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L’ADNccc du virus de l’hépatite B : une 
forme virale résistante aux traitements
Dans le monde, environ 300 000 per-
sonnes sont chroniquement infectées 
par le virus de l’hépatite B (VHB) et 
encourent un risque élevé de dévelop-
per un carcinome hépatocellulaire [1]. 
Les traitements antiviraux existant 
contrôlent efficacement la réplication 
virale sans toutefois éliminer l’ADN viral 
nucléaire qui reste présent au sein des 
cellules infectées. Cet ADN, appelé « ADN 
circulaire covalemment clos » (ADNccc), 
est à l’origine de l’expression des gènes 
viraux et de la production de virus. Ces 
traitements doivent donc être pris à vie 
afin d’éviter toute réactivation virale. Le 
développement de nouveaux traitements 
visant notamment à éliminer l’ADNccc 
ou contrôler sa transcription nécessite 
donc de comprendre les mécanismes qui 
contrôlent l’expression et le maintien de 
cet ADNccc. 
Les particules du VHB contiennent  un 
génome d’ADN circulaire partiellement 

double brin (ADN-RC). Au cours de l’in-
fection, le génome, transporté jusqu’au 
noyau, est converti en ADNccc après 
action de la machinerie cellulaire (ou 
de protéines cellulaires). L’ADNccc sert 
alors de matrice pour la transcription des 
ARN viraux, dont l’ARN prégénomique qui 
est encapsidé au niveau du cytoplasme 
de la cellule infectée et rétrotranscrit en 
ADN-RC. L’ADNccc n’est pas intégré dans 
l’ADN cellulaire. Cependant, à l’instar de 
celui-ci, il est organisé sous forme de 
chromatine et exploite des mécanismes 
cellulaires pour réguler sa transcription 
(Figure 1).

La transcription virale, comme 
celle des gènes cellulaires, est régulée 
par des mécanismes de remodelage 
de la chromatine
L’organisation de l’ADN sous forme de 
chromatine le rend moins accessible aux 
facteurs de transcription. L’activation de 
la transcription des gènes dépend donc 
de mécanismes permettant d’augmenter 

l’accessibilité de l’ADN aux facteurs soit 
en déplaçant les nucléosomes sur l’ADN, 
soit en réduisant les forces permet-
tant son association aux histones via la 
modification post-traductionnelle (MPT) 
de ces dernières (Tableau I). Ces modifi-
cations reposent sur des enzymes cellu-
laires dont les histone acétyltransférases 
(HAT) et les histone méthyltransférases 
(HMT) qui sont respectivement respon-
sables de l’acétylation et de la méthyla-
tion des histones, et les histone déacé-
tylases (HDAC) et histone déméthylases 
(HDM) qui effacent ces marques. 
La transcription de l’ADNccc semble 
également régulée par des modifica-
tions post-traductionnelles touchant 
les histones. En effet, chez des patients 
chroniquement infectés par le VHB, une 
corrélation est observée entre virémie 
et niveau d’acétylation des histones qui 
sont associées à l’ADNccc [2]. L’acti-
vation de la transcription de l’ADNccc 
est aussi contrôlée par les HAT CBP 
(CREB binding protein)/P300 et par 
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Cependant l’absence de modèles cel-
lulaires permissifs à l’infection a long-
temps retardé l’étude du rôle d’HBx 
dans la régulation épigénétique dans le 
contexte de l’infection. 

Rôle d’HBx dans le contexte 
de l’infection par le VHB : 
HBx contrecarre la répression 
transcriptionnelle de l’ADNccc médiée 
par la voie SETDB1/HP1/H3K9me3
L’étude que nous avons réalisée portait 
sur le rôle d’HBx dans la transcription de 
l’ADNccc dans le contexte de l’infection 
par le virus. Des hépatocytes humains 
primaires ainsi qu’une lignée cellulaire 

dans la régulation de la chromatine de 
l’ADNccc a été suggéré. Le recrutement 
d’HBx sur l’ADNccc est en effet corrélé 
avec celui des HAT CBP/P300 et du fac-
teur PCAF (P300/CBP-associated fac-
tor), ainsi qu’avec l’acétylation des his-
tones et l’activation transcriptionnelle 
du VHB [3]. Nous avons montré qu’HBx 
interagit avec des facteurs cellulaires 
qui sont impliqués dans la régulation 
de la transcription et de la chromatine 
dont elle modifie l’activité. C’est le cas 
de CBP/P300, de PRMT1 (protein arginine 
N-methyltransferase 1) ou du com-
plexe HDAC1 (histone deacetylase 1)/
PP1 (protein phosphatase 1) [4, 6, 7]. 

 l’acétylation des histones H3 et H4. Une 
étude récente a de plus cartographié les 
modifications des histones associées à 
l’ADNccc. Elle montre l’existence d’une 
corrélation entre ces MPT activatrices et 
l’activité transcriptionnelle des promo-
teurs du virus [2-5]. 

La protéine régulatrice virale 
HBx : une petite protéine, pilier 
indispensable de la transcription 
virale in vivo 
La protéine virale régulatrice HBx est 
essentielle à la réplication virale. Elle 
agit principalement en activant la 
transcription du VHB. Ainsi, son rôle 

Figure 1. Cycle de réplication du VHB. La parti-
cule virale contenant l’ADN viral partiellement 
double brin (ADN-RC) entre dans la cellule 
suite à son interaction avec le récepteur : le 
sodium-taurocholate cotransporting polypep-
tide (NTCP). La capside contenant le génome 
viral est ensuite importée dans le noyau où 
l’ADN viral est libéré. L’ADN-RC est alors réparé 
par des facteurs cellulaires et converti en 
ADNccc. L’ADNccc s’associe avec des protéines 
cellulaires histones en une structure chroma-
tinienne. Il est alors transcrit en ARN, per-
mettant la production des protéines virales. 
L’ARN prégénomique est encapsidé dans les 
capsides néosynthétisées et rétrotranscrit en 
ADN-RC. Après acquisition d’une enveloppe au 
niveau des corps multivésiculaires (MVB), les 
nouvelles particules virales sont relarguées de 
la cellule par exocytose. ADN-RC : ADN relâché 
circulaire ; ADNccc : ADN circulaire covalem-
ment clos ; ARNpg : ARN prégénomique.

Particule virale

Entrée

Récepteur NTCP

Relargage

MVB

CYTOPLASME

Import nucléaire

Capside
Rétrotranscription

Encapsidation
Transcription

ARNpg

NOYAU

ADNccc ARNADN RC

Réparation et 
chromatinisation

Type d’histone Acide aminé modifié Modification Abréviation Conséquence

H3 lysines 4, 9, 14, 18 acétylation H3ac activation de la transcription

H4 lysines 5, 8, 12, 16 acétylation H4ac activation de la transcription

H3 lysine 4 méthylation H3K4me activation de la transcription

H3 lysine 9 méthylation H3K9me inhibe la transcription

H3 lysine 27 méthylation H3K27me inhibe la transcription

Tableau I. Principales modifications post-traductionnelles (MPT) de type acétylation et méthylation des histones et leurs conséquences sur la 
transcription.
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de restaurer partiellement la transcription 
du VHB X-, suggérant ainsi que SETDB1 est 
impliquée dans la répression transcrip-
tionnelle du virus muté. 
Ayant montré qu’HBx pouvait interférer 
avec la mise en place de la répression 
transcriptionnelle de l’ADNccc, sa capa-
cité à contrecarrer cette répression une 
fois qu’elle a été établie, a ensuite été 
examinée. Sept jours après leur infection 
par le VHB X-, les cellules infectées ont 
donc été transduites avec un vecteur 
lentiviral contenant le gène codant HBx. 
Les résultats montrent qu’HBx restaure 
la transcription du VHB X- et que cette 
transcription est corrélée à une diminu-
tion des marques répressives H3K9me3 
et du recrutement d’HP1, et à une aug-
mentation des marques activatrices. 

Conclusion
Nos connaissances sur la biologie de 
l’ADNccc sont encore très limitées en rai-
son de l’absence durant des décennies 
de modèles permissifs à l’infection par 
le VHB et la formation de l’ADNccc. Nos 
travaux ont permis de montrer que, dans 
le contexte de l’infection, HBx est néces-
saire à la transcription de l’ADNccc. Il 
permet l’établissement d’une chromatine 

Différents mécanismes interviennent dans 
la modulation de la chromatine dont les 
MPT des histones. Par immunoprécipita-
tion de la chromatine, associée à des PCR 
quantitatives, nous avons montré que les 
histones, associées à l’ADNccc du VHB wt, 
présentaient des modifications activa-
trices (H3ac, H3K4me3). En revanche, sur 
l’ADNccc du virus muté VHB X-, nous avons 
observé un enrichissement en modifica-
tions répressives, notamment H3K9me2 et 
H3K9me3. Ces modifications, notamment 
retrouvées au niveau de l’hétérochroma-
tine, permettent le recrutement des pro-
téines cellulaires HP1 (heterochromatin 
protein 1), qui amplifient la répression 
transcriptionnelle. Nous avons observé que 
les 3 isoformes de ces protéines (HP1α, 
γ et β) étaient recrutées de façon plus 
importante sur l’ADNccc du VHB X-.
L’enzyme cellulaire responsable de 
la méthylation répressive H3K9me3 de 
l’ADNccc du VHB X- a été déterminée après 
extinction, par la technique d’ARN interfé-
rence, de l’expression de chacune des trois 
HMT cellulaires susceptibles d’induire une 
telle modification : suv39H1, suv39H2 et 
SETDB1. Nos résultats montrent que seule 
la déplétion de SETDB1 réduit significati-
vement la méthylation H3K9me3 et permet 

permissive à l’infection par le VHB (les 
cellules HepaRG1 différenciées) ont été 
utilisés. Nous avons suivi la réplication 
et la transcription virales après infection 
de ces cellules soit par un virus sauvage 
(VHB wt), soit par un virus déficient pour 
l’expression d’HBx (VHB X-). Les résultats 
que nous avons obtenus ont permis de 
confirmer que la transcription du virus 
VHB était réprimée en l’absence d’HBx. 
Afin de comprendre les mécanismes 
impliqués dans la transcription des gènes 
de VHB, nous avons étudié la structure 
de l’ADNccc formé après infection des 
cellules par le VHB wt ou le virus muté 
VHB X-. En évaluant la sensibilité de 
l’ADNccc à la digestion par la nucléase 
micrococcale, nous avons pu montrer que 
l’ADNccc du VHB X- était plus résistant à 
la digestion que l’ADNccc du VHB wt. Ceci 
suggérait que l’ADNccc du virus VHB X- 
présentait une structure plus compacte, 
et donc moins accessible à la machinerie 
de transcription que celui du virus sau-
vage, un résultat pouvant expliquer, en 
partie, sa faible transcription.

1 Ces cellules ont été obtenues à partir d’une tumeur isolée 
d’une patiente présentant un hépatocarcinome.

Figure 2. HBx contrecarre la répression transcrip-
tionnelle de l’ADNccc médiée par la voie SETDB1/
HP1/H3K9me3. En l’absence d’HBx (VHB X-), la 
transcription du virus est réprimée via la déacéty-
lation des histones, la mise en place des marques 
répressives H3K9me3 par SETDB1 et le recrutement 
des facteurs répresseurs HP1. L’expression d’HBx 
contrecarre l’activité de SETDB1 inhibant le posi-
tionnement des marques répressives H3K9me3 et 
permettant l’établissement de marques activa-
trices de la transcription comme l’acétylation des 
histones et la mise en place des marques H3K4me3, 
aboutissant ainsi à une forte transcription virale. 
ADNccc : ADN circulaire covalemment clos ; HBx : 
protéine X du virus de l’hépatite B ; SETDB1 : SET 
domain, bifurcated 1 ; HP1 : heterochromatin pro-
tein 1 ; H3K9me3, H3K4me3 : histone 3 triméthylée 
au niveau de la lysine 9 ou 4 respectivement ; H3/
H4 ac : histones H3/H4 acétylées ; HDAC1 : histone 
déacé tylase 1 ; TF : facteur de transcription ; VHB 
WT : virus de l’hépatite B sauvage.
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sables de la détection de l’ADN viral et de 
sa répression transcriptionnelle ? ‡
Hepatitis B virus and chromatin 
remodeling: HBx counteracts 
SETDB1/HP1/H3K9me3 transcriptional 
silencing
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transcriptionnellement active (Figure 2) 
[8]. Des  travaux récents suggèrent que 
HBx interfère avec la réponse cellulaire 
antivirale qui réprime la transcription 
virale [9, 10]. Nos résultats permettent 
de mieux comprendre les mécanismes de 
cette répression. Ils suggèrent qu’elle est 
mise en place, en partie, via l’établisse-
ment d’une chromatine réprimée reposant 
sur des mécanismes associant SETDB1/
HP1/H3K9me3. De nombreuses questions 
restent cependant à résoudre : quels sont 
les mécanismes cellulaires impliqués dans 
la reconnaissance de l’ADNccc ? Par quel 
mécanisme SETDB1 est-elle recrutée sur 
l’ADNccc et inhibée en présence d’HBx ; 
HBx cible-t-elle directement SETDB1, ou 
un de ses partenaires, ou agit-elle sur des 
facteurs situés plus en amont et respon-
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> La structure fluide du réseau mito-
chondrial permet d’assurer, de façon 
spécifique en tous points de la cellule, 
les nombreuses fonctions métaboliques 
et la production d’ATP. À tout moment, 
la structure de ce réseau dépend de 
l’équilibre entre phénomènes de fusion 
et de fission des mitochondries, contrô-
lés par une série de protéines dont on 
commence à découvrir l’importance 
dans divers proces-
sus physiologiques et 
pathologiques [1-4] 
(➜).
Il a ainsi été mon-
tré que la maturation 
anormale de la pro-
téine OPA1 (optic atrophy 1, une guano-
sine triphosphatase de type dynamine) 
et la fragmentation mitochondriale 
qu’elle entraîne sont à  l’origine d’une 

insuffisance cardiaque chez la souris 
[5]. Cette démonstration est basée sur 
l’utilisation de cinq modèles murins 
caractérisés par la délétion homozygote 
de l’un ou des deux (double mutant) 
gènes codant les protéases YME1L 
(i-AAA protease) et OMA1 (IM pepti-
dase), toutes deux connues pour réguler 
la protéolyse de la protéine OPA1 [6]. 
Cette délétion conditionnelle est soit 
ubiquitaire, touchant tout l’organisme, 
soit spécifique du tissu cardiaque ou du 
muscle squelettique, soit encore simul-
tanée dans ces deux tissus. 

Un rôle vital pour la protéase YME1L 
qui contrôle le devenir de la protéine 
OPA1, un facteur clé de la morphologie 
mitochondriale 
Initialement, grâce à l’utilisation d’une 
lignée de souris exprimant une Cre 

recombinase1 sous le contrôle du pro-
moteur ubiquitaire de l’actine-β, une 
délétion homozygote soit d’Yme1l, soit 
d’Oma1, a été d’abord obtenue dans tous 
les tissus. Alors que les souris Oma1-/- 
naissent suivant les lois de Mendel, 
aucune souris Yme1l-/- n’est viable. De 
fait, dès le stade E 8,52, les embryons 
Ymel1-/- montrent un retard de crois-
sance spectaculaire et présentent des 
battements cardiaques altérés. Aucune 
souris homozygote Yme1l-/- n’est obte-
nue au-delà d’E 13,5 soulignant le rôle 
vital d’YME1L.

1 Le système de recombinaison Cre-Lox utilise l’enzyme 
recombinase Cre, une tyrosine recombinase issue du bacté-
riophage P1, afin de cibler des séquences loxP (également 
issues du bactériophage P1), permettant ainsi d’activer, 
réprimer, voire même échanger, les gènes situés entre les 
séquences lox.
2 Correspondant au jour 8,5 de développement embryonnaire.

(➜) Voir les Synthèses 
de C. Sauvanet et al., 
m/s n° 10, octobre 
2010, page 823 et de 
E. Sarzi et A. Rötig, 
m/s n° 2, février 
2010, page 171
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