque tube, les fragments
de différentes tailles sur gel d’acrylamide. La lecture de la radioactivité permet de
déterminer la séquence.

Adapté de Biomnigene (122).

Une évolution importante de cette technique fut le remplacement de ce marquage
radioactif par un marquage avec 4 fluorochromes différents, avec une couleur propre a
chacun des 4 ddANTP. Ces fluorophores sont des composés chimiques qui vont dégager
une lumiere de couleur spécifique. Cette avancée permet ainsi d’exécuter la réaction
compléte de séquengage dans un seul tube. Apres électrophorése capillaire de tous les
fragments, la lecture optique grace a un détecteur de fluorescence apres excitation par un
laser aboutira a I’établissement de la séquence voulue. La séquence ainsi reconstituée peut
étre représentée sur un chromatogramme apres traitement informatique des données (voir

Figure 19) (121).
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Figure 19. Déroulement du séquencage par Sanger, avec marquage par

fluorochromes.

L’avancée majeure du séquencgage de Sanger réside en ['utilisation d 'un marquage par
Sfluorochromes pour chacun des ddNTP afin de permettre toutes les réactions dans un
méme tube. L’électrophorése capillaire puis la détection aprés excitation par laser
permettront ['obtention du chromatogramme avec la succession des bases de I’ADN.

Adapté d’ABM (123).
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2.1.2 Apports de la technique vis-a-vis du VHC

Le séquencage Sanger est utilisé d’une part, pour déterminer le génotype et le sous-type
du VHC (124), mais également pour la détection de polymorphismes (125) ou de
mutations dans les régions d’intérét, possiblement associées a une résistance aux
traitements (126,127). En effet, la séquence virale obtenue apres traitement informatique
peut étre alignée pour comparaison a des séquences tirées de bases de données,
répertoriées comme appartenant a un génotype et sous-type déterminés. Les homologies
entre les séquences permettront d’assimiler la séquence d’intérét a un génotype et sous-
type connu ; tandis que des mutations pourront étre révélées, pouvant avoir un impact sur
I’efficacité d’un éventuel traitement (mutation de résistance) ou non (polymorphisme).
Dans le cas ou différentes séquences du VHC coexistent au sein de 1’échantillon d’intérét,
la séquence finale correspond a la moyenne des fluorescences détectées a chaque position,
soit la séquence dite « consensus », la plus fréquente. Sur le chromatogramme, il est
cependant possible d’observer un double pic pour la position de nucléotide concernée si
la proportion de la deuxiéme séquence est assez importante. Il est donc possible de
détecter la présence de plusieurs populations virales, mais uniquement si ces variants
représentent plus de 15 a 20% de la population virale totale, permettant la détection de la
coexistence de quasi-especes. Il n’est cependant pas possible de déterminer leur fréquence
au sein du mélange. De plus, si plusieurs génotypes ou sous-types coexistent, le
chromatogramme devient illisible (voir Figure 20).

L’inconvénient majeur de cette technique pour la détermination des mutations de
résistance réside en la nécessité de relecture et de correction des chromatogrammes, qui

restent subjectives. Cela est chronophage et nécessite une expertise avancée.
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Figure 20. Exemples de chromatogrammes.

Les chromatogrammes A montrent des séquences lisibles, avec la détermination des
nucléotides a chaque position rendue possible par une qualité de séquencage suffisante,
a la fois sur la séquence sens (séquence du haut, séquencgage dans le sens 5-3°) et sur la
séquence antisens (séquence du bas, séquencage dans le sens 3’-5°). Les
chromatogrammes B montrent des séquences de plus mauvaise qualité, montrant
notamment a la position d’intérét différents pics, d’ou la difficulté de déterminer le
nucléotide exact de maniere objective. L’ambiguité du mélange probable de T et de C a
cette position est notée par la lettre Y.

Images obtenues sur le logiciel GenomeLabTM GeXP de Beckman Coulter.
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Au laboratoire de virologie de I’Hdpital de la Croix-Rousse, le génotypage du VHC était
réalisé systématiquement chez les patients diagnostiqués pour une infection du VHC
avant la mise en place d’un traitement antiviral. La détermination du génotype se faisait
par amplification de I’ARN du VHC par RT-PCR puis séquencage par cette technique de
Sanger. Le génome du VHC faisant autour de 10 kb (kilobases) de longueur, le
séquencage par Sanger rend nécessaire le choix de régions a séquencer car cette technique
est limitante sur la taille des fragments a analyser, qui ne peut dépasser 800 a 1000
nucléotides. Ainsi, uniquement les régions NS3, NS5A et NS5B, suffisantes pour la
détermination du génotype, €taient séquenceées.

Le choix des régions séquencées a évolué au cours du temps, en fonction de I’évolution
des traitements. Historiquement, le génotypage était effectué par séquencage de la région
5’ non codante ; cependant, cette région est insuffisamment discriminante pour la
distinction correcte des sous-types. Désormais, les 3 régions virales NS3, NS5A et NS5B
sont considérées comme assez variables pour permettre de distinguer les différents
génotypes et sous-types, mais suffisamment conservées pour la conception d’amorces
nécessaires a leur amplification (128,129). Le choix de la région est ¢galement orienté
par I’intérét d’obtenir simultanément une information supplémentaire sur les mutations
de résistance. Ainsi, suite a I’arrivée des premiers anti-NS3, le séquencage était fait sur
la région NS3, puis I’importance prise par les anti-NS5A a mené a séquencer la région
NSS5A en premicre intention. Les régions NS3 et NS5B étaient alors séquencées en
seconde ligne, dans le cas ou la séquence de NS5A déterminée par la technique de Sanger

ne permettait pas la détermination du génotype, en cas de doute ou d’échec de traitement.
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2.2 Leséquencage de nouvelle génération ou Next Generation Sequencing

(NGS)
La possibilité de traiter I’ensemble des patients depuis 1’arrivée des nouveaux traitements
entralne une augmentation exponentielle de la demande de séquengage, nécessitant
I’analyse de quantités importantes de données rapidement. Cela est possible grace a la
mise au point des techniques de séquengage a haut débit, dont celles de NGS, dites de
deuxiéme génération, et celles de troisiéme génération permettant le séquengage de longs
fragments, incluant la technologie Nanopore. Cette technique est trés attirante ces
dernieres années pour des raisons de performance, de pratique et de colit. En effet, le
séquenceur MinlON proposé par Oxford Nanopore Technologies présente la taille d’une
clef USB pour un colt inférieur a 1000€. Il présente 1’avantage de ne pas nécessiter
d’amplification du génome, lorsque celui-ci est sous forme d’ADN, pour le séquencgage
de tres longs fragments a travers des pores de la taille du nanometre (130).
Parmi les méthodes de séquencgage de deuxiéme génération ou NGS, il existe plusieurs
technologies, et notamment la technologie 454, la technologie Illumina (anciennement
Solexa), la technologie SOLiD ainsi que la technologie Ion Torrent. Ces techniques
présentent généralement trois étapes distinctes et successives comptant la préparation de
la librairie par fragmentation de I’ADN a séquencer ; I’amplification de cette librairie par
PCR puis le séquencage en lui-méme (voir Figure 21), avec différentes approches et

caractéristiques selon la technologie employée.

2.2.1 Principe général

2.2.1.1 Déroulement général

La premicre étape est la construction de la librairie qui consiste a réaliser, apres
amplification du génome d’intérét, la fragmentation en petites séquences de taille adaptée
a la technologie utilisée. Des adaptateurs d’ADN sont ensuite fixés grace a une ligase aux
extrémités de ces fragments, permettant ensuite leur amplification grace a des amorces
complémentaires a ces séquences. Ces adaptateurs sont de courtes séquences dépendant
de la technique de séquencage. D’autre part, des index identiques sont ajoutés pour tous
les fragments appartenant a un méme échantillon, de manicére a pouvoir reconnaitre

I’appartenance de chacun des fragments car tous les fragments de tous les échantillons

60

CHANUT
(CC BY-NC-ND 2.0)



sont ultérieurement mélangés pour le séquencage : on parle de multiplexage. On obtient
ainsi une librairie unique qui contient tous les fragments de tous les patients.

L’objectif de la seconde étape est d’amplifier chacun des fragments obtenus lors de la
réalisation de la librairie, afin d’avoir un signal suffisant lors du séquencage. Selon la
technique employée, les fragments vont étre capturés sur différentes surfaces (microbilles
ou plaques) a I’aide de séquences complémentaires aux adaptateurs fixés lors de 1’étape
précédente.

Au cours de la dernicre étape s’effectue le séquengage en lui-méme, avec des méthodes
propres a chaque technologie, dont les processus sont détaillés ci-dessous. Le séquencage
Ion Torrent utilise la détection par semi-conducteur, Illumina emploie une technique de
séquencage par synthése avec des bases marquées par des fluorochromes, tandis que le
séquencage 454 de Roche exploite le pyroséquencage, et la technologie SOLID le
séquencage par ligation (131).

2.2.1.2 Traitement bio-informatique des données

Aprés séquencage, une partie bio-informatique est indispensable afin d’obtenir la
séquence. L’algorithme de « base calling » convertit les données informatiques sous
forme de successions de lettres correspondant aux bases, obtenues dans un fichier Fastq
avec un score de qualité (phred quality score) pour chaque séquence, appelée « read »
correspondant a un fragment séquencé. Ce score permet dans un premier temps de trier
les reads afin de garder uniquement ceux présentant une qualité suffisante pour ne pas
identifier de fausses mutations. De méme, les reads de petite taille ou ceux polyclonaux,
non représentatifs de la réalité, sont ¢liminés. Il est également nécessaire d’¢liminer les
séquences correspondant aux adaptateurs préalablement fixés aux fragments d’ADN, car
elles ne représentent pas des séquences d’intérét.

A partir de la multitude de reads obtenus et provenant des différents patients, il est ensuite
nécessaire de reconstruire les séquences dans leur totalité : il peut s’agir d’un génome
complet, mais également de régions particulieres, selon les amorces choisies
précédemment au cours de I’amplification. Pour le VHC, il est par exemple possible
d’amplifier les régions NS3, NS5A et NS5B a ’aide d’amorces spécifiques pour ces
régions. L’amplification du génome complet avec des amorces appropriées est aussi

possible mais compliquée et aléatoire selon les patients et la charge virale (132,133).
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Pour recomposer les séquences, deux méthodes existent : 1’assemblage de novo ou
I’alignement sur référence :

- L’assemblage de novo consiste a recréer la séquence totale sans modele, a 1’aide
des fragments chevauchants appartenant a chacun des échantillons. Cela aboutit a
la reconstruction de séquences que 1’on appelle « contigs ». L’ensemble des
contigs représente alors le « scaffold », qui est la séquence totale mais qui peut
ainsi présenter des bouts de séquences manquants appelés « gaps » lorsque les
reads ne couvrent pas certaines zones. Cette technique est utilisée notamment pour
les génomes non connus.

- La deuxiéme méthode est celle d’alignement sur référence, ¢’est-a-dire que 1’on
s’aide cette fois d’une séquence dite modele, ici du VHC d’un certain génotype,

pour recréer la séquence totale a I’aide des reads.
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Figure 21. Etapes du séquencage par NGS.

Les technologies de NGS nécessitent la réalisation d’une librairie, qui sera ensuite

amplifiee avant le séquencgage. L étape finale de traitement bio-informatique est ensuite

indispensable afin d’obtenir les séquences.
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2.2.2 Technologie 454

Premiére technologie appartenant au NGS, le pyroséquencage 454 a été décrit en 2005
(134). L’ADN est fragmenté au cours de la production de la librairie et des adaptateurs
ainsi que des index, permettant de connaitre 1’appartenance des fragments aux différents
patients, sont attachés aux fragments. Comme lors du séquencage par lon Torrent et par
SOLIiD (voir Rappels bibliographiques, 2.2.4 Technologie SOLiD et 2.2.5 Technologie
Ion Torrent), I’amplification est réalisée sur billes par une PCR en émulsion grace aux
adaptateurs. Les billes sont ensuite déposées dans les puits de la surface ou se déroule le
séquencage.

Cette technologie repose ensuite sur la technique de pyroséquencage, basée sur un
séquencage par synthése. Le brin complémentaire est ainsi synthétisé a 1’aide d’une
polymérase. Cette méthode permet la détection, a chaque incorporation du nucléotide
complémentaire dans la chaine en cours de synthese, de la libération de pyrophosphate.
En présence d’adénosine et d’ATP sulfurylase, cette molécule de pyrophosphate est
convertie en ATP utilisée ensuite pour la conversion de luciférine en oxyluciférine,
réaction catalysée par la luciférase. A I’issue de la cascade enzymatique, la lumiére émise
est détectée a I’aide d’une caméra et 1’intensité relative est proportionnelle au nombre de
bases identiques incorporées a la position d’intérét (131,135) (voir Figure 22).

Les appareils utilisant cette technologie étaient produits par Roche et on distinguait le GS
Junior, le GS Junior Plus, le GS FLX Titanium XL+ ainsi que le GS FLX Titanium

XLR70 ; mais la commercialisation de ces appareils a été abandonnée courant 2016 (136).
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Figure 22. Principe du pyroséquencage de la technologie 454.

L’élongation de la chaine par la polymérase reldche une molécule de pyrophosphate qui
permettra la production d’ATP a partir d’adénosine, permettant lui-méme de catalyser
la conversion de luciférine en oxyluciférine. La lumiere est ainsi émise lorsque le
nucléotide effectivement complémentaire est ajouté, auquel cas [’intensité est

proportionnelle au nombre de ce méme nucléotide incorporé a la suite.

Adapté de Goodwin et al., 2016 (137).
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2.2.3 Technologie Illumina

La technologie Illumina représente une seconde méthode parmi les techniques de NGS.
Elle différe notamment de la précédente par la méthode d’amplification appelée « bridge
PCR ».

La premiére étape de librairie suit le méme principe de fragmentation des ADN ainsi que
I’ajout des index et des adaptateurs. Les fragments, via les adaptateurs, vont ainsi pouvoir
s’attacher par complémentarité, aux amorces attachées a une phase solide. Les brins
complémentaires aux fragments sont alors synthétisés ; chacun des brins fixés crée ainsi
des ponts par hybridation avec I’amorce liée sur la phase solide. Les ADN double-brin
nouvellement produits sont ensuite dénaturés. L’objectif est d’obtenir environ 1 million
de copies pour chaque fragment d’ADN, formant ainsi des amas ou « clusters » pour
chacun d’entre eux (voir Figure 23). Ici encore, il est possible de ne séquencer que des

régions particuliéres du génome cible, ou de choisir la séquence compléte.

° Mg o ll-)

Figure 23. Amplification par "bridge PCR".

Les fragments de la librairie s attachent, via leurs adaptateurs et par complémentarité,
aux amorces attachées sur la phase solide (1) et la synthese des brins complémentaires
prend place (2), entrainant la formation de ponts (3). La dénaturation des double-brins
(4) aboutit a la formation de clusters comportant chacun un nombre important du méme
fragment (35).

D’apres ABM (123).
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La technique de séquencage se rapproche de celle utilisée dans la technique de Sanger.
En effet, les 4 types de nucléotides utilisés sont marqués par des fluorochromes distincts
afin de synthétiser les nouveaux brins. Cependant, ces nucléotides marqués ne vont pas
agir en tant que terminateurs irréversibles : 1’élongation sera seulement bloquée de
manicre provisoire. Grace a I’excitation par un laser, la fluorescence émise par chaque
cluster a chaque incorporation d’un nucléotide est détectée, permettant de déterminer quel
nucléotide a été intégré pour chaque cluster (131) (voir Figure 24).

L’étape bio-informatique pour I’assemblage des reads est la derni¢re étape nécessaire
pour obtenir les séquences.

Le systéme fut initialement développé par Solexa, actuellement Illumina, en 2006 (138).
Parmi les séquenceurs utilisant cette technique, on compte le MiSeq, le NextSeq500, le

HiSeq2500, 3000 et 4500 de capacité de séquengage croissante (123,137,139).

1. Elongation avec les 2. Emission et détection 3. Suite de
nucléotides marqués de la fluorescence ’élongation

Figure 24. Approche de séquencage par synthése d'Illumina.

Apres la fixation des fragments sur la phase solide, le mélange réactionnel est ajouté,
contenant notamment les nucléotides (A, G, C, T) marqués par un fluorophore (F)
spécifique a chacun d’entre eux. Etant donnée la structure des nucléotides, un seul peut
s’incorporer au cours de [’élongation, bloquant ensuite temporairement [’addition d’un
nouveau nucléotide. Une fois le nucléotide complémentaire incorporé, les autres
nucléotides sont évacués et la fluorescence est détectée, indiquant la nature du nucléotide
incorporé a chaque position. Le fluorophore est ensuite clivé, permettant de
recommencer un nouveau cycle.

Adapté de Goodwin et al., 2016 (137).
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2.2.4 Technologie SOLiD

Cette technologie débute, comme pour les autres, par la production de la librairie.
L’amplification est réalisée suivant le modele détaillé pour la méthode Ion Torrent (voir
Rappels bibliographiques, 2.2.5 Technologie Ion torrent et Figure 27), par PCR en
émulsion a I’aide d’adaptateurs pré-fixés sur les fragments, complémentaires aux amorces
retrouvées sur les billes. Cela aboutit a la production de billes ou sont fixées idéalement
des répétitions du méme fragment. Ces billes vont ensuite étre attachées a une surface de
verre, ou se déroulera finalement I’étape de séquengage. Comme pour la technologie Ion
Torrent, chaque bille sera ainsi le siége d’une réaction de séquengage.

Cependant, cette technologie SOLiD (Sequencing by Oligonucleotide Ligation and
Detection) diverge des autres méthodes quant a I’étape de séquengage. Ici, I’¢longation
du brin n’utilise pas de ddANTP marqués ni de polymérase, mais un mélange
d’oligonucléotides marqués et I’intervention d’une ligase, enzyme présentant la capacité
de ligaturer des brins d’ADN entre eux par catalyse d’une liaison covalente.

Une premiére amorce spécifique a la technologie va permettre 1’hybridation aux
adaptateurs présents sur les fragments et la synthése du brin va prendre place grace a la
ligation d’oligonucléotides comprenant 8 bases, préalablement marqués a 1’aide de
fluorescence. Tout d’abord, ces oligonucléotides comportent deux bases Xy qui iront
s’hybrider selon leur complémentarité a la séquence cible ; sont retrouvées ensuite trois
bases dégénérées désignées n, puis trois bases universelles z (inosines) (voir Figure 25).
Chaque oligonucléotide est marqué en 5’ a I’aide d’un fluorochrome discriminant ainsi,
de maniere propre, les deux premicres bases. La ligase permet alors la fixation de
I’oligonucléotide a I’amorce. Un traitement a la phosphatase permet d’éviter que d’autres
brins ne soient ligués de manicre aléatoire. Puis la fluorescence est détectée par excitation
a chaque cycle, permettant 1’acquisition de I’image. Les trois bases universelles
comportant le fluorochrome sont ensuite clivées de maniére chimique, laissant ainsi la
sonde comptant les 5 bases liée a I’amorce. Un autre cycle de ligation peut alors débuter
par I’ajout d’un autre oligonucléotide, et permettra 1’¢longation du brin. Ces cycles de
ligation continuent jusqu’a que la longueur entiere du fragment soit hybridée avec les
oligonucléotides.

De ce fait, il est obtenu une séquence présentant une succession de dinucléotides

spécifiques et de bases dégénérées. Lorsque ce brin est dénaturé, le cycle suivant de
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séquencage peut commencer a 1’aide d’une amorce différente de séquencage, décalée
d’un nucléotide vis-a-vis de celle utilisée ultérieurement. La répétition de ces étapes avec
des amorces différentes permet d’obtenir des séquences qui se chevauchent, assurant le
séquengage du fragment entier de maniere fidele (135,137).

Etant donné que chaque signal fluorescent permet 1’identification d’un dinucléotide, le
codage des données est réalisé sur ces deux nucléotides. Dés lors que 1’on connait la
premiére base, il est possible de convertir les couleurs en bases, grace aux différents
cycles qui permettront de déduire les nucléotides a chaque position (voir Figure 26).
Life Technologies a ainsi commercialisé¢ 2 appareils qui sont le 5500W System et le

5500x1 W System.
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Amorce universelle n

Adaptateur TA Séquence d’intérét

xy Dinucléotide spécifique
n Base dégénérée
Z Base universelle

)¢
3! 'I'TITTTIT/S'

Xynnnzzz *

3 T

Xynnnzzz
W

3 _TITIT 5

Xynnnzzz

e ‘I'I'rrrlTr/s'

Xynnnzzz

) * Emission et

Excitation S
détection de la

\* J fluorescence
[ ¥

+ Clivage *

1
AT
P

i :
J v

Cycles de ligation 1 2 3 4 5 6

.. (n cycles)

JTTYTITIYrITITTITINY I
AT TT CT GT TT CA GC
TA AA GA CA AA GT CG

Nouveau cycle avec
* amorce différente

Décalage d’un
nucléotide

AA/’ CT GC TG AT CC CG
AL T I I I TTITTITITTITIITITY

3!
T GA CG AC TA GG GC

Figure 25. Principe du séquencage par ligation.

Le séquencage commence a l’aide d’une amorce universelle. L oligonucléotide est ligué

a l’adaptateur et la fluorescence peut étre détectée. Les cycles de ligation permettent de

couvrir la longueur entiere du fragment a séquencer, et un nouveau cycle avec une

amorce décalée d’une base permettra de séquencer [’ensemble du fragment de maniere

fidéle.
Adapté de Metzker, 2010 (140).
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Acquisition des images Acquisition  Identification Identification
des images des billes de la couleur

et analyse -
Acquisition
des images ’Cyf:les de
ligation avec
amorces
différentes
Identification Identification el [
de la couleur des billes SR s
\_/ Surface v
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Séquence de
couleur obtenue

Combinaisons de nucléotides selon la couleur
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Double interrogation
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Décodage
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couleur
n ac m (G

GC cA cC T "
ombinaisons possioles
G GT AG P

Base zéro T CT
\Y Y YI

G GA Séquence finale

Séquence décodée

Figure 26. Principe de la détermination de séquence par séquencage SOLiD.

L’acquisition, pour chaque position de billes, des couleurs au fil des cycles permettra,

grace a la double interrogation, de décoder la séquence afin de déterminer la séquence

Adapté de Mardis, 2008 (141).
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2.2.5 Technologie Ion torrent

Aprées production de la librairie, I’amplification des fragments est obtenue par PCR en
émulsion a 1’aide d’amorces ciblant les adaptateurs préalablement fixés. Une émulsion
huile dans eau est réalisée dans le but de piéger, dans chaque microréacteur formé par les
gouttelettes aqueuses, une microbille ou sont fixées les amorces pour 1’amplification, un
fragment d’ADN a séquencer ainsi que les réactifs nécessaires a la PCR (voir Figure 27).
La finalité est d’obtenir, aprés amplification, un maximum de microbilles recouvertes
chacune par des milliers de copies d’un seul fragment de I’ADN cible afin d’atteindre le
seuil de détection nécessaire pour le séquencage, sachant que seulement 15% des

microréacteurs présentent cette configuration idéale.

Amorces fixées sur les ISP Fragments identiques amplifiés
(Ion Sphere Particle) sur une unique bille
Librairie d’ADN /
== 'I:}
[S———=
={} =
= ————
o I
[=_____ =] -

Meélange réactionnel de PCR

1. Production des microréacteurs 2. Amplification dans les gouttelettes

Figure 27. Déroulement de la PCR en émulsion.

Le mélange réactionnel de PCR contenant l’ensemble des fragments générés lors de la
production de librairie et les billes (lon Sphere Particle ISP) auxquelles sont attachées
les amorces complémentaires aux adaptateurs des fragments d’ADN pour leur
amplification permet la production de microréacteurs ou se déroulera [’amplification,

idéalement monoclonale, d’un fragment unique sur une seule bille.
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La phase suivante consiste a rompre I’émulsion et a réaliser I’enrichissement en ne
gardant que les billes en configuration monoclonale, par capture a 1’aide de billes
recouvertes de streptavidine qui viendront fixer la biotine liée aux amorces présentes sur
les fragments amplifiés.

Ce sont finalement ces billes qui seront déposées dans une puce semi-conductrice
contenant plus de 10 millions de puits ou se déroulera le séquengage en lui-méme. Dans
ces puits, un nouveau brin d’ADN, complémentaire a celui fixé a la bille, va étre
synthétisé base par base. A chaque incorporation de nucléotide, la puce est capable de
détecter les ions hydrogene produits, permettant la détermination du nucléotide intégré

grace au capteur de pH du séquenceur (voir Figure 28) (137).

NAY y 74 s yy
— —7

TAACAGTA

TAACAGTA

4NN i NI\

A ATT

Figure 28. Séquencage sur puce semi-conductrice.

Apres l'enrichissement des billes en configuration souhaitée, les billes sont disposées
dans une plaque de telle sorte qu 'une unique bille occupe un seul puits de réaction. Les
nucléotides sont ajoutés aux puits un par un et la réaction d’élongation prend place
lorsque le nucléotide est en effet celui complémentaire pour cette position. Lorsque
l’incorporation est effective, un ion H+ est généré, provoquant une variation de pH
deétectée par la puce. Si le nucléotide n’est pas complémentaire, un lavage permet son
évacuation avant d’ajouter le suivant.

D’apres Goodwin et al., 2016 (137).
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A I’issue du séquengage, un fichier de données brutes avec les ionogrammes est obtenu,
transféré alors vers le serveur Torrent.

Le premier outil utilisant cette technique fut commercialisé en 2010 par Ion Torrent avant
d’étre racheté par Life Technologies. Deux tailles de s€équenceurs sont disponibles, avec
différents modéles d’Ion PGM (Personal Genome Machine 314, 316, 318) ainsi que le

Ion Proton d’une capacité supérieure (139).

2.2.6 Caractéristiques du séquencage
Lors d’une réaction de séquengage, diverses caractéristiques sont importantes a prendre
en compte, afin de connaitre la qualité du séquencage et d’estimer la fiabilité¢ des données

obtenues. Pour cela, différentes données peuvent étre analysées.

2.2.6.1 Nombre et qualité des reads

Le nombre de reads est le nombre de fragments générés lors de la production de la
librairie. Lors d’une réaction de séquencage, selon la qualité des reads en termes de taille,
d’incorporation des adaptateurs et index, une partie plus ou moins importante des reads
produits lors de la premiére étape sera fiable pour le séquencage. On les appelle les reads
valides, et ce sont eux qui permettent alors une réaction de séquengage correcte apres leur
amplification.

Pour cette raison, le contrdle de la qualité des reads est importante ; en effet, si les reads
ne sont pas suffisamment qualitatifs et ne répondent pas aux critéres de sélection, leur
alignement ultérieur a une séquence sera difficile. Pour évaluer 1’aspect qualitatif des
reads, le score de qualité phred peut étre utilisé (voir Rappels bibliographiques, 2.2.1.2
Traitement bio-informatique des données) et permet ainsi d’estimer le niveau de

confiance que I’on peut avoir pour les résultats obtenus avec chacun des fragments (142).

2.2.6.2 Couverture et profondeur

On appelle couverture de séquencage la région couverte par un minimum de 1 read. Elle
peut étre exprimée en % : si la couverture est de 90%, cela signifie que 90% de la
séquence d’intérét a été¢ séquencé au moins une fois (un read) et que 10% ne présente pas
de read et ainsi pas de données de séquencage. La couverture peut étre discontinue, c’est-

a-dire présentant des gaps (voir Rappels bibliographiques, 2.2.1.2 Traitement bio-
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informatique des données). De ce fait, plus le nombre de reads valides est important, plus
la couverture peut étre ¢levée, évitant les régions peu voire pas s€quencées car permettant
statistiquement 1’étalement des reads tout au long de la séquence d’intérét.

La profondeur, exprimée en X, représente le nombre de reads présents pour chaque base
séquencée. Par exemple, une profondeur de 10X signifie que, pour chaque position de la
séquence d’intérét, au moins 10 reads indépendants ont été utilisés pour le séquencage.
Pour garantir une fiabilité optimale, la profondeur doit étre suffisante et I’on doit ainsi

s’assurer que le nombre de reads de qualité est effectif (143).

2.2.6.3 Longueur du séquengage

I1 est important également de prendre en considération la longueur des contigs obtenus.
En effet, lorsque le séquengage s’intéresse a une/plusieurs régions d’intérét dans le
génome, il est nécessaire de vérifier que la séquence entiere a en effet été¢ s€quencée ou

si la longueur ne correspond pas a celle souhaitée, ce qui rejoint la notion de la couverture.

2.2.7 Apports du séquencage de nouvelle génération

Ces techniques de NGS présentent un certain nombre d’intéréts pour la virologie par
rapport au séquengage de Sanger, bien que ce dernier soit encore largement utilisé. Tout
d’abord, il est possible, par ce type de séquencage, de faire des études de métagénomique
virale, ¢’est-a-dire de caractériser les génomes viraux directement sur 1’échantillon. La
métagénomique virale ou virome se rapporte a toutes les populations virales retrouvées
dans un échantillon, qu’il soit humain, animal ou qu’il provienne de I’environnement.
Cela permet donc la détection de tous les virus présents dans 1’échantillon d’intérét sans
a priori, pouvant aboutir notamment a la découverte de nouveaux virus, ou a la
compréhension du role de certains virus dans des processus physiologiques ou
pathologiques (144,145).

Le NGS représente également une avancée importante en termes de sensibilité et de
résolution moléculaire, avec une capacité a distinguer les différentes séquences de
différents VHC. Cela a ainsi permis 1’identification d’un nouveau sous-type du génotype
4, mais également de recombinants du VHC (146). Grace a sa sensibilité, le NGS apparait
¢galement comme I’outil de choix pour I’étude des quasi-especes. Dans le cas du VHC,

cette technologie a en effet permis d’étudier les variants viraux minoritaires ainsi que la
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diversité des quasi-especes (147,148). Des ARN non codants en lien avec le CHC causé
par le VHC ont également pu étre mis en évidence (149).

Le séquencage par NGS montre aussi un intérét pour ce qui est de la résistance du VHC
aux traitements, et notamment aux AAD. En effet, une étude du géne NS3 par NGS a
permis par exemple, chez des patients naifs de traitement par AAD, d’observer dans plus
de 80% des cas la présence de substitutions dans cette région, ayant un impact sur la
sensibilit¢ aux AAD (150). D’autres études ont montré que le NGS permettait aussi de
détecter et suivre des mutations dans d’autres régions génomiques, et notamment NS5B,
intéressantes a exploiter pour la mise en place du traitement, le suivi et la prédiction de la
résistance au traitement (151,152). L évolution virale du VHC au cours de I’infection
chez I’humain, et par exemple la distribution des variants minoritaires peut également
étre suivie au cours du traitement, sous la pression de sélection des traitements (153—155).
Ces méthodes de séquengage par NGS apportent ainsi de nombreuses applications pour
le VHC, que ce soit en termes de génotypage, de détection des variants mais également
pour la détermination des mutations potentiellement en lien avec la sensibilité aux

traitements.

2.3  Analyse comparative entre les techniques de séquencage

La technique de Sanger a pendant longtemps, et encore actuellement, montré un succes
important pour le séquencage, et notamment du VHC. Cependant, ce séquencage dit de
premiére génération présente une évolutivité limitée, d’ou I’avantage du séquencage par
NGS, plus particulierement en cas de nécessité de s€équencage de nombreux échantillons,
ou de génomes importants en termes de longueur. A noter cependant un des atouts de la
technique de Sanger, qui est la longueur plus importante des fragments dans cette
méthode de séquencage vis-a-vis de celles de NGS de deuxi¢éme génération. Ce
séquencage NGS est ainsi appelé séquencage de deuxieme génération, développé afin de
pallier certaines limites retrouvées par le séquencage de Sanger, et notamment la
sensibilité.

En plus de présenter un nombre d’applications important, la technologie NGS génere 3 a
4 fois plus d’informations en comparaison a la technique de Sanger, pour un colit moins
important en termes de prix de séquencage par nucléotide (156). Notamment, la

technologie Illumina présente un coft faible lorsque le multiplexage est suffisamment
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important, ¢’est-a-dire lorsqu’un nombre assez ¢levé d’échantillons est séquencé au cours
de la méme réaction, soient 96 échantillons. Ce type de multiplexage n’est cependant pas
adaptable a un séquencage utilisé¢ en routine a 1’hopital, plus particuliérement pour le
VHC. En effet, si la réaction de séquencage ne pouvait étre réalisée que lorsqu’elle
compte effectivement un minimum de 96 échantillons, les délais de rendu des résultats
seraient de plusieurs mois.

Les performances sont intrinséques a chaque technique et différent notamment sur la
longueur des reads, la précision ou encore le temps de séquencgage (140,157,158). Entre
la technique de Sanger mais aussi parmi les techniques de NGS sont également recensées
des caractéristiques différentes (voir Tableau 5). Selon I’application souhaitée, chaque
technique de nouvelle génération présente des avantages et des inconvénients (voir

Tableau 6).
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Tableau 5. Caractéristiques des différentes techniques de séquencage.

D’apres Van Dijk et al., 2014 (159), ABM (123), Goodwin et al., 2016 (137), Universitée
d’Angers (131), Pareek et al., 2011 (160), Biorigami, 2013 (161). NR : non renseigné.
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Tableau 6. Présentation des avantages et inconvénients des différentes technologies

de séquencage par NGS.

Selon les données de Van Dijk et al., 2014 (159).

Points forts

Limites

Ion Torrent

» Technologie semi-conductrice :
— pas besoin de balayage optique
— pas besoin de nucléotides fluorescents

> Taux d'erreurs : élevé pour régions homopolymeres

> Leader dans l'industrie NGS :

— compatibilité d'une majorité des modes de
réalisation de librairie

— débit le plus élevé

» Chargement de 1'échantillon : techniquement difficile
» Diversité et complexité des séquences : nécessaire

Ilumina N . : 7 ;
— colt de séquencgage par base le plus bas en cas [— éventuel mélange avec d'autres séquences pour
de multiplexage important générer la diversité si besoin
> Longueur des reads : > 300 pb
— compatible avec la majorité des applications
> Longueur des reads : courte
o 5 > Durée de séquencage : longue
> Pe ance : deuxiéme systéme le plus efficace : ;
SOLiD P_r_fo_r_r'n____ ik SHpE L » Assemblage de novo : moins adapté
» Taux d'erreurs : faible pr— . : .
> Utilisation : moins importante qu'Illumina
— kits de préparation des échantillons moins développés
> Longueur des reads : 1kb maximum
— facile a aligner a un génome de référence > Débit : relativement faible
454 — avantage pour assemblage de novo > Réactifs : cotit élevé

— avantage pour métagénomique
» Durée de séquencage : assez rapide

> Taux d'erreurs : élevé pour régions homopolymeres
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Partie expérimentale

1. Introduction
La détermination du génotype infectant du VHC chez le patient ainsi que sa séquence,
présentant d’éventuelles mutations pouvant impacter la susceptibilit¢ au traitement,
s’avere essentielle a la fois pour la mise au point du traitement le plus approprié possible,
pour le suivi de ’apparition de résistances, mais ¢galement pour I’épidémiologie et la

répartition des génotypes et/ou sous-types selon les populations étudiées ou la géographie.

Au laboratoire de virologie de I’hopital de la Croix-Rousse, le s€équencage du VHC était
réalisé, jusqu’en 2017, par la méthode de Sanger (voir Rappels bibliographiques, 2.1 Le
séquencage de Sanger). En plus de renseigner le génotype, le séquencage a pour objectif
d’apporter le maximum d’informations pertinentes pour le choix du traitement. De ce fait,
le séquencage par cette technique de Sanger a évolué¢ dans le temps avec 1’évolution des
AAD, en fonction des molécules utilisées en premicre intention et de la problématique
des mutations de résistance associées. Ainsi, les premiers AAD utilisés en 2011 étant des
anti-protéases, le génotypage a été initialement réalisé par séquencage de la région NS3
spécifique au génotype 1, puis avec des amorces pan-génotypiques lorsque des anti-
protéases ont ét¢ disponibles pour d’autres génotypes. Lorsque les anti-NS5A sont arrivés
en premiere ligne, le génotypage a alors été réalisé par s€quencage de cette seule région
NS5A. Les régions NS3 et NS5B étaient séquencées uniquement en seconde ligne, en cas
d’échec d’amplification de la région NS5A ou apres un échec au traitement, selon les
molécules utilisées, pour caractériser la présence de mutations de résistance.

Par ailleurs, la détection de variants viraux minoritaires, de co-infections ou de quasi-
especes est rendue difficile par séquencage de Sanger. Pourtant, la co-infection est
fréquente, notamment chez les patients appartenant a des groupes considérés a risque
¢levé comme les toxicomanes ou les hommes ayant des rapports sexuels avec des hommes
(HSH) (162). En outre, cette méthode de séquengage présente des étapes non
automatisées et nécessite une expertise technique assez longue a acquérir. Cela justifie la
nécessité de procéder a un séquencage précis du VHC par des outils plus appropriés, afin

d’optimiser la gestion clinique de I’infection par ce virus.
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De ce fait, le séquengage du VHC par des automates récents présents a 1’hdpital, d’ores
et déja utilisés pour le VIH, a été proposé pour son efficience et ses capacités importantes.
Ce circuit de séquencage développé par Vela Diagnostics (Allemagne) utilise une
technique de NGS et plus spécifiquement la méthode de détection par semi-conducteur
Ion Torrent. Une premicre version de la trousse HCV Vela Diagnostics a été tout d’abord
¢évaluée mais ne donnait pas des résultats suffisamment satisfaisants pour le séquengage
du VHC en routine, du fait de sa limitation aux génotypes la et 1b pour ’amplification

de NS3 et NS5A, et a ’absence de détection de certaines mutations clés.

Une deuxiéme version a été développée et a fait I’objet d’essais que nous avons réalisés
au dernier trimestre de 1’année 2017. Ces essais s’étant avérés concluants, ils ont conduit
a la mise en place de cette méthode en routine pour le séquencage du VHC des patients
suivis a I’hopital de la Croix-Rousse.

Cet automate et le kit utilisé permettent de cibler de manicre systématique les 3 régions
d’intérét NS3, NS5A et NS5B et de séquencer simultanément 15 échantillons par
réaction. Dans cette étude, la performance de la plateforme de NGS Ion Torrent de Vela
Diagnostics est évaluée, basée sur I’analyse de 424 échantillons de plasmas ou sérums
incluant 8 controles qualité. Plus précisément, les performances entre les réactions de

séquencage, la sensibilité et la fréquence des génotypes et des mutations ont été analysées.
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2. Méthodes
2.1  Echantillons cliniques
L’¢étude a été réalisée a I’Institut des Agents Infectieux (IAI) de I’hdpital de la Croix-
Rousse, sur 424 échantillons cliniques, sera ou plasmas provenant de patients infectés par
le VHC. 45 de ces échantillons, préalablement caractérisés par la technique de Sanger,
ont été utilisés pour 1’évaluation de la nouvelle trousse HCV de Vela Diagnostics et la
comparaison de ce séquencage de nouvelle génération a la technique de Sanger. 8
contrdles externes de qualité ont également été intégrés a 1’une des réactions de
séquengage. Les autres échantillons ont ét¢ analysés entre mai 2018 et juin 2019, dans le
cadre du suivi de routine des patients. Le séquencage de ces échantillons biologiques
résulte de la demande d’hépatologues et d’infectiologues, majoritairement des Hospices
Civils de Lyon, aprés consultation ; soit pour suspicion d’infection par le VHC lorsque
les anticorps anti-VHC se sont révélés positifs ; soit pour des patients suivis au cours d’un
traitement notamment. L’anonymisation a été effectuée avant chaque réaction de
séquencage par 1’utilisation du code de demande associé dans le systéme de gestion du
laboratoire. Tous les échantillons ont ét¢ systématiquement inclus indépendamment du
sexe du patient, de 1’age ou de la sévérité de I’infection. Les charges virales effectuées au
sein de 1’hdpital de la Croix-Rousse ont ét¢ évaluées par 1’automate m2000 RealTime
System de chez Abbott (charges virales effectuées a une date antérieure a avril 2019) ou
par le Cobas® 6800 de Roche (charges virales effectuées a une date ultérieure a avril

2019).

En pratique, le séquencage des échantillons est réalisé pour les patients infectés, lors du
premier diagnostic de I’infection, en cas d’échec de traitement, de prises de risques
multiples et/ou de recontamination. Il est aussi effectué si le génotypage antérieur avait
¢té réalisé par une technique ayant une moins bonne précision pour 1’identification des
sous-types et des recombinants, incluant le séquencage de la région 5’ non codante ou le

génotypage par hybridation moléculaire (Inno-Lipa).
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2.2 Séquencage
L’analyse des échantillons, depuis 1’extraction jusqu’au séquencage puis au traitement
informatique des données, a été effectuée selon les instructions du fabricant (Vela
Diagnostics, Allemagne). Le circuit de séquencage comprend I’extraction de I’ARN du
VHC pour chaque échantillon et la préparation de la librairie sur le Sentosa™ SX101, la
PCR en émulsion sur le Sentosa™ ST401e, I’enrichissement sur le Sentosa™ SQ4011, le
séquencage sur le Sentosa™ SQ 301 et I’analyse des données grace au Sentosa™

Reporter.

2.2.1 Extraction et préparation de la librairie
La premicre étape consiste en I’extraction de I’ARN du VHC des échantillons biologiques
a partir d’'un volume de 730 pL de sérum ou de plasma pour chaque patient. Chaque
réaction de séquencage permet 1’analyse de 15 échantillons ainsi qu’un échantillon
controle. L’extraction est réalisée sur le Sentosa™ SX101 a I’aide du kit d’extraction
Sentosa™ SX Virus Total Nucleic Acid Plus II Kit stocké a température ambiante. La
purification de I’ARN est effectuée a ’aide de billes magnétiques. L’automate procede
ensuite a la préparation de la plaque 96 puits qui sera utilisée ultérieurement dans le
thermocycleur pour la RT-PCR. Pour cela, le kit de préparation de la librairie Sentosa ™

SQ HCV Genotyping Reagents v2.0, conservé a -20°C, est nécessaire.

Cette étape précédant la PCR nécessite ainsi une préparation d’une vingtaine de minutes
(décongélation et reconstitution des réactifs, préparation de la table de travail de
I’automate) avant I’extraction et la préparation de la plaque PCR par I’appareil, étapes
d’une durée de 2h10. La plaque PCR rendue par 1’automate nécessite d’étre scellée puis
centrifugée a 100g pendant 30 secondes avant d’étre placée dans un thermocycleur (Veriti
96 well thermal cycler, Applied Biosystem pour cette étude) pour la RT-PCR, d’une durée

de 2h40, selon le cycle indiqué dans le tableau 7. Le volume de réaction est ici de 25 pL.
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Tableau 7. Cycles suivis par le thermocycleur pour la synthése puis I’amplification
de PADN.

Etape Température (°C) Durée Nombre de cycle(s)
Reverse-transcription 25 2 min 1
ARN en ADN 50 15 min
Dénaturation 94 2 min 1
94 15 sec

Amplification PCR 1

(dénaturation — 57 30 sec 20
hybridation — ¢longation)

68 2 min
94 15 sec
Amplification PCR 2
(dénaturation — 57 30 sec 20
hybridation — élongation)
68 1 min 30
Extension finale 68 1 min 1
Maintien 10 00 1

Au cours de I’amplification, 3 régions d’intérét sont ciblées : 798 pb (paires de bases) de
la région NS3 correspondant aux codons 1 a 266, 564 pb de la région NS5A (codons 13
a200) et 1659 pb retrouvées au sein de NS5B (codons 7 a 559).
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Aprées I’obtention de I’ADN s’effectue la préparation de la librairie. Pour cela, I’automate
est chargé avec les différents consommables et réactifs, a ’aide des kits Sentosa™ SQ
Genotyping Solutions et Sentosa™ SQ HCV Genotyping Reagent Plate stockés
respectivement a 4°C et a -20°C ainsi que la plaque contenant I’ADN suite a la RT-PCR.
Au cours de cette étape, I’automate permet la production de la librairie dans un unique
tube. L’ADN de chaque échantillon est fragmenté aléatoirement de maniére enzymatique,
et & chacun des fragments d’'un méme échantillon sera ligué un index identique,
permettant ultérieurement la reconnaissance de I’appartenance de chaque fragment aux
différents échantillons. D’autre part, a ces fragments seront également fixés des
adaptateurs, utiles au cours de I’étape de PCR en émulsion car nécessaires a I’attachement
des fragments sur les billes par complémentarité (voir Rappels bibliographiques, 2.2.5
Technologie Ion torrent). Cette ¢tape demande 10 minutes de préparation de I’automate
suivies de 3h10 de réactions réalisées par 1’appareil, a I’issue desquelles un seul tube
contenant tous les fragments mélangés de tous les patients, comportant adaptateurs et

index, est obtenu.

2.2.2 PCR en émulsion, enrichissement et séquencage
A partir de la librairie, chacun des fragments va étre amplifié¢ a 1’aide de billes par une
PCR en émulsion a I’aide des kits Sentosa™ ST Template Solutions et Sentosa® ST
Template Reagents. Pour cela, la librairie est chargée dans la cartouche de ’automate
Sentosa™ ST40le. Au cours de cette étape, des microréacteurs sont formés par
I’émulsion huile dans eau ou seront idéalement retrouvés a la fois une bille et un fragment
d’ADN (conformation monoclonale). La fixation de I’ADN sur la bille est rendue
possible par complémentarité grace aux adaptateurs préalablement ligués au cours de la
préparation de la librairie. L’amplification monoclonale de chaque fragment se réalise
ainsi dans les gouttelettes, aboutissant a des billes recouvertes par des copies du méme
fragment (voir Rappels bibliographiques, 2.2.5 Technologie Ion torrent). La PCR en
émulsion nécessite Sh45, incluant 15min de temps de préparation de 1’automate et Sh30

de réaction.

Aprés rupture de I’émulsion et afin d’optimiser le séquengage, un enrichissement en billes
présentant la conformation monoclonale est réalisé. Cela est effectué sur I’automate

Sentosa™ ST401e par capture avec des billes présentant de la streptavidine en surface

84

CHANUT
(CC BY-NC-ND 2.0)



(kit Sentosa™ ST Template ES beads stocké a 4°C). Cette protéine permet d’aller se lier
a la biotine, ajoutée avec les amorces lors de la PCR en émulsion. Finalement, les
fragments sont dénaturés par de la soude afin d’étre monobrins. L’enrichissement est ainsi

réalisé en 35min par I’automate, apres une préparation de 15min.

L’¢étape ultime est réalisée par I’automate Sentosa™ SQ 301 sur une puce de séquengage
ou sont chargées les billes enrichies mélangées a I’enzyme et aux amorces nécessaires au
séquencage (kit Sentosa™ SQ Sequencing Reagents). L’automate nécessitera également
les 4 types de ANTP (kit Sentosa™ SQ Sequencing Reagents) et des solutions utiles au
cours du séquengage pour 1’ajustement du pH ainsi que le ringage (kit Sentosa™ SQ
Sequencing Solutions). Un par un, les nucléotides vont étre présentés dans chaque puits
de la puce ou se trouve une bille recouverte d’'un unique fragment a séquencer. La
détection de la modification du pH a I’incorporation du nucléotide par complémentarité
dans I’ADN en cours de synthése permet de déterminer la séquence d’intérét (voir
Rappels bibliographiques, 2.2.5 Technologie Ion torrent). Le temps de séquengage est
de 5h.

2.2.3 Controles qualité

En termes de controles, on distingue le contrdle « systéme » (system control SC) qui est
un plasmide fortement concentré du génome du Virus de la Mosaique du Tabac (VMT)
mais ne contenant pas de VHC ; le contréle d’extraction (extraction control EC), petit
plasmide de VMT faiblement concentré, qui sera distribué dans tous les échantillons
incluant le SC ; et le CF-1 (control fragment). Ces controles permettent de surveiller et
de mettre en évidence une éventuelle contamination, un échec d’extraction ou d’une autre
étape, ainsi que la présence d’inhibiteurs dans les échantillons.

En effet, le SC est un controle qui doit étre amplifi¢ seulement par des amorces
spécifiques au VMT et non par les amorces spécifiques au VHC. Cet échantillon étant
trait¢ comme les autres, il est considéré comme un contrdle positif pour le processus
complet de séquencage, de I’extraction jusqu’a I’analyse des données de séquencage. S’il
n’est pas amplifié par ses amorces, on peut conclure a un incident au cours du processus,

auquel cas aucun échantillon, a priori, ne pourra étre séquence. Il sert également de
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contrdle négatif pour le VHC (appel¢ alors non-template control), permettant de s’assurer
de I’absence de contamination au cours du séquencage, puisque ne contenant pas de VHC.
L’EC est ajouté automatiquement dans tous les échantillons au début de 1’extraction.
C’est un témoin positif pour cette étape. En cas de probléme au cours de celle-ci, cela
sera visible dans le rapport final. Cela permet de valider la négativité éventuelle des
¢chantillons si I’EC est effectivement extrait dans les échantillons.

Le dernier contrdle, CF-1, est ajouté au cours de I’amplification par PCR en émulsion et
sert a la vérification des étapes de préparation puis de séquencage (étapes ultérieures a la

préparation de la librairie).

2.2.4 Analyse bio-informatique

(voir Rappels bibliographiques, 2.2.1.2 Traitement bio-informatique des données).

2.2.4.1 Analyse des données par les serveurs

A T’issue du séquencgage, les données brutes avec les ionogrammes sont générées et
transférées vers le serveur Sentosa™ SQ Suite pour [’analyse primaire puis vers
Sentosa™ SQ Reporter pour I’analyse finale. De nombreuses données sont ainsi
disponibles dans les rapports finaux générés (voir Annexe 1).

Le premier serveur va analyser les données générées, et attribue notamment le score de
qualité a chacun des reads. Cela permet de filtrer les reads de faible qualité et de conserver
uniquement ceux qui sont fiables. Ces données sont disponibles dans des fichiers Fastq
qui pourront étre consultés ultérieurement. D’autre part, les reads sont débarrassés de
leurs adaptateurs dans une étape appelée « trimming ».

Le second serveur vérifie les controles qualité (voir Partie Expérimentale, 2.2.3 Contréles
qualité) a I’aide des données de couverture, de rendement, de chargement de la puce. Puis
I’alignement des reads est réalisé¢ avec des séquences de référence. Ici, 1’alignement des
reads est réalisé sur 1306 génomes du VHC provenant de NCBI (National Center for
Biotechnology Information) et LANL (Los Alamos National Lab) (163,164). D’ autre
part, les contrdles sont alignés avec des séquences correspondant au VMT. Les données
de génotypage et les mutations d’intérét seront cependant déduites seulement des régions
d’intérét précédemment ciblées au cours de I’amplification.

Premierement, le serveur détermine le génotype selon la correspondance des séquences

obtenues vis-a-vis des séquences des différents génotypes de référence, en ne considérant
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que la région NS5B, suffisamment variable pour le génotypage. De ce fait, si cette région
n’est pas amplifiée chez un patient, aucun génotype ne sera déterminé par le serveur,
méme si des séquences pour les autres régions NS3 et NS5A sont disponibles. Apres
récupération des données, ces séquences pourront cependant €tre « manuellement »
confrontées a des séquences connues afin de déterminer le génotype, par exemple sur

www.hcv.geno2pheno.org/ (165). Cette analyse des différents contigs obtenus est en

réalité systématiquement réalisée apres I’obtention des séquences par le serveur de Vela
Diagnostics, afin de contrdler les génotypes et sous-types rendus, ainsi que de les
déterminer dans des cas ambigus.

Puis, le serveur, via le « Torrent Variant Caller » est capable de définir les positions
différentes de celles de(s) séquence(s) de référence, afin de déterminer les mutations
présentes dans les séquences d’intérét. Cela est réalisé pour les génotypes la, 1b et 3
uniquement, de par leur fréquence ¢élevée, leur distribution et la disponibilité
d’algorithmes d’interprétation. Pour cette raison, les mutations éventuelles d’un virus
d’un autre génotype sont moins bien caractérisées et ne sont pas répertoriées dans
’algorithme d’interprétation de Vela Diagnostics qui ne référence ainsi aucune mutation
dans le rapport de séquencage pour ces autres génotypes. De la méme maniére que pour
le génotype, il sera alors possible de les déterminer manuellement a partir des s€quences

consensus que rendra le séquengage.

2.2.4.2 Données obtenues et rapports de s€quengage (voir Annexe 1)

Sur le serveur Sentosa™ SQ Reporter sont retrouvés des fichiers relatifs a chaque
échantillon. A I’issue du séquencage, différentes données y sont disponibles.

Les données de contrdle qualité sont répertoriées :

- Lerendement du séquengage : nombre de bases des reads présentant un adaptateur
valide pour I'exécution du séquencage. Il peut présenter le statut « passed » si la
valeur est supérieure a la valeur seuil recommandée, « failed » si la valeur est sous
la valeur seuil minimum, ou « warning » si la valeur se trouve entre ces deux
seuils ;

- Le chargement de la puce : quantité relative de puits contenant une bille. Il peut

présenter le statut « passed » ou « failed » selon la valeur ;
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Les bases et reads valides/invalides : pourcentage de bases ou reads valides ou
non, par rapport a la totalit¢ de celles/ceux de la librairie utilisée pour le
séquengage, il peut avoir le statut « passed » ou « failed » selon les valeurs seuils ;
Les contrdles systéme comprenant le controle positif (VMT) dont la couverture
médiane doit étre supérieure au seuil, et le controle négatif (non-template control)
dont la couverture médiane pour le VHC ne doit pas excéder le seuil. Ils peuvent
avoir le statut « passed » ou « failed » ;

Les controles qualité des échantillons incluant le contrdle d’extraction qui vérifie
qu’un nombre suffisant d’amplicons des échantillons présente une couverture

suffisante ; et que I’amplicon controle ait une couverture plus haute que le seuil.

On retrouve également les données globales de la réaction de séquengage regroupant les

informations suivantes :

La librairie finale : nombre de reads qui ont passé les filtres ;

Le nombre de bases valides : nombre de bases obtenues apres filtration et
« trimming » ;

Le nombre et le pourcentage de bases alignées ou non: quantit¢ de bases
provenant des reads qui ont été alignés correctement ou non a la séquence de
référence ;

Les reads invalides (voir ci-dessus) ;

Les reads valides alignés ou non (voir ci-dessus) ;

Le chargement de la puce ;

Le niveau d’enrichissement des billes ;

La quantité relative de billes mono ou polyclonales.

Sont également rapportées des données similaires pour chaque échantillon :

Le nombre total de bases valides ;

Le nombre de bases alignées et non alignées ;

Le nombre de reads valides ;

Le nombre de reads alignés, comprenant les reads spécifiques représentés par le
pourcentage de reads alignés de maniére correcte dans les régions cibles de la

séquence de référence, les reads non spécifiques qui sont la quantité de reads
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alignés en dehors de ces régions, et les reads rejetés. Les reads sont susceptibles
d’étre rejetés lorsque leur longueur est trop courte, s’ils sont de faible qualité
(évaluation par le score de qualité), s’ils ne sont pas utilisés dans 1’analyse ou s’ils
sont peu alignés aux régions cibles ;

- Les reads non alignés ;

- Lalongueur moyenne de tous les reads générés pour 1’échantillon ;

- Le pourcentage de bases G et C retrouvées dans la séquence (GC%).

Sont ensuite listés le nombre de contigs, en lien avec la région ciblée (contig pour NS3,
NSS5A ou NS5B) et la profondeur de chacun d’entre eux. La profondeur pour chaque
position des 3 régions d’intérét est également disponible, avec I’attribution d’un statut
« passed », « warning » ou « failed ».

Le génotype voire sous-type retrouvé grace au séquengage de NS5B est indiqué. Dans le
cas ou des mutations sont trouvées, elles sont répertoriées par région. La position est

précisée, et la profondeur ainsi que la fréquence de cette mutation sont également définies.
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3. Résultats

3.1 Caractéristiques des patients

Dans cette étude, 424 échantillons ont été collectés afin d’étre séquencés par 1’appareil
de séquengage Sentosa SQ HCV Genotyping Assay de Vela Diagnostics (Allemagne) a
I’hopital de la Croix-Rousse, au cours de 29 réactions de séquencage. Parmi eux, 45 ont
¢galement été séquencés et génotypés par la méthode de Sanger afin de permettre une
comparaison des deux techniques et de valider la fiabilit¢ de la technique de NGS, et 8
¢taient des controles qualité. Ces échantillons représentent ainsi les patients infectés par
le VHC et suivis pour cette infection, a minima, a I’hopital de la Croix-Rousse. Cette
é¢tude n’a pas nécessité d’accord particulier provenant d’un comité éthique. La
détermination de la charge virale des échantillons prélevés au sein de 1’hdpital de la
Croix-Rousse fut réalisée préalablement au séquencage. Cependant, la charge virale de
certains échantillons envoyés par des laboratoires extérieurs n’était pas connue.

Parmi les échantillons, 69,32% d’entre eux provenaient d’hommes pour 30,68% de
femmes, représentant 287 hommes et 127 femmes (voir Tableau 8). En ce qui concerne
I’age des patients infectés, tous présentaient une année de naissance ultérieure a 1930. 34
patients ¢étaient 4gés de moins de 30 ans soient 8,21%, et 229 patients étaient 4gés de plus
de 50 ans soient 55,31% (voir Tableau 8 et Figure 29).

Les échantillons présentaient une charge virale quantifiable entre 1,20 log Ul/mL (valeur
minimum) et 7,70 log Ul/mL (valeur maximum), avec une moyenne de 5,55 log Ul/mL
et une médiane de 5,70 log UI/mL. 23 charges virales parmi les échantillons n’étaient pas
connues, et 1 était non détectable, avec un nombre de copies inférieur au seuil de

détection.
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Tableau 8. Caractéristiques des patients.

Caractéristique

Femmes : n =127 (30,68%)
Hommes : n =287 (69,32%)
<30ans:n=34(8,21%)
Age 30-50 ans : n =151 (36,47%)
> 50 ans : n =229 (55,31%)

Sexe

Moyenne = 5,55

Charge virale Médiane = 5,70
(log Ul/mL) Min = 1,20

Max =7,70

35,00%
30,00%

25,00%

20,00%

15,00%

10,00%

5,00% I I
I i

<lan 1-10ans 10-20 ans 20-30 ans 30-40 ans 40-50 ans 50-60 ans 60-70 ans 70-80 ans 80-90 ans

Figure 29. Histosramme de distribution de ’ige des patients.

L’age de chacun des patients a été calculé selon leur date de naissance, a la date de
sequencage. Le pourcentage de chaque classe d’dge est indiqué, calculé par le nombre

de personnes dans chaque tranche d’dge par rapport au nombre total de patients.
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3.2  Comparaison a Sanger
Initialement, 1’automate de séquencage Sentosa SQ HCV Genotyping Assay de Vela
Diagnostics (Allemagne) a été testé sur 3 réactions de séquengage, soient 45 échantillons.
Ce test a permis la comparaison entre les données obtenues préalablement par technique
de Sanger (génotype et mutations de résistance éventuelles sur NS5A a minima, voire sur
NS3 et NS5B selon les cas) et les données obtenues par le nouveau circuit de séquencage
de Vela Diagnostics afin d’estimer les performances, la fiabilité et la sensibilit¢ de la
technique de NGS.
Tout d’abord, la cohérence des résultats obtenus entre les deux types de séquencage a été
évaluée. Le séquencage par ce circuit Vela Diagnostics a révélé une concordance de
génotypage de 98% (42 génotypes identiques sur 43). La concordance n’est pas totale du
fait d’un échantillon présentant une charge virale basse (2 log) pour lequel I’amplification,
et donc le séquengage, furent difficiles. De ce fait, aucun génotype ni sous-type n’ont pu
étre établis par NGS pour cet échantillon, alors qu’il avait été décrit que le virus était de
génotype 1b selon la technique de Sanger. Concernant le sous-typage, la concordance est
de 92% (36 sous-types identiques sur 39) par rapport au s€quengage de Sanger. Pour deux
échantillons, le séquencgage de Vela Diagnostics a rendu un génotype 1 pour un sous-type
g, alors qu’il avait été établi que le virus infectant appartenait au génotype le selon
Sanger ; et un génotype 4a pour un génotype initialement considéré 4v par Sanger. A
partir de ces résultats différents, il est cependant difficile de savoir quelle technique
permet de donner le génotypage correct.
Dans ces cas-1a, la soumission des séquences consensus des différents génes obtenues sur
geno2pheno permet d’orienter les résultats vers un génotype et un sous-type. Pour le
premier patient de génotype 1 présentant deux sous-types différents par les deux
techniques, I’alignement des contigs obtenus par NGS correspondant aux trois régions
d’intérét a des séquences de référence sur cette base de données a rendu un génotype le,
avec une similarité de séquence supérieure a 87%. Ce résultat est concordant avec le
génotype déterminé par séquencgage de Sanger. Pour chacun des 3 contigs, la similarité
de séquence est également importante avec les séquences de référence de génotype 1g,
bien que moins importante par rapport aux séquences de génotype le.
Pour le deuxiéme patient, I’alignement de I’unique contig de NS5B obtenu par NGS rend

un génotype 4a sur geno2pheno avec 88% de similarité, mais une similarité de 87% est
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¢galement retrouvée pour les séquences de génotype 4v. Le génotypage effectué par
technologie de Sanger avait été réalisée grace a la séquence de NS5A. L’alignement de
cette séquence, précédemment obtenue par Sanger, aux séquences de références sur
geno2pheno détermine une similarité a 87% pour les génotypes 4v et 83% pour les
génotypes 4a.

Les résultats sont ainsi discordants entre les techniques de séquengage et notamment pour
ce qui est de I’analyse des séquences. Cela peut étre expliqué par des divergences dans
les jeux de séquences de référence utilisées pour 1’alignement, notamment pour les sous-
types rares qui ne sont pas forcément référencés pour toutes les régions virales.
Globalement, le séquengage par NGS était ainsi capable de déterminer correctement le
génotype et le sous-type, de la méme maniére que par séquencage de Sanger. D’autre
part, tandis que la technique de Sanger n’avait pas permis le sous-typage de 4 des
¢chantillons (1 de génotype 1 et 3 de génotype 2) le séquencage par NGS a rendu des
sous-types 1a, 2q, 2m et 2b.

Parmi les 43 échantillons de patients séquencés par Sanger, 7 d’entre eux avaient
nécessité un séquencage de NS3 et/ou NS5B en plus de NS5A, automatiquement réalisé.
Concernant les mutations retrouvées, des mutations supplémentaires, non retrouvées par
séquengage de Sanger, ont été retrouvées sur NS5A grace au séquencage par NGS pour
33% des patients (14 patients sur 43), et sur NS3 et/ou NS5B pour 30,23% des patients
(13 patients sur 43). Cependant, pour au moins 2 patients pour lesquels le séquencage
NGS a permis la détection de mutations supplémentaires sur NS5A (échantillons 9 et 10),
une contamination par un autre échantillon a été suspectée. Du fait du génotype de ces
¢chantillons (6¢), le séquencage par NGS ne permet habituellement pas de rendre les
mutations. Les mutations effectivement trouvées par NGS correspondent ainsi aux
séquences contaminantes. Cela réduit ainsi a 28% le taux de patients pour lesquels le
séquencage NGS a permis la détection de mutations supplémentaires sur NS5A.

D’autre part, certaines mutations retrouvées en Sanger n’étaient pas toutes retrouvées en
NGS. Ce fut le cas pour 2 patients pour le séquencage de NS3, soient 4,65% ; 2 patients
pour NS5A, soient 4,65% ; et 1 patient pour le séquencage de NS5B, soient 2,33% (voir
Tableau 9).

Finalement, la capacité de la technique de NGS a détecter les mélanges de virus et ainsi

les co-infections par au moins deux virus différents a été testée. Pour cela, différents
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¢chantillons présentant des charges virales connues et des génotypes préalablement
déterminés par séquencage de Sanger ont été mélangés. Le séquencage du premier
mélange de deux échantillons, présentant des charges virales respectivement ¢élevées a 4,8
et 4,1 log Ul/mL, a permis la détection des 2 génotypes la et 2¢ dans les proportions
relatives attendues, soient 4748 reads séquencés pour le premier échantillon et 4701 pour
le second. Le deuxieme mélange, avec un génotype 3a a 3,1 log Ul/mL et 1b a 6,2 log
Ul/mL, n’a cependant pas été détecté. Seul le second génotype, présentant la charge virale

la plus élevée, a pu étre déterminé par séquencage de NGS.

Tableau 9. Comparaison des données obtenues par séquencage de Sanger et par

NGS, pour chaque région d’intérét.

i NS3 NS5A NS5B .
Patient o iger | NGS | Sanger NGS Sanger | NGs | Cvnompet
1 93H 6aa 3
_ - 93H - - a
2 = NA = NA - NA ar
3 = NA 93H NA = NA 2a
30R
4 - 56F - 54R - - 1b
58P
54N
S - - - 58P - - 1/1a
30R 414L
6 - - 54H - 446Q 1b
3H 93H 556G
7 = 80K 58P 58P 5 i la
8 - NA - NA : NA Ge
& B B - ot - - # contmfiiation 3a
93H -
le
10 = . - 62A _ _ + contamination 3a
93H suspectée
/1g
S6F
! 170V 30R 499A 1b
12 - NA - NA - NA 1b/-
62T
13 . . . ks . 445F 3a
14 - NA . NA - NA 2/2q
L ' NA = NA - NA 4d
56F
- ) 122T 3IM - - - 1b
17 g E 93H 93H 282T 282T 3a
18 : - - 93H - 5 3a
-
19 - - 30R . 556G la
58P >8P
62D
20 5 NA . NA x NA 2c
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NS3 NSSA NS5B
: : .
FE Sanger NGS Sanger NGS Sanger NGS SSIebe
21 - - - - - - 3a
316Y
22 - 80K - - - 556G la
30H 30H
23 ] ] 93H 93H ] ] la
24 - NA - NA - NA 4f
159F
25 - 56F - - - 316N 1b
556G
36L
26 168Q - - 93H - - 3a
2 - NA - NA - NA 2/2m
28 122N 122N/T - 30Q - - 1b
29 - - - - - - 3a
30 - - - - - - la
31 - NA - NA - NA 2k
32 - NA - NA - NA 2/2b
3 i i 3IM 3IM 159F 159F b
93H 93H 316N 316N
34 - - - - - - 3a
35 - - - 93H - - 3a
36L 92E
- 282 -
36 168Q 93H 93H 282T 3a
37 - - - - - - 3a
38 - - - 30K - - 3a
36L
39 - 55A - - - - la
80K
40 - NA - NA - NA 4v/da
159F
41 - - 39171}4 3921\,11,1 - 316N 1b
- - 556G
56F
42 - 122T - - - - 1b
56F
43 - 122T - - - - 1b

* Un unique génotype est indiqué lorsque les deux méthodes de séquencgage ont en effet
déterminé le méme genotype et sous-type. Dans le cas ou les deux génotypes et/ou sous-
types varient, le premier génotype indiqué est celui déterminé par séquengage de Sanger,
tandis que le deuxiéme est celui déterminé par NGS. NA : non applicable, - : aucune

mutation déterminée.
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3.3 Caractéristiques de séquencgage

Pour chaque réaction de séquengage effectuée par 1’automate de Vela Diagnostics, les
différentes caractéristiques de la réaction sont obtenues sur les rapports qui sont
automatiquement générés. Des informations globales sur la réaction de séquencage en
elle-méme sont disponibles (nombre de reads total dans la librairie, nombres de bases et
reads valides, reads alignés ou non parmi les reads valides), ainsi que des informations
plus précises pour chacun des échantillons (voir Partie expérimentale, 2.2.4.2 Données
obtenues et rapports de séquengage).

Au cours de ces 29 réactions de séquencage, la moyenne du nombre total de reads par
librairie était de 3 772 914 reads (minimum : 1 625 066 reads, maximum : 5201 564
reads) avec une moyenne de 3 729 756 reads valides, soient 563 536 881 bases valides
en moyenne (voir Tableau 10). Parmi ces reads, 16 726 642 en moyenne étaient en effet
alignés a la séquence de référence, soient 98,55% des reads valides, et 50 847 reads en

moyenne ne 1’étaient pas, soient 1,36% des reads valides (voir Tableau 10).
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Tableau 10. Données de séquencage obtenues pour les 29 réactions analysées.
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Ces données sont également disponibles individuellement, par échantillon, ainsi que
d’autres informations complémentaires. Notamment, la quantit¢ de reads alignés
spécifiques, non spécifiques et les reads rejetés parmi les reads alignés est renseignée.
D’autre part, la longueur moyenne des reads ainsi que la fréquence des bases G et C
(GC%) sont indiquées. Le GC% d’une séquence est la proportion relative de bases qui
sont déterminées comme étant soit une guanine (G), soit une cytosine (C) parmi toutes
les bases de la séquence. Cette derniére information peut expliquer, lorsque la valeur est
¢levée, une difficulté a I’amplification et donc au séquencage. En effet, les liaisons
¢tablies par ces deux bases sont plus stables que celles établies par 1’adénine (A) ou la
thymine (T), ce qui entraine, lorsque le GC% est élevé, une augmentation de la
température de fusion d’ou une dénaturation des brins possiblement insuffisante. De ce
fait, le brin matrice est possiblement moins accessible, rendant le séquengage moins

qualitatif.

Ce bilan a ainsi permis d’obtenir les moyennes de chacune de ces données individuelles.
Il en ressort que le nombre moyen de reads valides était de 251 457, soit 6,74% du nombre
total de reads ; ce qui représente une moyenne de 37 796 672 bases valides, soit 6,74%
du nombre total de bases. Parmi ces bases, le rapport permet de distinguer les reads qui
ont été alignés ou non. Au cours des différentes réactions, le nombre moyen de reads
alignés était de 247 647 (97,74% des reads valides), tandis que celui du nombre de reads
non alignés était de 3 406, soit 1,83% en moyenne. Au sein de ces reads alignés, 92,38%
des reads en moyenne étaient spécifiques, alors que 4,69% en moyenne ne 1’étaient pas,
et 2,94% des reads furent rejetés (voir Tableau 11). En ce qui concerne la longueur
moyenne des reads, elle était de 150,27, et le GC% estimé a 56,05 en moyenne (voir

Tableau 11).
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Tableau 11. Données de séquencage obtenues pour les 424 échantillons analysés.
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Comme indiqué précédemment, la moyenne de charge virale des échantillons était de
5,55 log UI/mL. Alors que le seuil limite de détection prévu par Vela Diagnostics est de
1000 UI/mL pour les génotypes la, 1b, 2, 3 et 4 ; 15 échantillons avec une charge virale
inférieure a ce seuil ont néanmoins pu étre ¢valués. L’automate a montré son efficacité
pour séquencer les 3 régions de 9 échantillons présentant une charge virale inférieure a
ce seuil, avec un minimum de 1,2 log UI/mL (génotype la), permettant de rendre un
génotype pour 8 de ces 9 échantillons. 6 autres échantillons a charge virale inférieure au
seuil ont ét¢ inclus dans I’étude : 1 échantillon pour lequel la région NS5A seule a pu étre
séquencée sans rendu de génotype, 3 échantillons pour lesquels les régions NS5A et
NS5B ont été séquencées avec rendu de génotype et 2 échantillons en échec de
séquencage pour les 3 régions, sans possibilité¢ de rendre un génotype. D’autre part, le
seuil de détection de 2000 UI/mL pour les génotypes 5 et 6 n’a pas pu étre testé, étant
donné que tous les échantillons séquencés de génotype 6 recensés au cours de cette étude
présentaient une charge virale supérieure au seuil de détection, et qu’aucun génotype 5

n’a été répertorié.

Pour chaque échantillon, il est possible de consulter le nombre moyen de reads pour
chaque région d’intérét (NS3, NS5A et NS5B), la profondeur moyenne ainsi que la
longueur moyenne.

Pour NS3, le nombre de reads moyen était de 8 300 avec une profondeur moyenne de
1 422. La longueur moyenne du contig correspondant a cette région était de 934 bases
(voir Tableau 12), pour une région a amplifier initiale de 798 pb.

Pour NS5A, le nombre de reads moyen était de 5 530 et la profondeur moyenne était de
1 463. Pour cette région, la longueur moyenne du contig obtenu était de 618 bases (voir
Tableau 12) alors que les amorces sont destinées a amplifier 564 pb.

Pour la derniere région NS5B, le nombre de reads moyen était de 13 528 avec une
profondeur moyenne de 1 287. La longueur moyenne du contig était ici de 1 579 bases

(voir Tableau 12) pour les 1659 pb cibles.
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Tableau 12. Données obtenues pour chaque région d’int
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3.4  Capacité d’amplification des 3 génes
Contrairement au séquengage par Sanger automatiquement réalisé uniquement pour
NSS5A, et complété si besoin par celui de NS3 et NS5B, I’automate de Vela Diagnostics
procede au séquencage systématique de ces 3 régions d’intérét, et la s€équence de NS5B
est utilisée pour la détermination du génotype. Les résultats présentés ici ont été obtenus
sur 423 échantillons, de par I’exclusion volontaire d’un échantillon a charge virale
indétectable pour lequel, de maniere cohérente, aucune des 3 régions n’a été amplifice ;
ceci afin de ne pas biaiser I’analyse des capacités réelles.
Pour NS3, I’amplification a été effectué¢e dans 85,82% des cas, comptant un contig unique
dans 84,87% des cas (359 patients sur 423) et 2 contigs dans 0,95% des cas (4 patients
sur 423 dont I’un des deux mélanges volontaires). 14,18% des échantillons n’ont pu étre
séquencés, soient 60 patients, rendant impossible la détermination d’éventuelles
mutations dans cette région (voir Tableau 13). Ces 60 échantillons présentaient une
médiane de charge virale a 5,32 log Ul/mL, avec la charge virale la plus basse a 1,2 log
Ul/mL. Bien que le génotype de 35,48% de ces échantillons n’ait pu étre déterminé, les
autres échantillons en échec d’amplification de NS3 ont été répertoriés en génotypes 4 a
19,35%, génotypes 3 a 17,74%, génotypes 1 a 16,13% et génotypes 2 a 11,29%.
Pour NSS5A, ’amplification a pu étre réalisée dans 90,54% des cas, comptant un seul
contig dans 88,18% des cas (373 patients sur 423), 2 contigs dans 1,89% des cas (8
patients sur 423) et 3 contigs dans 0,47% des cas (2 patients sur 423). 9,46% des
¢chantillons n’ont pu étre séquencés, représentant 40 patients pour lesquels les mutations
sur cette région n’ont pu étre définies (voir Tableau 13). Ces 40 échantillons montraient
une médiane de charge virale a 5,30 log Ul/mL, avec un minimum a 1,2 log Ul/mL. Ici,
le génotype correspondant n’a pu étre déterminé dans 47,50% des cas, et les autres
¢chantillons en échec d’amplification de NS5A ont été classés en génotypes 4 a 27,50%,
génotypes 2 a 20% et génotypes 3 a 5%.
Pour NS5B, région d’intérét pour 1’établissement du génotype, 1’amplification a été
possible dans 93,14% des cas. Un contig fut retrouvé dans 85,58% des cas (362 sur 423
patients), 2 dans 7,09% des cas (30 patients sur 423 dont ’un des deux mélanges
volontaires) et 3 dans 0,47% des cas avec 2 patients sur 423. Ainsi, 6,86% des patients
n’ont pu étre séquencés sur NS5B, soient 29 patients pour lesquels ni le génotype, ni le

sous-type, ni les mutations n’ont pu étre rendus par 1’analyse automatisée de Vela
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Diagnostics (voir Tableau 13), pour une charge virale médiane a 5,37 log Ul/mL. Ici,
I’analyse des séquences disponibles pour les autres régions d’intérét par comparaison a
des séquences de référence devient ainsi indispensable pour pouvoir rendre un
génotypage, bien que le rapport systématique de Vela Diagnostics ne permette pas de
I’effectuer.

Parmi les 423 échantillons, les 3 geénes de 338 échantillons ont pu étre amplifiés avec
succes (79,91%) pour une charge virale médiane a 5,78 log Ul/mL (minimum 1,2 log
Ul/mL, maximum 7,7 log UI/mL). Ces échantillons étaient de génotype 1 a 55,03%, 3 a
27,81%, 4 a 6,51%, 2 a 5,03%, 1b/2k a 2,66%, 6 a 1,18% et de génotype indéterminé
pour 1,78%.

57 échantillons (13,48%) présentaient 1 échec d’amplification et 12 échantillons (2,84%)
présentaient 2 échecs d’amplification parmi les 3 génes d’intérét. La médiane des charges
virales pour les échantillons avec 1 échec d’amplification parmi les 3 régions d’intérét a
¢été estimée a 5,32 log UI/mL (minimum 2,08 log Ul/mL, maximum 6,88 log Ul/mL), et
le séquencgage a montré que 28,07% d’entre eux étaient des génotypes 4, 19,30% des
génotypes 2, 19,30% des génotypes 3, 17,54% des génotypes 1 et 15,79% présentaient
un génotype indéterminable par Vela Diagnostics.

La médiane des charges virales pour les échantillons avec 2 échecs d’amplification parmi
les 3 régions d’intérét a été estimée a 5,13 log UI/mL (minimum 2 log Ul/mL, maximum
7,09 log Ul/mL), et le séquencage a montré que 25% d’entre eux étaient des génotypes 4,
16,67% des génotypes 2, 8,33% des génotypes 3 et 50% présentaient un génotype
indéterminable par Vela Diagnostics. Finalement, on compte 16 échantillons (3,78%)
pour lesquels aucun des génes n’a pu étre amplifi¢. La médiane des charges virales parmi
ces 16 échantillons était de 5,34 log Ul/mL (minimum 1,2 log UI/mL, maximum 6,70 log
Ul/mL).
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Tableau 13. Bilan d’amplification des 3 génes d’intérét.

NS3 NSSA NS5B
Nombre (%) Nombre (%) Nombre (%)
Amplification : 363 (85,82) 383 (90,54) 394 (93,14)
1 contig 359 (84,87) 373 (88,18) 362 (85,58)
2 contigs 4 (0,95) 8 (1,89) 30 (7,09)
3 contigs 0(0) 2(0,47) 2(0,47)
Non amplification 60 (14,18) 40 (9,46) 29 (6,86)
104
CHANUT

(CC BY-NC-ND 2.0)




3.5 Détermination du génotype
L’objectif majeur du séquengage des virus infectants chez un patient est la détermination
du génotype. Elle est réalisée a partir de la s€équence obtenue de NS5B uniquement pour
le séquenceur Sentosa™ SQ 301 de Vela Diagnostics. Ainsi, pour tout patient dont cette
région ne peut étre séquencée, 1’analyse automatisée ne permet pas de rendre le génotype
ni le sous-type. Cependant ce génotype peut étre déterminé en alignant la séquence des
autres genes amplifiés a des séquences de référence dans des bases de données ad-hoc.
Le bilan de séquencage effectué sur les 424 échantillons provenant de patients a permis
d’établir la distribution des génotypes et sous-types retrouvés. Les contrdles qualité ont
ici été exclus des analyses de répartition des génotypes ; ainsi, la distribution présentée
représente celle de 416 échantillons. Parmi les échantillons pour lesquels le génotypage
a été possible, un unique génotype fut déterminé pour la majorité des patients, tandis que
deux génotypes furent établis pour 11 patients, démontrant la coexistence de virus dans
I’échantillon. Parmi ces 11 échantillons ou ont été retrouvés 2 génotypes, 1’'un d’entre eux
était un mélange volontaire de 2 échantillons, effectué pour tester la capacité de
I’automate a détecter les co-infections (voir Partie Expérimentale, 3.2 Comparaison a
Sanger). Le second mélange effectué n’a pas été détecté, rendant ainsi un unique
génotype a I’issue de 1’analyse. L’ existence de 2 génotypes différents dans un échantillon
peut provenir d’une co-infection, chez le patient, par 2 virus de génotypes différents, mais
peut éventuellement résulter d’une contamination, au moment du séquencage, d’un
échantillon par un autre, comme cela est suspecté pour plusieurs des 10 autres
échantillons. Dans ce cas, la contamination éventuelle est évaluée en fonction de
I’homologie de séquence avec celle d’un autre patient de la série et le repassage de

I’échantillon dans une nouvelle série.

Concernant les génotypes, le génotype 1 fut le plus fréquent, retrouvé pour 203
¢chantillons (47,54%). Le second génotype le plus fréquent était le génotype 3 avec 107
échantillons (25,07%). Puis, le génotype 4 a été retrouvé chez 43 patients (10,07%), le
génotype 2 chez 25 patients (5,85%), le génotype recombinant particulier 1b/2k chez 9
patients (2,11%) et le génotype 6 chez 4 patients (0,94%) (voir Figure 30). Pour 36
¢chantillons, aucun génotype n’a pu étre déterminé par le circuit Vela Diagnostics, soient

8,43%. Parmi eux, I’impossibilité de déterminer le génotype provient d’une absence
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d’amplification de NS5B pour 27 échantillons dont celui déja évoqué a charge virale
indétectable (75%), et le génotype ne put étre défini malgré I’amplification de NS5B pour
les 9 autres (25%). D’autre part, un unique cas parmi tous les échantillons, ou le génotype
(1a) a pu étre identifi¢ sans amplification de NS5B, a été recensé.

Parmi les patients pour lesquels le séquengage par le circuit Vela Diagnostics n’a pas
permis la détermination du génotype, 1’analyse des séquences obtenues via geno2pheno
ainsi que le repassage des échantillons dans des réactions de séquencage ultérieures ont
cependant rendu possible le génotypage pour la majorité des échantillons, avec finalement
6 patients seulement pour lesquels aucun génotype n’a pu étre rendu (échantillon a charge

virale indétectable exclus).

2% 8%

\
l%_\ |
10% __ = Génotype 1
48% » Génotype 2
\ /_ = Génotype 3

Génotype 4
= Génotype 6
= Génotype 1b/2k
= Indéterminé

25% |

6%/

Figure 30. Bilan de la distribution des génotypes retrouvés.

La distribution des génotypes parmi les échantillons est représentée, calculée selon le
nombre d’échantillons présentant ce génotype par rapport au nombre total
d’échantillons. Dans cette étude, le génotype 1 fut le plus représenté, suivi du génotype

3, en accord avec les données épidémiologiques connues en France.
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Parmi les génotypes 1, 2 sous-types furent les plus fréquents : le sous-type la chez 113
¢échantillons (55,67% des échantillons déterminés génotypes 1) et le sous-type 1b chez 80
patients (39,41% des échantillons déterminés génotypes 1). 5 autres sous-types ont été
retrouvés en tres faibles proportions pour les 10 autres échantillons (voir Figure 31).
Tous les génotypes 3 étaient des sous-types 3a, soient 107 patients (voir Figure 31).

Les génotypes 4 ont été partagés entre 8 sous-types. Les deux plus fréquents étaient les
sous-types 4d et 4a, retrouvés respectivement chez 19 et 11 patients, représentant 44,19%
et 25,58% des échantillons déterminés génotypes 4. Les 13 autres échantillons, soient
30,23% des génotypes 4, ont été classés en sous-types 4k, 4r, 4b, 4c, 4f et 4g (voir Figure
31).

Pour les génotypes 2, 7 sous-types furent retrouvés : le sous-type 2¢ (10 patients, soient
40% des échantillons déterminés génotypes 2), le sous-type 2a (5 patients, soient 20%
des échantillons déterminés génotypes 2), le sous-type 2k (4 patients, soient 16% des
échantillons déterminés génotypes 2), les sous-types 2b et 2q (2 patients de chaque sous-
type, soient 8% des échantillons déterminés génotypes 2 pour chacun de ces 2 sous-types)
et les sous-types 2i et 2m (1 patient de chaque sous-type, soient 4% des échantillons
déterminés génotypes 2 pour chacun de ces 2 sous-types) (voir Figure 31).

Les échantillons déterminés comme génotype 6, le moins fréquent, ont été exclusivement
classés en sous-types 6e (voir Figure 31).

Pour 36 échantillons, aucun sous-type n’a pu étre déterminé.

Les données de charge virale selon les génotypes sont présentées dans le Tableau 14. 11
en ressort une moyenne de 5,67 log Ul/mL pour les génotypes 1, avec un minimum a 1,21
log UI/mL et un maximum a 7,23 log UI/mL ; une moyenne de 5,73 log Ul/mL pour les
génotypes 2, avec un minimum a 3,5 log Ul/mL et un maximum a 7,10 log Ul/mL ; une
moyenne de 5,31 log UI/mL pour les génotypes 3, avec un minimum a 2,36 log UI/mL et
un maximum a 7,7 log Ul/mL ; une moyenne de 5,71 log Ul/mL pour les génotypes 4,
avec un minimum a 2,90 log UI/mL et un maximum a 7,30 UI/mL ; une moyenne de 6,45
log UI/mL pour les génotypes 6, avec un minimum a 6,08 log Ul/mL et un maximum a
7,10 U/mL ; une moyenne de 5,86 log Ul/mL pour les génotypes recombinants 1b/2k,
avec un minimum a 4,98 log Ul/mL et un maximum a 6,99 log Ul/mL. Les résultats

obtenus lors de cette étude montrent ainsi des moyennes de charge virale globalement
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similaires entre les génotypes, hormis pour le génotype 6 ou les valeurs sont plus élevées
(p = 0,014 selon test non paramétrique de Kruskal Wallis). Une telle corrélation entre une
charge virale élevée et un virus infectant de génotype 6 avait en effet déja été décrit (166).
Cela pourrait révéler une capacité virale plus importante a la réplication et/ou a résister a
la réponse immunitaire, mais cette observation peut étre biaisée par le nombre faible

d’échantillons présentant ce génotype (n = 4 dans cette étude).
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Figure 31. Distribution des génotypes et sous-types retrouvés.

Pour chaque génotype, les différents sous-types recensés sont représentés avec la valeur
en pourcentage, calculée selon le nombre d’échantillons présentant ce sous-type par

rapport au nombre total d’échantillons du génotype correspondant.
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Tableau 14. Données de charges virales selon les génotypes.
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3.6  Détermination des mutations de résistance
L’un des avantages a priori de cette méthode de séquengage est la détermination
systématique des mutations éventuelles dans les trois régions d’intérét NS3, NS5A et
NS5B, tandis que le séquencage de Sanger ne déterminait, en premiere ligne, que celles
présentes dans la région NS5A. Cependant, cela est réalisé uniquement pour les séquences
déterminées comme appartenant aux génotypes la, 1b et 3 par le séquencage Vela
Diagnostics. Sur le rapport de séquencage par NGS de ces génotypes sont ainsi rendus le
nombre de mutations de résistance par région, leur nature (position, acide aminé de
référence a cette position, acide aminé retrouve) ainsi que leur fréquence. Ces mutations
sont considérées comme impliquées dans la sensibilité aux traitements antiviraux. De ce
fait, les polymorphismes ne sont pas indiqués dans le rapport. Leur détermination peut
étre réalisée a posteriori, en récupérant la séquence obtenue et par alignement a une
séquence de référence de choix. Cela permet aussi, si besoin, la vérification du génotype
et/ou du sous-type obtenu par NGS, notamment grace a des bases de données telles que
geno2pheno (165). Les données présentées ici excluent les contrdles qualités, rendant

ainsi les résultats sur un ensemble de 416 échantillons.

3.6.1 Mutations dans NS3
Sur NS3, une grande partie des échantillons ne présentait pas de mutation (183
¢chantillons, soient 43,99%). Sur cette région, tous échantillons confondus, ont été
retrouvées 135 mutations. Une seule mutation fut retrouvée dans cette région pour 75
¢échantillons (18,03%), tandis que d’autres échantillons présentaient deux (27
échantillons, soient 6,49%) ou trois mutations (2 échantillons, soient 0,48%). La
détermination des mutations ne fut pas réalisée automatiquement dans 31,01% des cas
(129 échantillons), pour cause de génotype différent des génotypes 1a, 1b ou 3 ; ou pour

cause de non amplification de cette région.

Les mutations déterminées dans NS3 étaient retrouvées sur 10 positions d’acides aminés
(positions 36, 54, 55, 56, 80, 122, 155, 168, 170 et 175). Parmi ces positions, les mutations
les plus fréquentes étaient retrouvées en position 80 (25,19% des mutations sur NS3,
soient 34 mutations) avec les mutations 80K, 80L et 80R. En position 122 furent
retrouvées 22,22% des mutations sur NS3 (30 mutations), avec les mutations 122G, 122T

et 122N. La mutation 56F fut fréquente, recensée dans 18,52% des mutations de NS3,
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pour 25 échantillons. 17 mutations ont été retrouvées en position 170 (12,59% des
mutations sur NS3) avec les substitutions 170V et 170T. La position 36 fut concernée par
7,41% des mutations de NS3 avec 10 mutations, 36 M ou 36L. De méme, deux mutations
différentes furent retrouvées en position 55, 55A et 551, dans 5,93% des mutations sur
NS3, pour 8 échantillons. Les autres positions (54, 155, 168 et 175) ont été impliquées

dans 8,15% des mutations (voir Tableau 15).

Parmi les échantillons de génotype 1 pour lesquels la détermination des mutations a été
possible, 55,61% présentaient au moins une mutation ; tandis qu’aucun des échantillons

de génotype 3 ne présentait de mutation dans cette région NS3.

3.6.2 Mutations dans NS5A
Sur la deuxieme région d’intérét NSS5A, pres de la moiti€¢ des échantillons ne présentait
aucune mutation (206 échantillons, soient 49,52% des 416 échantillons). Ici, 139
mutations ont été détectées, avec une mutation dans 17,55% des cas (73 échantillons),
deux mutations dans 4,81% des cas (20 échantillons), trois ou quatre mutations dans
1,44% des cas (3 échantillons présentant trois mutations et 3 échantillons en présentant
quatre) et cinq mutations pour un unique cas (0,24%). Les mutations n’ont pas été établies
dans 26,44% des cas, soient 110 échantillons, pour les mémes raisons qu’évoquées
précédemment (génotype différent des génotypes 1a, 1b ou 3 ; non amplification de cette

région).

8 positions d’acides aminés de NS5A ont été touchées par des mutations, les positions 28,
30, 31, 54, 58, 62, 92 et 93. La position la plus fréquemment impactée par une mutation
fut la position 93, pour 31,65% des mutations (44 mutations), avec les substitutions 93H,
93F, 93N et 93C. En position 30 ont été recensées 32 mutations, soit 23,02% des
mutations de NS5A (30K, 30R, 30H, 30Q, 30L). 2 substitutions différentes ont été
retrouvées en position 58 (58P et 58S), représentant 16 mutations, soient 11,51% de toutes
les mutations de NS5A. Puis, les positions 28 et 31 ont été touchées par quatre et trois
substitutions, respectivement (28V, 28M, 28T, 28A ; et 31M, 31F, 31V) représentant
10,79% des mutations pour chaque position. 7,91% des mutations ont été¢ déterminées en
position 62 avec quatre substitutions (62D, 62A, 62H, 62T). D’autres mutations ont été
définies en positions 54 (54R, 54N, 54H) et 92 (92T), pour 4,32% des mutations de cette

région (voir Tableau 15).
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Dans cette région NS5A, 37,11% des échantillons de génotype 1 pour lesquels les
mutations ont pu étre détectées présentaient une mutation ou plus ; pour 27,62% des

échantillons de génotype 3.

3.6.3 Mutations dans NS5B
En ce qui concerne les résultats obtenus sur NS5B, la majorité des échantillons, soient
268 sur 416 (64,42% des cas), ne présentait aucune mutation. Pour les autres échantillons,
un total de 66 mutations a été dénombré. 18 échantillons présentaient une seule mutation
(4,33% des cas), 9 en présentaient deux (2,16% des cas) et 10 autres en présentaient trois
(2,40%). Pour 26,68% des échantillons, soient 111 échantillons, aucune mutation n’a pu
étre recherchée, pour les mémes raisons qu’évoquées précédemment (génotype différent

des génotypes la, 1b ou 3 ; non amplification de cette région).

Différentes mutations ont été détectées sur 8 positions différentes de cette région (159,
282,316,414, 445, 446, 499 et 556). Avec les plus grandes fréquences ont €té retrouvées
26 mutations en position 556 (556G ou 556R) représentant 39,39% des mutations de cette
région, 22 mutations en position 316 (316N ou 316Y) représentant 33,33% des mutations
et 13 mutations en position 159 (159F) soient 19,70% des mutations. Cinq autres
mutations ont été recensées, touchant respectivement les 5 autres positions (282, 414,
445, 446 et 499) avec une seule substitution (282T, 414L, 445F, 446Q, 499A)

représentant chacune 1,52% des mutations de NS5B (voir Tableau 15).

Parmi tous les échantillons pour lesquels la détermination des mutations fut favorable
dans cette derniére région d’intérét, 18,65% des échantillons des génotypes 1 et 1,87%

seulement de ceux des génotypes 3 ont montré au moins une mutation.
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3.7 Cas d’échec de séquencage
Parmi la totalité des 424 échantillons, 103 d’entre eux présentaient des parametres a la
limite des seuils d’acceptabilité, voire classant le séquencage comme échec selon les
criteres de Vela Diagnostics. Différents parametres ont été répertoriés comme a I’origine
de ces échecs :

- Des paramétres de la réaction de séquengage dans son ensemble, et notamment le
contrdle systéme (SC). Celui-ci est invalidé lorsque sa couverture d’amplification
est trop faible, que le taux d’erreur est supérieur a 1%, ou que le nombre de reads
correspondant au VHC est anormalement haut. En effet, le SC correspond au
VMT, différent du VHC, raison pour laquelle il n’est pas attendu d’amplification
importante du VHC pour cet échantillon (non-template control) ;

- Des parametres propres au controle qualité de I’échantillon lui-méme, pouvant
étre un débit de paires de bases sous le seuil au cours du séquencage ou une
anomalie du contrdle d’extraction, qui sont possiblement des causes d’échec.
Concernant le contrdle d’extraction, les échecs ont été dus a une couverture

moyenne de la région NS5B ou de I’amplicon contrdle, inférieure au seuil.

Les divers échecs ont touché 16 des 29 réactions de séquencage, soit plus de 55% de
toutes les réactions. Pour 6 d’entre elles, les échecs touchaient I’ensemble des
¢échantillons, alors que 10 d’entre elles ne comptaient qu’une mineure partie des
¢chantillons (un échantillon pour 5 réactions de séquencage, deux échantillons pour les 5
autres réactions de séquengage).

Parmi ces réactions ou un ou deux échantillons présentaient des paramétres ne satisfaisant
pas les seuils, six d’entre eux montraient un controle d’extraction dont les valeurs étaient
aux limites des seuils, et deux pour lesquels les valeurs ont entrainé la classification en
échec. Pour les sept autres échantillons, I’échec entrainé par les valeurs de controle
d’extraction était associ¢ a des valeurs du débit de paires de bases inférieures au seuil.
Pour les réactions ou tous les échantillons étaient qualifiés comme échecs a cause de
I’invalidation du controle systéme (soient 88 échantillons au cours de 6 réactions), des
échantillons présentaient en outre des valeurs limites pour le controle d’extraction (4
¢chantillons, soient 4,55%) ou hors des seuils (10 échantillons, soient 11,36%). Pour 4

¢chantillons, le débit de paires de bases séquencées fut considéré comme hors limite,
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classifié ainsi en tant qu’échec pour ce parametre, en plus de 1’échec attribué par les
valeurs du controle de la réaction globale de séquencage (contrdle systeme). Cependant,
I"attribution d’un échec, pour un échantillon et/ou une réaction entiere de séquengage,
n’empéche pas 1’analyse des échantillons si I’amplification des régions d’intérét est
effective. Mais dans ce cas, les résultats devront étre contrélés voire confirmés par
I’opérateur afin de s’assurer de leur fiabilité.

Pour ces échantillons voire réactions entiéres considérées en échec, le rapport indique
possiblement le génotype et/ou le sous-type ainsi que le(s) mutation(s) dans les régions
d’intérét. Du fait des valeurs considérées en dehors ou aux limites des normes, les
informations obtenues sont a prendre en compte avec précaution. Pour ces données, la
séquence brute peut étre utilisée pour déterminer et confirmer « manuellement » les

informations afin de consolider leur fiabilité.

Hormis ces criteres définis par Vela Diagnostics, il est possible de classer le séquengage
en échec selon des données cliniquement plus informatives. Notamment, on peut
considérer un séquencage en échec partiel si les régions virales NS3 et/ou NS5A ne sont
pas amplifiées ; et en échec total lorsque qu’aucune séquence de la région de NS5B ne
peut étre rendue ou que la s€quence obtenue n’a pas permis la détermination du génotype
par I’analyse automatisée proposée par Vela Diagnostics, qui fournit I’information de
génotype a partir de I’analyse de la séquence NS5B. A noter cependant que 1’analyse
manuelle des autres génes peut fournir cette donnée. Dans cette étude, 57 échantillons ont
¢té en échec partiel pour 36 échantillons en échec total, excluant 1’échantillon a charge
virale indétectable (voir Partie Expérimentale, 3.4 Capacité d’amplification des 3
genes).

Dans ce bilan, on compte ainsi 13,44% des échantillons, soient 57 échantillons, en échec
partiel. 87,72% des échantillons montraient I’une des deux régions NS3 ou NS5A non
amplifice, et 12,28% des échantillons étaient en échec d’amplification pour ces deux
régions. Parmi ces échantillons en échec partiel, 7,02% n’ont pu voir leur génotype
déterminé, tandis que 33,33% étaient des génotypes 4, 22,81% des génotypes 2, 21,05%
des génotypes 3 et 15,79% des génotypes 1.

Comme déja indiqué auparavant (voir Partie Expérimentale, 3.4 Capacité

d’amplification des 3 génes), la région NS5B n’a pu étre séquencée pour 30 échantillons
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(échantillon a charge indétectable inclus). Cependant, 1’analyse Vela Diagnostics a pu
rendre un génotype pour I’un de ces 30 échantillons. En outre, le génotype de 9 patients
n’a pu étre déterminé malgré 1I’amplification de NS5B. Ainsi, 38 échantillons incluant 2
controles qualité (dont I’un valide in fine puisque contrdle négatif) de cette étude peuvent
étre considérés en échec total, sans rendu de génotype par 1’analyse de Vela Diagnostics.
Cependant, le génotypage complémentaire via géno2phéno ainsi que le re-séquengage a
permis de réduire le nombre d’échantillons non génotypés a 6, d’ou une moyenne d’1
échantillon en échec pour 4 a 5 réactions de séquencage.

Plus globalement, le séquengage a été réalisé deux fois ou plus pour 34 échantillons, soit
8% de tous les échantillons, incluant 8 échantillons en échec total au premier séquengage,
sans rendu de génotype possible méme par analyse manuelle. Pour ces derniers
¢chantillons, un séquengage supplémentaire est nécessaire pour le génotypage lorsque les
régions d’intérét n’ont pu étre amplifiées ou lorsque I’analyse via géno2phéno n’a pas
permis de rendre le génotype de fagon fiable. Pour d’autres échantillons, cela est
nécessaire pour pouvoir amplifier toutes les régions et ainsi rechercher des mutations
pouvant modifier la sensibilité du virus au traitement (cas d’échecs au traitement), pour
rechercher les cas de surinfection ; mais également tester la reproductibilité pour la
validation de méthode, en profitant d’une place libre pour compléter une série de

séquencage.

3.8 Cas clinique d’échec de traitement

Le séquencage du VHC infectant présente un enjeu important au cours du traitement d’un
patient. En effet, il permet le génotypage mais aussi la détection de mutations
indispensables a déceler pour le choix et/ou la modification du traitement, de facon a
obtenir une efficacité optimale. Au cours de cette étude ont été inclus des échantillons
d’un patient infecté par le VHC pour lequel le séquencage a présenté un role majeur pour
sa prise en charge.

Le patient est un homme de 53 ans, présentant un ictére avec cholestase 2 mois apres
avoir subi une greffe de rein. Les sérologies Virus de I’Hépatite A (VHA), VHB et VHC
ont été réalisées, et bien que négatives, ont été considérées insuffisantes pour exclure une
hépatite virale du fait de I’immunodépression post-greffe. De ce fait, la charge virale a

¢été réalisée et fut estimée a 7,7 log Ul/mL pour le VHC, indiquant ainsi une hépatite C
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aigiie chez ce patient pour lequel la sérologie au moment de la greffe était négative.
Devant la gravité du tableau, avec une hépatite cholestatique fibrosante rapidement
évolutive et une insuffisance rénale aigiie, un traitement pan-génotypique par Epclusa®
(sofosbuvir + velpatasvir), qui €tait alors I’'une des options thérapeutiques recommandées
(113), fut initi¢ immédiatement sans attendre le génotypage.

La réévaluation rétrospective des sera du patient et du donneur de rein ont permis
d’exclure une éventuelle erreur lors de 1’appel a la greffe. Le receveur du foie du méme
donneur n’a pas été contaminé. L’interrogatoire du patient n’a pas permis de retrouver de
facteurs de risques.

Le génotypage par méthode de Sanger a rendu un génotype 3a. L’analyse phylogénétique
de ce virus, avec les autres séquences de génotype 3a effectuées la méme année, a montré
une homologie proche de 100% avec un autre virus. Or, le patient porteur du virus avec
cette forte homologie a lui aussi subi une transplantation rénale la veille du cas, faisant
supposer une transmission nosocomiale.

Le suivi de la charge virale au cours du traitement a montré une réduction a 3,12 log
Ul/mL a 4 semaines apres I’initiation du traitement, ce qui correspond a une cinétique de
décroissance tres faible par rapport a ce qui est habituellement attendu. Bien qu’aucune
mutation n’ait été détectée par le s€quencage de Sanger, il a ét¢ décidé une prolongation
du traitement a une durée totale de 24 semaines, en raison de 1’origine du virus, provenant
d’un patient en double échec d’AAD. A 6 semaines aprés initiation du traitement, un
rebond de charge virale fut observé, avec une ré-augmentation de celle-ci, estimée a 4,01
log UI/mL puis a 5,6 log Ul/mL a 8 semaines. Cela indique ainsi que le patient ne répond
pas au traitement, malgré une bonne observance, ce qui est rarissime.

Une recherche de mutation a alors été effectuée, montrant la mutation Y93H sur NS5A
et S282T sur NS5B par séquengage de Sanger, expliquant I’échec au traitement choisi.
Suite a cela, le traitement a été modifi¢ par quadrithérapie associant du Solvadi®
(sofosbuvir), du Maviret® (glécaprévir + pibrentasvir) et de la ribavirine (111) (soit une
combinaison d’anti-NS5B, anti-NS3 et anti-NS5A) pendant 24 semaines. Suite a
I’instauration de ce traitement, la charge virale a finalement été détectable mais non
quantifiable a la 8™ semaine, et maintenue non détectée a 3 mois aprés le traitement et

dans le suivi au-dela, ce qui permet de conclure a la guérison du patient.
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Les échantillons du patient ont été séquencés rétrospectivement par NGS lors de
I’évaluation effectuée au cours de cette thése. Il en ressort que sur 1I’échantillon pré-
thérapeutique, la mutation Y93H était déja détectable par cette technique a faible
fréquence (9,36%), mais indétectable par séquengage de Sanger. Le séquencage de
I’échantillon a I’échec montre a nouveau cette mutation, sélectionnée par le traitement a
une fréquence de 99,76% et la mutation S282T a 99,6%.

Chez le patient source, la mutation Y93H était présente a 11,7% au moment de la
transplantation, mutation seulement détectable a posteriori par NGS. A noter que ce
patient avait sélectionné antérieurement la mutation S282T, mais que celle-ci était
indétectable méme par NGS a ce moment-la. Ce patient en échec de sofosbuvir-
siméprévir puis sofosbuvir-daclatasvir a été retraité, lui aussi, avec succes, par une autre
combinaison d’anti-NS5B, anti-NS5A et anti-NS3 (sofosbuvir + velpatasvir +
voxilaprévir Vosevi®) en association a la ribavirine pendant 12 semaines.

Dans ce cas de figure, la sensibilité de la technique pour la détection de populations
mineures avec des mutations de faibles fréquences montre tout son intérét dans le choix

initial du traitement et son adaptation.
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4 Discussion

La détermination du génotype, du sous-type et la détection des mutations présentes dans
les régions d’intérét, puisque régions cibles des traitements antiviraux, sont des €tapes
indispensables chez les patients infectés par le VHC. En effet, la connaissance de ces
données permet de choisir au mieux les molécules composant le traitement, sa durée pour
éviter les échecs thérapeutiques, et d’évaluer le pronostic de ’infection. L’introduction
récente des nouveaux antiviraux (voir Rappels bibliographiques, 1.6.2 Traitements basés
sur Dutilisation de nouvelles molécules) a donné lieu a une efficacité plus importante,
mesurée par une réponse virologique plus importante qu’avec les traitements utilisés
précédemment (voir Rappels bibliographiques, 1.6.1 Traitements basés sur l'utilisation
d’interféron et de ribavirine), mais aussi a une tolérance bien meilleure, menant a une
durée de traitement réduite et a de meilleurs résultats ; a condition d’avoir effectivement

choisi le traitement adéquat, conditionné par la connaissance du génotype/sous-type.

Au laboratoire de virologie de I’Hopital de la Croix-Rousse, ces données fondamentales
¢taient obtenues par séquengage par la méthode de Sanger. Cependant, les récentes
technologies de séquengage appartenant au NGS sont attirantes de par leurs capacités,
leurs performances et leur automatisme (140). La présente étude a permis I’évaluation de
la plateforme de NGS Ion Torrent de Vela Diagnostics dont les automates étaient déja
disponibles au laboratoire pour le séquengage du VIH, pour le s€quencage du VHC, ayant
pour but le génotypage et également la surveillance des mutations, possiblement a
’origine de pharmaco-résistance. En premiere ligne, les résultats d’échantillons obtenus
par ces automates ont été comparés a ceux préalablement obtenus par séquencage de
Sanger, méthode alors utilisée en routine au laboratoire. Puis, la nouvelle technologie a
¢té implantée en routine pour le suivi de I’infection par le VHC. Cette étude a ainsi permis
de dresser un bilan d’utilisation de cette technologie de NGS pour le VHC, et plus
particulicrement du circuit de séquengage proposé¢ par Vela Diagnostics, pendant I’année

qui a suivi sa mise en place en routine.

Afin d’étudier la fiabilité de la technique de NGS, des données obtenues précédemment
par séquengage de Sanger ont €té confrontées au circuit de Vela Diagnostics au cours de
3 réactions de séquengage, représentant 43 échantillons de génotypes voire sous-types et

mutations éventuelles déterminés par Sanger, ainsi que 2 mélanges prédéfinis.
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A T’issue des réactions, il en ressort que les données entre les deux techniques sont
concordantes a 98% pour le génotype obtenu et a 92% pour le sous-type (voir Partie
Expérimentale, 3.2 Comparaison a Sanger). Quant aux mutations déterminées par les
deux techniques, le NGS a permis d’obtenir des données complémentaires a celles
préalablement détectées par technique de Sanger, sur au moins 1’une des régions, dans
47% des cas (données calculées sans prise en compte des contaminations ; voir Partie
Expérimentale, 3.2 Comparaison a Sanger). A I'inverse, des mutations définies par
séquencage de Sanger n’ont pas été retrouvées par NGS, dans au moins 1’une des régions
d’intérét, dans 9,3% des cas (voir Tableau 9). Cela peut étre expliqué par la subjectivité
de la lecture des séquences obtenues par Sanger, lorsque la qualit¢ des séquences est
mauvaise. Les chromatogrammes obtenus peuvent préter a confusion et étre a 1’origine
de difficultés a déterminer la séquence réelle. D’autre part, pour I'un des patients,
I’absence de détection de certaines mutations par NGS est expliquée par la non-
amplification de NS3, rendant impossible la détermination des mutations de la région

alors qu’elle avait été obtenue par séquengage de Sanger.

Volontairement, deux mélanges d’échantillons de génotypes prédéterminés par Sanger a
des charges virales connues ont ét¢ effectués afin d’évaluer la faculté de la technique de
NGS a détecter d’éventuelles co-infections chez un patient. Le séquencage par NGS a
effectivement permis la détection de I'un des deux mélanges, tandis que seul le virus

présentant la charge virale la plus haute du deuxieme mélange a été décelé.

Ces résultats mettent en évidence les performances de la technologie de NGS a détecter
de manicre fiable le génotype voire le sous-type d’échantillons infectés par 1 ou plusieurs
virus présentant une charge virale suffisamment haute. En outre, les résultats révelent,
d’une part, la capacité de cette technologie de séquencage de nouvelle génération a
déterminer des mutations non révélées par technique de Sanger ; et d’autre part, son
habilité a distinguer la présence de plusieurs acides aminés différents a une méme
position, révélant les quasi-especes et leur fréquence. Cela met en lumiére la meilleure

sensibilité de cette technique vis-a-vis de la technique de Sanger.

Aprés ces tests ayant permis la validation de la fiabilit¢é de ce nouveau circuit de
séquencage par Vela Diagnostics, le séquencage de routine du VHC fut ainsi réalisé par

cette nouvelle plateforme, remplacant entierement les fonctions du séquencage de Sanger.
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Au cours des 13 mois sur laquelle a été effectué le bilan, 26 réactions de séquencage ont

été réalisées, soient 2 réactions par mois, comptant de 13 a 15 patients par réaction.

Au fil des réactions, le séquencage par Vela Diagnostics a permis le génotypage de
91,51% des échantillons, représentant en moyenne 1,24 échantillon en échec par réaction
de séquengage, pour lequel aucun génotype n’est rendu. L’échec de détermination du
génotype était, en majorité, causée par une absence d’amplification de la région d’intérét
NS5B. La distribution des génotypes et sous-types des échantillons effectivement
génotypés a révélé que les génotypes 1, et notamment les sous-types a (fréquence de
28,97%) et b (fréquence de 20,40%) ; et 3a (fréquence de 27,20%) étaient les plus
fréquents (voir Partie Expérimentale, 3.5 Détermination du génotype, Figures 30 et 31).
De ce fait, les données obtenues sont globalement cohérentes avec celles connues de
I’épidémiologie globale du VHC en France. A noter que, dans les cas ou I’automate de
Vela Diagnostics n’a pas permis de déterminer le génotype, celui-ci a pu étre défini
manuellement pour les échantillons ou une ou plusieurs des régions d’intérét avai(en)t été
amplifié(es), ou par re-séquencage. Finalement, moins de 2% des échantillons n’ont pu
étre génotypés (6 échantillons). Parmi ces échantillons, les charges virales étaient
inférieures a 3 log Ul/mL, seuil officiel de la technique, pour 2 d’entre eux (2,1 et 1,2 log
Ul/mL), entre 3 et 5 log UI/mL pour 2 autres (3,17 et 4,84 log UI/mL) et supérieures a 5
log UI/mL pour 2 autres (5,1 et 6,7 log Ul/mL).

Plus globalement, la capacité d’amplification des différentes régions d’intérét a été
évaluée entre les deux trousses de Vela Diagnostics. Il en ressort que cette deuxiéme
trousse ici testée présente une aptitude plus élevée a amplifier les génotypes 1 dits rares

(non a non b), 3 et 4 par rapport a la premicre version (voir Tableau 16).
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Tableau 16. Comparaison de la capacité d’amplification des régions d’intérét des

deux trousses Vela Diagnostics.

V1 : trousse version 1, V2 : trousse version 2. NA : non applicable.
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Parmi tous les échantillons, la moyenne de charge virale était de 5,55 log UI/mL. Les
échantillons présentant un échec d’amplification sur au moins 1’'une des régions
présentaient une moyenne de 5,22 log Ul/mL, pour une moyenne de 4,81 log Ul/mL pour
2 échecs d’amplification et une moyenne de 4,88 log Ul/mL pour 3 échecs. Cependant,
la charge virale la plus basse des échantillons pour lesquels I’amplification s’est réalisée
correctement était de 1,2 log Ul/mL (génotype 1a), tandis que celle annoncée par Vela
Diagnostics était de 1000 UI/mL pour les génotypes 1a, 1b, 2, 3 ou 4 ; et de 2000 Ul/mL
pour les génotypes 5 et 6. Les échantillons déterminés génotypes 6 pendant cette étude
présentaient tous une charge virale importante, supérieure a 6 log Ul/mL et ainsi

supérieure au seuil de détection.

Concernant la détermination des mutations par 1’automate de Vela Diagnostics, effectué¢e
seulement pour les génotypes la, 1b et 3a, le séquencage a, parmi ces génotypes, révélé
entre 1 et 5 mutations dans NS3 pour 35,74% des échantillons, dans NS5A pour 32,68%
des échantillons et dans NS5B pour 12,13% des échantillons. A noter ainsi que, du fait
de génotypes différents de 1a, 1b ou 3a majoritairement ; ou de non amplification des
régions, 31,01% des échantillons n’ont pas été considérés par 1’analyse de Vela
Diagnostics pour les mutations de NS3, 26,44% pour NS5A et 26,68% pour NS5B. En
effet, 52,71%, 62,73% et 72,97% des échantillons écartés de I’analyse des mutations 1’ont

été pour cause de leur génotype, pour NS3, NS5A et NS5B respectivement.

La nature des mutations retrouvées est cohérente avec les positions répertoriées, liées aux
résistances aux traitements (voir Tableau 4). Notamment, dans la région NS3, les
positions 36, 54, 55, 56, 80, 122, 155, 168, 170 et 175 ont en effet été¢ impactées par des
mutations, a I’origine de résistances éventuelles aux inhibiteurs de protéase (voir Rappels
bibliographiques, 1.6.2.1 Inhibiteurs de la protéase ou anti-NS3 et Tableau 4). Alors que
la plupart de ces mutations sont importantes pour la sensibilité au traitement pour les
génotypes la et 1b, treés fréquents en France, d’autres mutations retrouvées dans notre
¢tude telles que 80K, 122T, 168E ou 170V impactent aussi 1’efficacité des traitements
pour les virus de génotypes 6.

Sur NSS5A, des positions la encore importantes pour I’efficacité des traitements
antiviraux, et plus particulierement anti-NS5A, ont été affectées par des mutations, dont

les positions 28, 30, 31, 58, et 93 (voir Rappels bibliographiques, 1.6.2.2 Anti-NS5A et
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Tableau 4). De la méme maniere que pour les mutations de NS3, la majorité des mutations
de NS5A a ces positions peut entraver la sensibilité des traitements pour les génotypes 1a
et 1b. Cependant, les mutations 28V/M/T, 30H/K, 31M/V, 58P/S et 93H, révélées pour
certains échantillons, sont possiblement a 1’origine de résistance aux anti-NS5A pour tous
les autres génotypes, et notamment la mutation 31V, retrouvée pour 1 échantillon, qui
peut causer une résistance a ces traitements quel que soit le génotype infectant.
Finalement, sur NS5B, des mutations en positions 159, 282, 316, 414, 445, 446 et 556,
telles que déja décrites comme liées a des résistances aux anti-NS5B, ont été retrouvées
(voir Rappels bibliographiques, 1.6.2.3 Inhibiteurs de la polymérase ou anti-NS5B et
Tableau 4). Ces mutations impactant la encore les génotypes la et 1b en majorité, les
mutations 159F et 282T peuvent altérer, en outre, les réponses aux traitements pour les
génotypes 2 et 3 ; ainsi que 2, 3, 4 et 5, respectivement.

Ces mutations ont été retrouvées a des fréquences allant de 3,23% (sur NS3) a 100% (sur
NS3, NS5A), avec une moyenne globale de 77,92% (80,78% pour les mutations de NS3,
67,55% pour celles de NS5A et 85,43% pour celles de NS5B). Il en ressort que 11,54%,
29% et 13,51% des mutations présentaient une fréquence inférieure a 20%, ainsi
indétectables en séquencage de Sanger, pour NS3, NS5A et NS5B, respectivement. Cela
met en évidence la capacité des technologies de NGS, et plus particulierement de
I’automate Ion Torrent de Vela Diagnostics, a révéler ces mutations de faibles fréquences.
Cela confirme sa capacité a détecter des variants minoritaires. Cette sensibilité est ainsi
un avantage important de cette nouvelle génération de séquencage pour le suivi des
patients traités, pour la surveillance de ’apparition des mutations et donc I’adaptation du
traitement en lien avec le génotype.

Par conséquent, nous pouvons conclure qu’actuellement, le NGS constitue un outil
satisfaisant pour 1’¢tude de la diversité génétique des différentes populations

éventuellement présentes dans un unique prélévement sanguin.
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ISPB - FACULTE DE PHARMACIE

CONCLUSIONS

THESE SOUTENUE PAR: CHANUT MARION

Le Virus de I’'Hépatite C, responsable d’hépatites, est & I’origine de cirrhoses et carcinomes
hépatocellulaires. Le virus est a 1’origine de 1,75 millions de nouveaux cas chaque année, représentant
au total 71 millions de personnes infectées chroniquement au niveau mondial, et entrainant 400 000
décés annuellement. Le Virus de I’Hépatite C est ainsi un probléme de santé publique majeur, d’ou
I’importance que porte notamment I’'OMS a ces infections, avec 1’objectif d’élimination du virus d’ici
2030. Récemment, de nouveaux traitements ont été mis en place, et nécessitent, d’une part, la
détermination du génotype viral du Virus de I’Hépatite C et d’autre part, la détection d’éventuelles
mutations de résistance dans les régions cibles des traitements, facteurs cruciaux pour le choix des

molécules composant le traitement optimal de I’infection.

Au laboratoire de virologie de 1’Hopital de la Croix-Rousse & Lyon, ces informations virales étaient
obtenues par séquencage de Sanger en routine jusqu’en mai 2018. Cette thése a eu pour objectif
I’évaluation d’un automate de séquencage de Vela Diagnostics, afin de permettre son utilisation en
routine pour le génotype et la détermination des mutations de résistance chez les patients infectés par le

Virus de I’Hépatite C puis d’effectuer un bilan a 1 an de cette utilisation en routine.

Ce travail nous a permis de valider la fiabilité du séquencgage de nouvelle génération (NGS) par la
solution automatisée de Vela Diagnostics comparativement au séquengage de Sanger pour 1’obtention
du génotype et du sous-type ; et a ainsi permis de mettre en place le séquengage Vela Diagnostics pour
le Virus de I’Hépatite C en routine au laboratoire de virologie de la Croix-Rousse. En effet, les résultats
confirment que cette nouvelle génération de séquengage est tout autant efficace et présente davantage de
performances que le séquengage de Sanger pour le génotypage, le sous-typage, et la détection de

mutations de résistance.

Selon 1’ensemble des résultats, les données obtenues par 1’analyse automatisée fournie par la solution
Vela Diagnostics permettent d’obtenir des résultats fiables pour les patients infectés présentant les
génotypes les plus fréquents, a savoir 1a, 1b et 3a en France, d’ou son utilité en pratique clinique. Pour
les autres génotypes, les données brutes post-séquengage sont facilement récupérables pour analyser de

fagon plus manuelle la présence de mutations éventuelles.
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D’autre part, le bilan a mis en lumiére la capacité de I’automate de séquengage de chez Vela Diagnostics,
utilisant la technologie Ion Torrent, pour ces informations, mais également pour I’identification de co-
infections, pour la révélation de mutations a faible fréquence liées a I’existence des quasi-espéces virales
et pour la recherche et I’identification de variants associés a une résistance chez des patients en échec,

en rechute ou au cours d’une ré-infection.

Bien qu’aujourd’hui, il semblerait que les applications du NGS a la prise en charge des patients infectés
par le VHC soient limitées du fait de ’arrivée de molécules pan-génotypiques a forte barriére de
résistance, cet outil reste néanmoins un recours intéressant pour un laboratoire spécialisé devant des cas
compliqués. Cette thése a permis de valider son utilisation en routine au laboratoire de virologie de la

Croix-Rousse en lien avec ses performances et son automatisation.

Le Président de la thése, Vu et permis d'imprimer, Lyon, le L. 5262 &
Nom : MORFIN SHERPA Florence Vu, la Directrice de l'lnstitut des Sciences 4
Pharmaceutiques et Biologiques, Faculté de Pharmacie

Signature :
A v Pour le Président de |'Université Claude Bernard Lyon 1,

Professeure C. VINCIGUERRA
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Annexe 1

Quality Control Report

Patient Information:

MName of Patient: Date of Collection:

Date of Birth: Date of Receipt at Lab:

Age: Date of Results:

Gender: Specimen ID: 019057445001-190409
Patient 1D: Specimen Types:

MName/ID of Hospital: Tumor Cellularity:

Physician(s): DMA Quality/Yield:

Assay Name: 16_Sentosa_S0_HCV _Genotyping_Assay w2

Patient History:

Assay Information:

The Sentosd® SQ HCV Genotyping Assay is a next generation sequencing-based test intended for viral genotyping from human plasma
or serum. This test is intended 1o be used on the Sentosa® SX101 with the Senfosa® SX Virus Total Muckeic Acid Plus 11 Kitin conjunction
with the Senfosa® ST401 and Sentos#® SQ301 instruments.

Run Quality Controls:

QC Metric QC Status  Value QC Range

Run Throughput (op) PASSED 500,300,010 = 50,000,000 { = 210,000")

Loading (&) PASSED 75.83 > 15.00

Key Signal PASSED 72 =30

Invalid Reads / Bazes PASSED

- Invalid Reads (2%) 1.09 < 10.00

- Invalid Bases (%) 0.56 = 10.00

System Control PASSED

- Assembly Quality 99.83% Completeness = 95.00%
0.00% Error rate < 1.00%
24,705 Median Cov. = 200

- Mo Template Control 28 HCV Reads < MAX [ 50, 0.001 * Control Am-

plicon Reads (82047) ]

Sample Quality Controls:

QC Metric QC Status  Value QC Range

Sample Throughput (bp) PASSED 29,984,723 = 210,000

Extraction Control PASSED

- NS5B 3’ Median Coverage 8347 Median Cov. = 200 (50°)
- Control Amplicon Median Coverage 760 =200

Databases and Tools Version:

Reference Veladx Reference - HCV_v2_ref
MIRA Mira 4.0.2

TMAP TMAP 4.0.5

SAM Tools SAM Tools 0.1.19-44428cd
Sentosa® SQ Reporter SQ Reporter 1.3
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Sequencing Information:

Run Info
Rumn ID
Run Date
Key Signal
Loading%

Chip Type
Machine

Bases

Total Valid Bases

- Mapped Bases

- Unmapped Bases

Reads

Final Library

Invalid Reads

Invalid Sample Reads
Total Valid Reads

- Mapped Reads

- Unmapped Reads

Barcode Info
MName

Total Valid Bases
Mapped Bases
Unmapped Bases

Total Valid Reads
Mapped Reads

- Specific Reads

- Mon-Specific Reads
- Discarded Reads
Unmapped Reads
Mean Read Length
GC%

190409 HCV_ABS_ZGOZN
April 12, 2019, 01:51 AM
72

75.83

3180X

SQSuite’sn27 4680013

500,300,010
483,072,471 (96.56%)
17,227 539 (3.44%)

3,696,855
40,362 (1.08%)

0 (0.0%)

3,656,593
3,599,025 (98.43%)
57,568 (1.57%)

SentosaBC-8

29,984,723
28,885,306 (96.33%)
1,099,415 (3.67%)

210,772
207 586 (98.49%)
201,935 (95.81%)
1,188 (0.56%)
4,463 (2.12%)
3,186 (1.51%)
142

58.13%

ISP Quality:

190400 HCV_ABS
Loading Density (Avg — TH%)

3792 wells

100 200 300 400 500 600 700 B00
3392 wells

ISP Density

76% 8,570,536 24%
Loading Empty Wells

99% EEIEREEE 1%
No Template

Enrichment

65% [EEEEREE 35%

Clonal Falyclona

0% Test Fragments

67% 3% Adapter Dimer
Final Library 30% Low Quality

ISP Summary
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Run traceability record:

Sample Details

Assay Details

Library Preparation

Template Preparation

ST401 Prep

50301 Sequencing

Sequencing

Analysis

Instrument Summary

Sample ID
Sample Mame

MName

Application

Panel

Reference Library

Kit Name

Kit Barcode
Part Number
Expiration Date
Lot Number

Start Date
Complefion Date
Operator

Kit Name

Kit Barcode

Part Mumber
Expiration Date
Lot Number

Templating Kit
Control

Sequencing Kit
Chip
Flow

Start Date

Complefion Date
Operator

Kit Name

Kit Barcode

Part Mumber

Expiration Date

Lot Number

Chip

Chip Manufacture Code (Bottom)
Chip Barcode (Top)

Chip Manufacturing Date
Chip Serial Number

Chip Manufacture Number

Date
Operator

SX¥101 Instrument sarial number
ST401 Instrument serial Number
50301 Instrument serial number

019057445001-190409
MN&

HCV-reanalysa-120419

AmpliSaq
16_5entosa_SQ_HCV_Genotyping Assay v2
hcv_20140514

16 Sentosa S0 HCV Genotyping Assay v2
91000145100000_001038517 1910182100000301
000145

2019-10-18

0000_0010395

2019-04-10

2019-04-10

NGSLYON ngslyon

Sentosa ST Template Kit
91000073100000000068594172005302100148301
000073

2020-05-30

000000006994

Sentosa ST Template Kit
lon Dx Templating Condrol

Sentosa SQ Sequencing Kit
Sentosa S0 318 Chip Kit
500

2013-04-12

2019-04-12

ngslyon

Seniosa SQ Sequencing Kit
9100007 410000000008968172005302100057301
000074

2020-05-30

000000006968

Sentosa 5Q 318 Chip Kit
10p3234122201701
21ax005776791318d
2017-

ax00577 67

318d

2015-04-12
Auto

E0750H904081
00150
SN27 4680013
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Run QC Evaluation Metrics

Metric Name Value Reference Range QC Status
Key Signal 72 = 30 Passad
Percent Loading 75.8 =15 Passed

Sample QC Evaluation Metrics

Metric Name Value Reference Range QC Status
Mean AQ20 Read Length (bp) 48 >0 Passad
Mean Read Length (bp) 142 = 65 Passad
Percent Reads 1.9 =0 Passad

Control QC Sequence Metrics

Metric Name Value Reference Range QC Status

lon Dx CF-1

Basze Call Accuracy 99.4 > 975 Passed

Key Signal 68 = 65 Passad

Mean AQ20 Read Length (bp) 135 =122 Passed

Percent Reads 0.04 = 0.01 Passed
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Base QC:

Basze Coverage and Quality Distribation

¢~ HHRNNNRNENER | [ [ [ —

[P Py pR——r—

Read QC:

of reads
g

Number
£

| =
. | . . . 1 . . . 0
Won oz O X B oA T OH K BN
Phoed gualty seare

Read Length Distrbution

Pz 4 & B WM O W KN

Mumber of reads

Read kngh

Amplicon QC:

The base quality distribution boxplot for this bar-
code (SentosaBC-8). The upper section shows the
base coverage across all reads in this sample, while
the lower section provides information on the me-
dian, lower and upper quantiles of the base quality.

In the plot, there are two horizontal lines at position
20 and 28. They demarcate the regions where the

score can be considered of ' poor qu

average quality (20 <Q < 28), and &aﬂ uali
(Q >28). Q >28 means that there is a less than
0.15% chance the base is wrong.

The read quality plot shows the number of reads
for a given quality score. The read scores are deter-
mined by calculating the mean Phred quality scores
of their constituent bases.

The read length plot shows the number of reads
with a certain length, i.e. number of bases. By look-
ing at the peaks on the plot, itis possible to tell what's
the length of the majority of the reads.

The amplicon coverage distribution plot shows the view of the distribution, showing median, lower and upper quantiles, and outliers (grey
dots), if present. The black line connects the all medians together to provide visual help in identifying patterns when comparing plots from

different samples.

Amplicon Coverage Distribution (Summary)

16000
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*
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EJ nase

K51 /4_H33°
ME3/B_MS3"
W53 /3 W83
NE3 7 1b_N33°
ME3 1 MS3"
NE3 (18 NS3~
NB1/E_NS3°
ME3 /2 MEE"
N55A /2 _NESA
MEEA )/ B_NI5A"
M5BA /3 NSEA
NSBA/d_NSEA™

I‘
i
2
4
B
2

HCY_Comeol ! HCY_Consod™
WERA / 1b_NEEA™
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.
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The quality score of a base, also known as a Phred or Q score, is an integer value representing the estimated probability of an error, i.e. that
the base is incorrect. If P is the error probability, then: P = 10(-Q/10). Put another way: Q = -10 log 1¢ (P). Note that a Q score of 20 means P
= 0.01, meaning that there is a 1% chance the base is wrong. Higher values represent lower probabilities of error.
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Genotype:

No. Genotype / Subtype No. of Contigs Total Reads
1 1a 1 5395
Contigs:
No Contig Name Gene target Median Length  Completeness Total
Coverage Reads
1 20190412.019057445001-190409_1a_ NS3_ci NS3 1968 926 98.20% 12382
2 20190412.019057445001-190409_1a_ NS5A ci NSEA 2007 602 99.83% 8154
3  20190412.019057445001-190409_1a_NS5B_c1 NS5B 2024 1608 99.82% 22055
AA Substitution Analysis QC:
Summary
No Gene target Total AA substitu- No. of substitutions No. of substitutions No. of substitutions
tions analyzed passed optimally passed failed
1 NS3 81 81 (100.0%) 0(0.0%) 0
2 NS5A 75 75 (100.0%) 0(0.0%) 0
3 NS5B 65 56 (86.15%) 9 (13.85%) 0
NS3
No. AA substitution Nucleotide positions Min. Coverage  Status
1 36T 3525-3527 13812 PASSED
2 36M 3525-3527 13812 PASSED
3 3BG 3525-3527 13812 PASSED
4 3EC 3525-3527 13812 PASSED
5 36L 3525-3527 13812 PASSED
[ 361 3525-3527 13812 PASSED
7 3BA 3525-3527 13812 PASSED
8 41R 3540-3542 14978 PASSED
9 43V 3546-3548 14833 PASSED
10 435 3546-3548 14833 PASSED
11 431 3546-3548 14833 PASSED
12 43L 3546-3548 14833 PASSED
13 54G 3579-3581 14171 PASSED
14 545 3579-3581 14171 PASSED
15 544 3579-3581 14171 PASSED
16 54C 3579-3581 14171  PASSED
17 55A 3582-3584 13151 PASSED
18 551 3582-3584 13151 PASSED
19 56F 3585-3587 13384 PASSED
20 56H 3585-3587 13394 PASSED
21 56L 3585-3587 13394 PASSED
22 80R 3657-3659 12642 PASSED
23 80N 3657-3659 12642 PASSED
24 aoL 3657-3659 12642 PASSED
25 80H 3657-3659 12642 PASSED
26 BOK 3657-3659 12642 PASSED
27 1071 3738-3740 13763 PASSED
28 100K 3744-3748 13815 PASSED
29 122T J783-3785 12506 PASSED
30 122D J783-3785 125068 PASSED
H 122G 3783-3785 12506 PASSED
32 122 3783-3785 12506 PASSED
33 122N J783-3785 12506 PASSED
34 122R J783-3785 125068 PASSED
35 1224 3783-3785 12506 PASSED
36 132V 3813-3815 12433 PASSED
ar 138T 3831-3833 12801 PASSED
38 155W 3882-3884 12545 PASSED
39 1555 3882-3884 12545 PASSED
40 155T 3882-3884 12545 PASSED
41 155M 3882-3884 12545 PASSED
42 155Q 3882-3884 12545 PASSED
43 1551 3882-3884 12545 PASSED
44 155K 3882-3884 12545 PASSED
45 155C 3882-3884 12545 PASSED
46 155G 3882-3884 12545 PASSED
47 156L 3885-3887 12200 PASSED
48 1565 3885-3887 12200 PASSED
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49 156T 3885-3887 12200 PASSED
50 156V 3885-3887 12200 PASSED
51 156N 3885-3887 12200 PASSED
52 156G 3885-3887 12200 PASSED
53 156F 3885-3887 12200 PASSED
o4 158A 3891-3893 12069 PASSED
55 1581 3891-3893 12069 PASSED
56 168F 3921-3923 10804 PASSED
57 168E 3921-3923 10804 PASSED
58 168G 3921-3923 10804 PASSED
59 168A 3921-3923 10804 PASSED
60 168C 3921-3923 10804 PASSED
61 168R 3921-3923 10804 PASSED
62 168V 3921-3923 10804 PASSED
63 168Y 3921-3923 10804 PASSED
64 168L 3921-3923 10804 PASSED
65 168K 3921-3923 10804 PASSED
66 168l 3921-3923 10804 PASSED
67 168H 3921-3923 10804 PASSED
68 168T 3921-3923 10804 PASSED
69 1685 3921-3923 10804 PASSED
70 168P 3921-3923 10804 PASSED
7 168N 3921-3923 10804 PASSED
72 170T 3927-3929 10799 PASSED
73 170F 3927-3929 10799 PASSED
T4 170A 3927-3929 10799 PASSED
75 170T 3927-3929 10789 PASSED
76 170L 3927-3929 10799 PASSED
7 170A 3927-3929 10799 PASSED
78 170V 3927-3929 10799 PASSED
79 170L 3927-3929 10799 PASSED
80 170F 3927-3929 10799 PASSED
81 175L 3942-3944 10708 PASSED
NS5A

No. AA substitution Nucleotide positions Min. Coverage Status

1 24T B8327-6329 4718  PASSED
2 24R B8327-6329 4718  PASSED
3 24N 6327-6329 4718 PASSED
4 24M B8327-6329 4718  PASSED
5 24G 6327-6329 4718 PASSED
6 26E 6333-6335 4933 PASSED
7 28V 6339-6341 4980 PASSED
8 2838 £339-6341 4980 PASSED
9 28G 6339-6341 4980 PASSED
10 28T 6339-6341 4980 PASSED
11 28L £5339-6341 4980 PASSED
12 28A £339-6341 4980 PASSED
13 28T £339-6341 4980 PASSED
14 28M 6339-6341 4980 PASSED
15 295 B342-6344 50683 PASSED
16 301 6345-6347 5120 PASSED
17 30K 6345-6347 5120 PASSED
18 30G 6345-6347 5120 PASSED
19 30H 6345-6347 5120 PASSED
20 30E 6345-6347 5120 PASSED
21 30y 6345-6347 5120 PASSED
22 308 B8345-6347 5120 PASSED
23 30T 6345-6347 5120 PASSED
24 30L B8345-6347 5120 PASSED
25 30R 6345-6347 5120 PASSED
26 30C 6345-6347 5120 PASSED
27 3058 6345-6347 5120 PASSED
28 30D 6345-6347 5120 PASSED
29 30K 6345-6347 5120 PASSED
30 300 6345-6347 5120 PASSED
H 30P 5345-6347 5120 PASSED
32 30H 6345-6347 5120 PASSED
33 30G B8345-6347 5120 PASSED
34 311 65348-6350 5185 PASSED
35 3F 6348-6350 5185 PASSED
36 v 6348-6350 5185 PASSED
37 31P 6348-6350 5185 PASSED
38 31M 6348-6350 5185 PASSED
39 32F 6351-6353 5275 PASSED
40 321 6351-6353 5275 PASSED
41 325 6351-6353 5275 PASSED
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42 8P 6369-6371 5842 PASSED
43 38F 8369-6371 5842 PASSED
44 34R 6417-6419 7819 PASSED
45 54H 8417-6419 7819 PASSED
46 54Y 6417-6419 7819 PASSED
47 54T 8417-6419 7819 PASSED
48 54N 6417-6419 7819 PASSED
49 34Y 6417-6419 7819 PASSED
50 38R 6420-6431 8081 PASSED
51 58P 6429-6431 8081 PASSED
52 58L 6420-6431 8081 PASSED
53 58D 8420-6431 8081 PASSED
54 585 6420-6431 8081 PASSED
55 58D 6429-6431 8081 PASSED
56 62A 6441-6443 T987 PASSED
57 62D 6441-6443 7987 PASSED
58 62P 6441-6443 7987 PASSED
59 B2L 8441-6443 7987 PASSED
60 62R 6441-6443 7987 PASSED
61 62D 6441-6443 7987 PASSED
62 62T 6441-6443 7987 PASSED
63 62R 6441-6443 7987 PASSED
64 62E 6441-6443 T987 PASSED
B5 92T 8531-6533 7469 PASSED
66 92K 6531-6533 7469 PASSED
67 93T 6534-6536 7585 PASSED
68 93w 6534-6536 7585 PASSED
69 93R 6534-6536 7585 PASSED
70 935 6534-6536 7585 PASSED
71 93F 8534-6536 7585 PASSED
72 a3c 6534-6536 7585 PASSED
73 43H 8534-6536 7585 PASSED
T4 a3L 6534-6536 7585 PASSED
75 93N 6534-6536 7585 PASSED
NS5B
No. AA substitution Nucleotide positions Min. Coverage Status
1 61G T7a2-7784 7782 PASSED
2 12T 7935-7937 9425 PASSED
3 142T 8025-8027 10781  PASSED
4 159F 8076-8078 10779 PASSED
5 237G 8310-8312 10114 PASSED
6 28217 8445-8447 11107 PASSED
7 282R 8445-8447 11107 PASSED
8 307R 8520-8522 12632 PASSED
9 I4F 8541-8543 13091 PASSED
10 314! 8541-8543 13091 PASSED
11 314pP 8541-8543 13091 PASSED
12 316H 8547-8549 12834 PASSED
13 316N 8547-8549 12834 PASSED
14 IEW 8547-8549 12834 PASSED
15 318Y 8547-8549 12834 PASSED
16 320F 8559-8561 12932 PASSED
17 320v 8550-8561 12032 PASSED
18 3201 85509-8561 12932 PASSED
19 321A 8562-8564 13092 PASSED
20 3211 8562-8564 13092 PASSED
21 3asH 8604-8606 11685 PASSED
22 341H 8622-8624 15273 PASSED
23 368T 8703-8705 12876 PASSED
24 406A 8817-8819 8989 PASSED
25 406! 8817-8819 8989 PASSED
26 4118 8832-8834 8654 PASSED
27 4147 8841-8843 8952 PASSED
28 414L 8841-8843 8952 PASSED
29 414] 8841-8843 8952 PASSED
30 414V 8841-8843 8952 PASSED
31 4198 8856-8858 9052 PASSED
32 422K 8865-8867 9263 PASSED
33 4237 8868-8870 9121 PASSED
34 423V 8868-8870 9121 PASSED
35 445Y 8934-8938 86868 PASSED
36 445F 8934-8936 8686 PASSED
a7 4460 8937-8939 8582 PASSED
38 446K 8937-8939 8582 PASSED
39 448H 8943-8945 8465 PASSED
40 448C 8943-8945 8465 PASSED
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4 4449] 8946-8048 8414 PASSED

42 450V 8949-8951 8333 PASSED
43 451R 8952-8954 8288 PASSED
44 4705 9009-9011 7148 PASSED
45 473T 9018-9020 7358 PASSED
46 4955 9084-9086 6471 PASSED
47 495T 9084-9086 6471 PASSED
48 4951 9084-a0a6 6471 PASSED
49 4950 9084-9086 6471 PASSED
50 4954 9084-9088 6471 PASSED
51 4994 9096-3098 6157 PASSED
52 553l 9258-9260 1028 PASSED
53 553T 9258-9260 1028 PASSED
54 563V 9258-9260 1028 PASSED
55 55648 9261-9263 1003 PASSED
56 554D 9261-9263 1003 PASSED
57 565H 9264-9266 981
58 556G 9267-9269 968
59 556R 9267-9269 958
&0 567R 9270-9272 954
61 558R 9273-9275 837
62 559V 9276-9278 743
63 559N 9276-9278 743
64 550G 9276-9278 743
65 5541 9276-9278 743

Review Result:
Please tick ¢ the appropriate box

Technician 1
APPROVED: [] REJECTED: [ ]

Comments:

Technician 1's signature Name printed Date

Technician 2
APPROVED: [] REJECTED: []

Comments:

Technician 2's signature Name printed Date

Laboratory Director
APPROVED: [] REJECTED: []

Comments:

Lab. Director’s signature Name printed Date

Vela is a frademark of Vela Holding Pte Ltd. Sentosa® is a registered frademark of Vela Holding Pte Ltd in several markets including the US
and the European Union.
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VELA

MAGNOSTIES

(J
Laboratory Test Report _

Run name : 190409_HCV_ABS / ZGQZN Specimen ID : 019057445001-190409
Barcode : SentosaBC-8 Date reported : 12-Apr-2019

Laboratory Director Comments:

Laboratory Director Signature Name Printed Date
Result:
No. | HCV genotype / subtype |  No.ofcontigs | Total reads
1| 1a [ 1 | 5395
Interpretation:

HCV genotype(s) / subtype(s) detected: 1a

Assay Method:

The Sentosa(R) SQ HCV Genotyping Assay Is a next generation sequencing-based test Intended for viral genotyping from human plasma or serum.
This test Is intended to be used on the Sentosa(R) SX101 with the Sentosa(R) SX Virus Total Nuclelc Acid Plus Il Kit In conjunction with the
Sentosa(R) ST401 and Sentosa(R) SQ301 instruments.

Targeted sequencing was performed on this sample. HCV viral RNA was extracted from sample and amplified by one-step RT-PCR. The amplicons
were enzymatically fragmented, ligated with barcoded adaptor and subjected to next generation sequencing on the Sentosa(R) SQ301 Sequencer.
Subsequently, the Sentosa(R) SQ Suite software performed primary analysis (signal processing and base-calling) on the raw sequencing data
generated by Sentosa(R) SQ301. After primary analysis, the data was transferred to Sentosa(R) SQ Reporter Server for secondary analysls and
report generation.

Genotyping analysls was based on the sequencing result of NS5B region for HCV Genotypes 1-6. Resistance-Assoclated Substitution (RAS)
analysis of selected targets of NS3 region, NS5A region and NS5B reglon are provided for HCV subtypes 1a and 1b and genotype 3.

Gene List:
Resistance-associated Substitution (RAS) analysis of NS5A, NS5B and NS3 genes was performed.

HCV Reference Sequences Used:
Hepatitis C virus subtype 1a: NC_004102, subtype 1b: AJ238799 and genotype 3 GU814263 - for RAS determination only

Disclaimer:

According to Distribution of In Vitro Diagnostic Products Labeled for Research Use Only or Investigational Use Only - Guidance for Industry and Food
and Drug Administration Staff, Document Issued on Nevember 25, 2013 by U.S. Food and Drug Administration
(http:/fwww.Tda.govimedicaldevices/deviceregulationandguidance/guldancedocuments/ucm253307.htm), the criteria In section 812.2(c)(3) also
Iinclude compliance with labeling requirements section CFR 808.10(c), which exempts shipments and other deliveries of IVDs from certain labeling
requirements if either (1) the device complies with part 812, or (2) the Investigation is not subject to part 812 and one of the following condition Is met:
For a product in the laboratory research phase of development, and not represented as an effective In vitro diagnostic product, all labeling bears the
statement, prominently placed: For Research Use Only. Not for use in diagnostic procedures.

Vela Is a trademark of Vela Holding Pte Ltd. Sentosaf Is a registered trademark of Vela Holding Pte Ltd in several markets including the US and the
European Union.
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Contigs:

2 Medi
No. | HCV genotype / subtype Contig name Gene target| Completeness edian
coverage
1 1a 20190412_019057445001-190409_1a_NS5B_c1 NS5B 99.82% 2024
1a 20190412_019057445001-190409_1a_NS5A_c1 NS5A 99.83% 2007
1a 20190412_019057445001-190409_1a NS3_c1 NS3 98.20% 1969
HCV Resistance-associated Substitutions (RAS):
Ref Nucleotid Substituti
No. Gene target ikt o _'? e RAS detected Coverage szl Coverage QC
sequence position frequency (%)
1 NS3 NC_004102 3583 VE5A 2023 94,22 Passed
2 NS5A NC_004102 N/A (see comments) N/A N/A N/A
3 NS5B NC_004102 N/A (see comments) N/A N/A N/A
NIA = Not applicable
Comments:
No drug resistance mulations were detected in NS5A region.
No drug resistance mulations were detected in NS5B region.
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« L’ISPB-Faculté de Pharmacie de Lyon et I’Université Claude Bernard Lyon 1
n’entendent donner aucune approbation ni improbation aux opinions émises dans les
théses ; ces opinions sont considérées comme propres a leurs auteurs »

« L’ISPB-Faculté de Pharmacie de Lyon est engagé dans une démarche de lutte contre
le plagiat. De ce fait une sensibilisation des étudiants et encadrants des théses a été
réalisée avec notamment DP’incitation a D’utilisation de méthodes de recherche de
similitudes »
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CHANUT Marion
Evaluation de la plateforme de séquencage a haut débit Vela Diagnostics pour le génotypage
et la détection de variants de résistance du Virus de 1’Hépatite C

Th. D. Pharm., Lyon 1, 2020, 154p.

RESUME

Le Virus de I’Hépatite C (VHC), responsable d’hépatites, est a 1’origine de cirrhoses et
carcinomes hépatocellulaires et infecte chroniquement 71 millions de personnes au niveau
mondial, avec 400 000 décés annuellement. Le VHC est ainsi un probléme de santé publique
majeur. Récemment, de nouveaux traitements ont ét€¢ mis en place, et nécessitent, d’une part, la
détermination du génotype viral et d’autre part, la détection d’éventuelles mutations de
résistance dans les régions cibles des traitements, facteurs cruciaux pour le choix des molécules
composant le traitement optimal de 1’infection.

Au laboratoire de virologie de I’Hopital de la Croix-Rousse a Lyon, ces informations virales
¢taient obtenues par s€quencage de Sanger en routine jusqu’en mai 2018. Cette thése a eu pour
objectif 1’évaluation d’un automate de séquencage de nouvelle génération (NGS) de Vela
Diagnostics, afin de permettre son utilisation en routine pour le génotypage et la détermination
des mutations de résistance chez les patients infectés par le VHC puis d’effectuer un bilan a 1
an de cette utilisation en routine.

Ce travail nous a permis de valider la fiabilité du séquencage NGS par la solution automatisée
de Vela Diagnostics comparativement au séquencgage Sanger pour 1’obtention du génotype et
du sous-type. Il fournit en outre automatiquement les données de résistance pour les génotypes
les plus fréquents, a savoir la, 1b et 3a en France, d’ou son utilité en pratique clinique. Pour les
autres génotypes, I’analyse manuelle des séquences brutes, rendues disponibles par ce circuit
de séquencage, permet d’obtenir les informations sur les mutations éventuelles. La capacité de
cet automate de séquencage a identifier les co-infections et a révéler les mutations de faible
fréquence liées a I’existence des quasi-especes virales a également été mise en lumiére.

Le travail effectué au cours de cette thése a ainsi permis de valider 1’utilisation du circuit de
séquengage Vela Diagnostics pour le VHC en routine au laboratoire de virologie de la Croix-
Rousse en lien avec ses performances et son automatisation.

MOTS CLES
Virus de I’Hépatite C
Séquengage a haut débit (NGS)
Génotypage
Mutations de résistance
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Mme MORFIN SHERPA Florence, Professeur des Universités, Praticien Hospitalier
Mme SCHOLTES Caroline, Maitre de Conférences des Universités, Praticien Hospitalier
Mme FROBERT Emilie, Maitre de Conférences des Universités, Praticien Hospitalier
Mme LARRAT Sylvie, Professeur des Universités, Praticien Hospitalier
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