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Recommandations Européennes (EASL)

PEG-IFN

NUCs

e Durée déterminée
» Absence de résistance

» Puissant effet antiviral

Avantages » Taux élevés de patients anti-HBe et ) Bo_n I Tl
h ) ) * \oie orale
seroconversion anti-HBs
» Effet antiviral modéré ,
e Duree

Inconvénients

* Tolérance
* Risques d’effets secondaires
* Voie parentérale

* Risques de résistances
» Sécurité au long terme inconnue

L’'Entécavir et le Ténofovir:
-Puissants inhibiteurs du VHB
-Forte barriere de résistance

European Association for the Study of the Liver . EASL Clinical Practice Guidelines: Management of chronic hepatitis B virus infection. J Hepatol (2012),




Les traitements sont tres efficaces
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European Association for the Study of the Liver . EASL Clinical Practice Guidelines: Management of chronic hepatitis B virus infection. J
Hepatol 2012.



Incidence de la résistance
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Lamivudine Telbivudine ‘Telbivudine

Adefovir Adefovir Tenofovir = Entecavir / Entecavir |
HBeAg-pos HBEAg-neg HVeAg-neg (lamivudine- (lamivudine-
resistant) resistant)

Lada et al Cur Hepat Rep, 2011.



Amélioration progressive de la fibrose
apres 5 ans de traitement par TDF
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 96% (335/348) des patients avaient une amélioration ou stabilisation de la fibrose a 5 ans
 74% (71/96) des patients cirrhotiques avaient une régression de fibrose (Ishak score <4).

Marcellin P. et al. Lancet 2012



Entecavir: (Ishak)

Scores a JO, 1 an, et 3—7 ans
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Chang et al Hepatology, 2010



Délai pour la survenue de CHC

Patient With Diagnosis (%)

Time to Diagnosis (months)

Liaw, et al. N Engl J Med 2004.



Perte de 'AgHBSs et survie

Survie (%)
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309 patients with cirrhosis (mean FU: 6 years).

p <0.001

HBsAg loss

No HBsAg loss

1
Durée (ans)

Fattowich et al. Am J Gastroenterology 1998



Perte de 'AgHBs pendant le traitement

Proportion des patients
AgHBe-positif (%)

Proportion des patients
AgHBe-negatif (%)
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Pourquoi gué rir I’'hé patite B ?

v' Puissance antivirale
v Résistance faible
v Amélioration de la survie

v Réduction du carcinome hépato-cellulaire

v' Disparition de 'AgHBs rare

v Toxicité a long-terme

L

v Observance

v’ Colt



Epidemiologie du VHB en Asie -Pacifique

HBsAg Prevalence
® High 28%
® Internediate 2%-7%

Centers for Disease Control and Prevention. Infectious Disease Related to Travel — Hepatitis B. Available at: http://wwwnc.cdc.gov/travel/yellowbook/2012/chapter-3-infectio
us-diseases-related-to-travel/hepatitis-b.htm. Accessed January 2012.



Guérir I'hé patite B : les pistes

v Pourquoi ?
v Vaccin, Amélioration de la survie (réduction du CHC)
v’ Perte de 'AgHBs

v' Comment ? Avec les molécules disponibles

v' Combinaisons thérapeutiques (interféron et analogues)
v TAF

v Comment ? Nouvelles cibles
v Identifier de nouvelles cibles thérapeutiques
v Perspectives



TDF + PEG-IFNa-2a chez les patients VHB

« Etude contrélée 740 patients non cirrhotiques
« VHB AgHBe+ ou — ADN VHB > 2 000 Ul/ml, ALAT >N

 Stratification selon AgHBe , génotype VHB

Schéma de I'étude

Semaine 0 16 24 48 72 120

n = 186 TDF + PEG - oooonoooooooooooooooooe .
S :

n=185

n=185

Début TDF pendant le suivi

si le patient présente une réactivation pré définie

Marcellin P, France, AASLD 2014, Abs. 193 actualisé



TDF + PEG-IFNa-2a chez les patients VHB

Patients avec perte Ag HBs ,

Selon Kaplan-Meier (%)
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7 patients ont eu une séroréversion a ou apreslas

3 [TDF + PEG 16 sem —TDF 32 sem])

emaine 48 (4 [TDF + PEG 48 sem],

— 5/7 ont eu <1 semaine sans traitement apres la perte de 'AgHBs
Marcellin P, France, AASLD 2014, Abs. 193 actualisé

p < 0,001



Un Ténofovir (TFV) nouvelle génération
Tenofovir Alafenamide (TAF)
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TFV TDF TAF

CELLULES LYMPHOIDES/

PLASMA HEPATOCYTES
Amélioration de la stabilité
dans le plasma :
TDF/TFV
-Meilleure délivrance de la forme
TAF ——fy TAF ———)  TFV active (TFV-DP) aux hépatocytes
Cathepsin A ‘ ) ) .
CES1 -Posologie plus faible (Exposition
TFV-MP systémique au TFV réduite)
TFV-DP

CES1 = carboxylesterase 1; DP= di-phosphate; MP=mo  no-phosphate.

Agarwal K et al. AASLD 2013, Poster # 973 ; Murakami E et al. HepDART 2013, Abstract 104



ARES: adding peginterferon to entecavir

In HBeAg -positive CHB patients

— Investigator-initiated, multicenter, open-label, randomized controlled trial
comparing PEG-IFN add-on versus ETV monotherapy

— HBeAg-positive CHB patients with compensated liver disease

+*Response is defined as the combined presence of e-loss and HBV DNA level < 200 IU/ml at week 48

Brouwer W.P., et al. Abstract #03



Phase 1B - Résultats : Déclin de 'ADN du VHB
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¢ Déclin de la charge virale est similaire pour les différentes doses de TAF (de 8 mg a 120 mg)
¢ L’éradication virale est similaire avec TAF et TDF aprés 4 semaines de traitement

Agarwal K et al. AASLD 2013, Poster # 973 ; GS-US -320-0101 - Clinicaltrials.gov NCT01671787
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VHB: Il existe un vaccin

1967 : Découverte de I'Ag Australia (Blumberg et al., 1967), Prix Nobel en 1976

1970 : Microscopie Electronique (pane et al., 1970)

1972 Marqgueurs sérologiques (Alter et al., 1972)

| 2012 : Recepteur NTCP (Huan et al., 2012)

2004: Quantification AgHBS) (Deguchi et al., 2004)
1978 : Sequencage (Thiollais et al., 1978)

1976 : Vaccin (Maupas et al., 1976)



Le virus de I'népatite B: ADN, AgHBSs, et cccDNA

» Structure : > Organisation du génome viral
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Connaissance du cycle viral : identifier des cibles

_ , , Cytokines : cccDNA
Inhibiteurs d entree Destruction
(Myrcludex-B)

non-lytique

Receptor? Hepatocyte

HBYV DNA integration

2 - cccDNA

Transcription
R Transcription
virale

cccDNA

Nucleus

amplification

Translation
DNA (+) DNA (-) f \ pgRNA
-l «— L () 2O e w@%@‘
(+) strand
synthesis Encapsldatlon

Reverse

7 o transcription
Sécrétion des Assemblage
Virions =3 du virus e e

I
Viral
3 - Stratégies immunothérapeutiques Sacration {:} 'I' .

IFN PSA {::}_‘HBSAQ
. ) e
Cytokines : IL7 Yo
VaCC|nS amé“orés/boostés cccDNA: closed circular covalent DNA;

RC: relaxed circular; pgRNA: pregenomic RNA;
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Thérapie cellulaire



Les phases de l'infection chronigue par le VHB

Hépatite chronique = persistance de '’AgHBs > 6 mois apres le début de l'infection aiglie

AgHBe positif

ADN-VHB

ALT

AgHBe négatif

Tolérance
Immunitaire

Clairance
Immunitaire (HCA

AgHBe positif)

Portage inactif
(Possibilité de
séroconversion

Phase de
réactivation (HCA
AgHBe négatif)

HBs)
Foie Fibrose et Inflammation active  Activité et fibrose Inflammation active
inflammation et progression rapide minimes et progression rapide
minimes des lésions des lésions
ALT = Alanine

aminotransférase

ertra etn b

McMahon . Hepatology 2009; 5 Suppl: S45-55



Interferon (Interferon Stimulated Genes) et Réponse immunitaire

IFNA1
IFNA2
IFNA3

IL29)
ILZBA;
IL28B
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_ Interferon stimulated genes:
( ) OAS, IRF-7, PKR, IL8...
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Estrabaud ..Asselah. Journal of Hepatology 2012 vol. 57 j 1110-1125



Eradication du VHB: Guérison ou réemission?

Guérison Remission

Modele de maladies Modele de cancer

Infectieuses (Sleeping beauty)
Elimination de toutes les cellules Rémission clnique en
infectees par le VHB absence de traitement

ADN du VHB indétectable & ADN du VHB < 20,000 Ul/ml
AgHBs négatif

Eradication Guérison fonctionnelle
(tolérance immunitaire)
“Guérison” Elite controllers

(Porteurs inactifs - occulte)




Persistance du VHB : cccDNA

La persistance du cccDNA pourrait étre responsable de I'hepatite
chronique B

*cCCDNA est un minichromosome nucléaire
*cCCDNA persiste en I'absence de replication virale active

sLe taux de cccDNA nucléaire est réduit mais n’est pas éliminé
malgreé le traitement et la régéneration du foie

La guérison de I'hépatite B implique: I'élimination, la suppression
ou le controle du cccDNA.



L’AgHBSs et le Virus

Particule de Dane

Prési

Protéine S (AgHBS)

——  Prés2

Polymérase

Capside
Brin (-)
Brin (+)

*[’AgHBSs est synthétisé a partir de 'ADNccc
du VHB.

Seeger C et al. Microbiol Mol Biol Rev 2000.

eLe niveau d’AgHBs pourrait étre corrélé au

niveau d’ADNccc.
Volz T et al. Gastroenterology 2007.

o '’AgHBs est présent sur les virions et sur

les particules non-infectieuses.
Dienes HP et al. Gastroenterology 1990

L’AgHBs induit la synthese d’anticorps anti-

HBs neutralisants (protecteurs).
Dienstag JL. N Engl J Med 2008.

L'AgHBs semble refléter [lintérraction
complexe entre le virus et la réponse

immune.
Dienstag JL. N Engl J Med 2008.



Quantification de | ~ AgHBs

Architect plateform

Ac anti-HBs

Acridinium

(<0,05- 250 Ul/ml
Dilution automatique 1/20 oul/500)

Elecsys HBsAg Il

Ac anti-HBs

‘\)Ruthenium

Streptavidin

Ac anti-HBs

Biotine

(< 0,05- 52 000 Ul/ml
dilution automatique 1/100 ou 1/400)

0.05 Ul/ml AgHBs

¥000 particules virales/ml




Quantification de | ~ AgHBs : outils

Intérét porté a la quantification de I'AgHBs est fondé sur les études initiales montrant une
association entre le titre AgHBs sérique et la quantité de cccDNA présent dans I'hépatocyte
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HBsAg: =05-<15 15-<35 =35 (ug/mL)

HBeAg positif 42 et HBeAg negatif 77

cccDNA (log c/Geq)

1,5

> HBeAg (+) p<0,001

o HBeAg (-) NS o

HBsAg (log Ul/ml)

HBeAg positif 71 et HBeAg negatif 78

Volz T et al. Gastroenterclgy 2007;133:843



ldentification du Récepteur du VHB:

Sodium taurocholate cotransporting polypeptide (NTC P)
& -iFe N | 3

Sodium taurocholate cotransporting
polypeptide is a functional receptor for
human hepatitis B and D virus

Huan Yan'?', Guocai Zhong?', Guangwei Xu2, Wenhui He??, Zhiyi Jing?,
Zhenchao Gao'?, Yi Huang??, Yonghe Qi2, Bo Peng?, Haimin Wang?, Liran Fu?3,

Mei Soeng?3, Pan Chen?3, Wenqing Gao?, Bijie Ren?, Yinyan Sun?, Tao Cai?,
Xiaofeng Feng?, Jianhua Sui?, Wenhui Li?*

- Modele d'infection expérimentale: treeshrews ( Tupaia belangeri)

1 10 20 30 40 P .

® 2_48Myr iz —2 = i s o \
M?QNLSTSWPLGFLPDHQLDPAFRANTANPDWDFNPNKDTWPDANKVQ~ )

= % o e

myr e
* L-photo-leucine Mab anti-preS1

‘——D ..
-—— streptavidin _
e L Y |——>pUV —»RIPA —> pull down —» SDS-PAGE —»Mass spec  —» Tupaia —» tNTCP
cross-link _ —» anti-preS1 transcriptome
anti-preS1 IP immunoblot

- Le sodium taurocholate cotransporting polypeptide (NTCP) est un récepteur
fonctionnel du HBV et du HDV

Yan H. et al, Elife. 2012 Nov 13;1:e00049



ldentification du Récepteur du VHB: NTCP
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Urban et al. Gastroenterology. 2014 Jul;147(1):48-64.



Stratégie de guérison du VHB:

Elimination du cccDNA en utilisant des enzymes ingén ierées de clivage de 'ADN

.
OPEN a ACCESS Freely available online @PLOS gIOOMLg%TYATIONAL

Predictors of Hepatitis B Cure Using Gene Therapy to

Deliver DNA Cleavage Enzymes: A Mathematical
Modeling Approach
Joshua T. Schiffer’?*, Dave A. Swan’, Daniel Stone’, Keith R. Jerome'?

1 Vaccine and Infectious Diseases Division, Fred Hutchinson Cancer Research Center, Seattle, Washington, United States of America, 2 Department of Medicine, University
of Washington, Seattle, Washington, United States of America, 3 Department of Laboratory Medicine, University of Washington, Seattle, Washington, United States of

America

Facteurs importants pour la réussite d’'une thérapie basé su r des enzymes de restriction:

-Choix du vecteur pour la délivrance du géne (clairance immun itaire, nombre de copies de
genes transférés, etc...)

-Délivrance spécifigue aux hépatocytes (toxicité minimisé et efficacité maximisé)
-Affinité de fixation entre TADN-Enzyme et l'efficacité de clivage
-Nombre de doses nécessaire pour la guérison

-Développement de résistance et besoin de combinaison d’enz ymes de clivage



Formation du cccDNA et Interraction avec la Capside

; = Sites d’intéraction de HBc avec l'acide nucléigue du VHB (- )
noyau
(1)
pol removal " > DNA
capsid disassembly > : O repair
ccc DNA

DNase-sensitive
DP-rcDNA A
(NLS exposure)

mature
nucleocapsid

- -

Intéraction directe avec le

CcCCDNA:
DNase-resistant
DP-rcDNA . .y, .
\ (intact capsid) } -La capside intéragit avec des
l16ts CpG
Y -Corrélation négative avec la
. ) méthylation de 'ADN
Intéraction de la capside avec des _Role de I'épigénétique dans
précurseurs du cccDNA activation de la transcription

Réle des effecteurs de la capside dans la formation du cccDNA reste inconnu
a ce jour Guo et al. 2007 Y-H Guo et al. 2011



L’IFN a diminue la quantité de cccDNA

INn VItro
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Science 343, 1221, 2014.



Agoniste du Recepteur f de la Lymphotoxine (LT BR)

D IFN-a BS1 or CBE11

LTBR
\APOBECSB mRNA
NN

APOBEC3A
HBV core

L'induction de I'activité des déaminases nucléaires, par exemple par I'activation du Récepteur B de la lymphotoxine,
permettrai le développement de nouveaux traitements, en combinaison avec des antiviraux déja existants, et ainsi de
guérir de I'hépatite B.

Lucifora J, etal. Science 2014;343:1221-8.



Cible : Toll-Like Receptor 7 (TLR 7)

O Immunité adaptative

Intrahepatic APCs - Elimination des cellules infectées
TLR7* Cells IFN-a - Cytokines antivirales (e.g. IFN-y)
- Anticorps neutralisants
IEN-0 ® Immunité innée

-Elimination des cellules infectées
-Cytokines antivirales (e.g. IFN-y)

IFN-a ®co0c e . .
s $oe2e O Cytokines antivirales

pDC, Cellule dendritique plasmacytoide
APC, Cellule présentatrice d’antigene
IFN, interféron



GS-9620 (Agoniste du TLR 7, voie orale):
Activation pre-systemique

Objectif : Développer un agoniste du TLR-7 qui ne stimule pas une réponse systémique IFN-a

Serum
GS-9620 N g
IV dosing 5 -
IFN-a ISG-15 GS-9620
GS-9620 E
Oral dosing E
H B

IFN-a ISG-15 GS-9620



Déclin du WHsAg avec GS9620

woodchuck
hepatitis virus)

=== Group 1 Placebo
0.18 m—t== Group 3 5/2.5 mg/kg QOD

__ 0.1e === Group 4 2.5/5 mg/kg QOD, QOW
§ 0.14 et GTOUP 5 5 MQ/Kg QW
o 912
% 010 [
£ . WHsAb WHYV DNA HCC
= 0.08
£ 0/7 -0.6 5/7
0.06
g 217 -1.0 1/7
®  0.04
= 3/7 -3.9 217
@ 0.02
= 3/7 -4.7 o/7
0.00
Treatment duration Week Representative plots:
HCC: hepatocellular carcinoma;
TLR-7: Toll-like receptor 7;

WHsADb : woodchuck hepatitis surface antibodies;
WHYV: woodchuck hepatitis virus

Adapted from Menne S et al. EASL 2011; #170; Lanford et al. Gastroenterology 2013



Conclusion : Gué rir I'né patite B

v Importance de la Recherche
v" Combinaisons thérapeutiques : IFN + analogues

v TAF

v Nouvelles cibles



Perspectives

Cytokines : cccDNA
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RC: relaxed circular; pgRNA: pregenomic RNA;
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Recherche sur le VHB

Capsid inhitor - Novira— AASLD 2014 - LB19 Ed Gane et al — Phase 1
Entry inhibitor - Myrcludex — AALSD 2014, LB 20 S Urban et al — Phase 2
SiRNA - ACR 520 - AASLD 2014, LB21 M Yuen et al — Phase 2b

TLR 7 agonist — mechanism of action—  Niu C et al, AASLD 2014 #1879
Chromatin modyfying enzymes - M Leverero et al, AASLD 2014 # 220
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