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Analyse des événements

virologiques intrahépatiques
d’une infection chronique par le
virus de ’hépatite B

Maélle Locatellil-3, Barbara Testoni!™®

> Le virus de I’hépatite B (VHB) est un
virus a ADN hépatotropique. Malgré
Iexistence d’un vaccin, plus de 240 mil-
lions de personnes dans le monde sont,
aujourd’hui, chroniquement infectées
par le VHB et présentent un risque accru
de développer un carcinome hépato-
cellulaire lié a cette infection [1]. Les
traitements actuels contre I’hépatite
B chronique (CHB) ne permettent pas
d’éliminer complétement infection du
fait de la persistance de I’ADNccc (ADN
circulaire clos covalent). UADNcce est la
forme moléculaire essentielle de I’ADN
viral. Il forme un mini-chromosome viral
responsable de la persistance de I'infec-
tion au niveau du seul hépatocyte. Uhis-
toire naturelle de la CHB passe par plu-
sieurs phases qui refletent I'interaction
entre le virus et le systéme immunitaire
de I’héte [2] (Figure 1). De nombreux
facteurs viraux ou de I’hote régulent
I’abondance et la demi-vie de I’ADNccc
dans le foie des patients infectés aux
différents stades de la maladie. L'étude
de ces facteurs est cependant entravée
par un manque de techniques appro-
priées.

Une étude récente de Zhang et al. du
Shanghai Public Health Clinical Center
[3] s’est fixée Iobjectif d’étudier de
maniere approfondie, avec une réso-
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lution unicellulaire, la distribution des
antigenes viraux et des acides nucléiques
dans le foie des patients atteints de CHB.
Cette caractérisation a permis d’amélio-
rer notre compréhension de la biologie de
ce virus et de la maladie.

Ce groupe de chercheurs a mis au point
une technique innovante d’hybridation
in situ, spécifique de tous les intermé-
diaires nucléiques (ARN, ADN et ADNccc)
du virus de I’hépatite B. €n effet, lors de
son cycle viral, ’ADN encapsidé (ADNre,
ADN circulaire reldché) va étre complété
pour former ’ADNccc. Cet ADN servira de
matrice aux différents ARN viraux que
sont I’ARN prégénomique (ARNpg) [4] et
les ARN codant les différentes protéines
virales (Figure 2). Les auteurs ont ainsi
pu analyser la distribution de I’ADNccc
ainsi que des différents intermédiaires
nucléiques du VHB, mais aussi des anti-
génes viraux de surface (HBs, hepatitis B
surface antigen) et de core (HBc, hepa-
titis B core antigen) au sein de patients
atteints de CHB a différents stades de la
maladie et ce, avec ou sans traitement.

Technique d’observation des
intermédiaires nucléiques viraux

La technique mise au point [3] consiste
en une méthode d’hybridation in situ
permettant d’observer les différents

intermédiaires nucléiques viraux grdce
a Putilisation de 3 sondes : (a) une pre-
miere sonde permettant "observation de
I’ARNpg ainsi que de I’ADN viral total ;
(b) une deuxiéme permettant Iobser-
vation de I’ADN viral total ; et (¢) une
derniére permettant I"observation de
I’ADNccc, ainsi que de I’ARNpg et des ARN
subgénomiques.

Le virus de I’hépatite B possede 4 ORF
(open reading frame, cadre ouvert de
lecture) chevauchants et de méme
direction [5]. Il est donc impossible
d’observer spécifiquement les différents
intermédiaires sans digestion enzyma-
tique préalable. Afin de permettre I'ob-
servation spécifique de I’ADNccc, les
échantillons ont donc subi deux traite-
ments : un utilisant les ribonucléases A
et H, afin d’éliminer les différents ARN
viraux, ainsi qu’'un traitement avec une
désoxyribonucléase (Plasmid-Safe™),
permettant la dégradation des ADN non
circulaires. Un dernier traitement a la
désoxyribonucléase | (DNAsel), enzyme
dégradant tous les types d’ADN, a été
effectué avant toute observation des
ARN viraux.

Afin de valider cette technique, Zhang
et al. [3] ont utilisé des biopsies réa-
lisées chez des témoins sains et chez
des patients atteints de CHB. Une lignée
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cellulaire d’hépatocytes transformés,
permettant I"observation d’un intermé-
diaire de réplication appelé ADNrc dépro-
téiné, le précurseur de ’ADNccc [6], a
également été utilisée pour comparer la
spécificité des sondes ciblant les ADN
totaux et I’ADNccc. Dans cette lignée
cellulaire, PADNrc est en effet en exces
majoritaire par rapport a "ADNccc. La
spécificité de la sonde ADNccc a, quant
a elle, été démontrée par un signal stric-
tement intranucléaire, ainsi que par de
nombreuses analyses de Southern blot!.
Aprés validation, les chercheurs ont pu
utiliser cette méthode chez 164 indi-
vidus, incluant 160 patients atteints
d’hépatite B chronique, et 4 contrdles.
Les chercheurs ont également pu tester
I’effet d’un traitement puisque certains
de ces patients (n = 9) ont été traités
pendant un an a I’adéfovir, un analogue
de nucléosides.

Relation entre les ADN et les antigenes
viraux in vivo

’ADNccc joue un rdle central dans I’éta-
blissement mais aussi dans le maintien
d’une infection chronique par le virus

! Technique d’analyse de I’ADN par utilisation de sondes per-
mettant de rechercher une séquence particuliére.
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de I’hépatite B [7]. Malgré des études
approfondies, sa biogéneése est relative-
ment peu connue. Grdace a I’application
de leur technique, Zhang et al. [3] ont
mis en évidence un fait intrigant : la
présence de I’ADN viral, ou d’ADNcce, est
inversement corrélée a celle de I'anti-
géne HBs. L'absence de cette protéine
de surface est en effet liée a I’augmen-
tation considérable du nombre de copies
par noyau d’ADNcce, suggérant la mise
en ceuvre d’un rétrocontrdle négatif par
le virus. Cependant ce rétrocontrdle,
étudié auparavant [8], ne semble pas
intervenir de maniére uniforme mais il
est cellule-spécifique. Une phase riche
en antigenes HBs, observée lors des
premiers stades de la chronicité de ’in-
fection, précéderait donc une phase
d’accumulation des ADN viraux.

Il faut cependant noter, dans cette étude,
la présence d’une quantité plus impor-
tante d’ADNccc que d’ADNrc déprotéiné,
son précurseur, chez les patients atteints
de CHB, indiquant une faible réplication.
Il serait donc intéressant d’élargir cette
étude a une plus grande échelle, de com-
parer les ratios d’ADNccc et d’ADNrc dans
des patients chroniques actifs ou inac-
tifs, développant un carcinome hépato-
cellulaire ou non.

Application a ’analyse des patients
sous traitement

Cette étude s’est particulierement inté-
ressée a la distribution de ’ADNccc dans
les cellules au cours d’un traitement
antiviral. Cet ADNccc est le constituant
moléculaire de la persistance du virus de
I’hépatite B, et est, encore de nos jours,
un probleme central dans la recherche
clinique visant I"éradication du HBV.
En effet, il n'existe pas aujourd’hui de
traitement permettant de cibler ce

mini-chromosome
(=») Voir la Nouvelle

de J. Lucifora et al.,
m/s n° 8-9, aoiit-
septembre 2014,
page 724

viral, semblable dans
son organisation @ un
chromosome cellulaire
[91 (=9).

De nombreuses études ont déja mis
a jour une diminution d’environ 1
logyy de copies d’ADNccc par cellule,
48 semaines aprés un traitement par
un analogue de nucléosides [10].
Dans I’étude de Zhang et al. [3],
chez 9 patients infectés de maniére
chronique et traités a I"adéfovir, une
diminution de P’ADN intrahépatique
du virus a été observée. Cependant,
aprés 1 an de traitement, I’élimination
de ’ADNccc n’a pu étre observée dans
aucune cellule, démontrant bien une
résistance de celui-ci aux traitements
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nucléaires. Cet ADNrc
est complété et
converti en ADNccc (ADN circulaire clos covalent), organisé en mini-chromosome, qui servira de matrice pour la synthése des 4 ARN viraux dont
I’ARNpg (ARN prégénomique). Les ARN viraux transcrits sont alors exportés dans le cytoplasme ot ils sont traduits pour produire les différentes
protéines virales. L'originalité de ce cycle réside dans le fait qu’une étape de transcription inverse est nécessaire a partir de ’ARNpg pour synthé-
tiser de PADNrc [3]. €n effet, ’ARNpg est encapsidé et rétro-transcrit par la polymérase virale formant un intermédiaire de réplication de type
ADN de polarité négative (-). La polymérase virale assure ensuite I'initiation de la synthése du second brin (+). Les nucléocapsides nouvellement

formées peuvent alors acquérir une enveloppe virale afin de former de nouveaux virions qui seront ensuite sécrétés hors de la cellule.

Phase riche en antigénes Phase riche en ADN Phase de latence

Antigeénes HBc/HBs Fa + -
Production de virions P + _
ADNcce = s .

Tableau I. Récapitulatif des phases de I’hépatite B au niveau cellulaire. ADNccc : ADN circulaire clos covalent ; HBs : antigénes du virus de I’hépa-

tite B (VHB) ; HBc : antigéne core du VHB.

couramment utilisés. |l serait néan-
moins intéressant de pouvoir obte-
nir des données similaires chez des
patients traités par d’autres analogues
de nucléosides, et ce, dans une cohorte
plus conséquente que celle observée
ici, afin de pouvoir se dédouaner de la
trés grande variabilité inter-patients.

Une nouvelle vision de I’évolution de
I’hépatite B chronique a I’échelle de

la cellule

Dans leur ensemble, les résultats de
Zhang et al. [3] ont montré que trois
phases distinctes étaient observables,
a un niveau cellulaire, dans la pro-
gression du CHB (Tableau l), au lieu

m/sn® 1, vol. 33, janvier 2017

des quatre habituellement décrites
(Figure 1) : une premiére phase riche
en antigenes, avec la présence de
forts taux d’antigénes HBs et HBc,
accompagnée de trés faibles taux
d’ADNccc ; une seconde phase, cette
fois riche en ADN, avec de larges
quantités d’intermédiaires de réplica-
tion accumulés dans le cytoplasme, et
pas ou peu d’antigénes viraux détec-
tables ; enfin, une derniere phase de
latence pendant laquelle les anti-
genes viraux et les intermédiaires de
réplication sont indétectables tandis
que I’ADN viral persiste dans le noyau
sous forme d’ADNccc ou d’ADN viral
intégré, avec pas ou peu de réplica-

tion. Ces observations permettent de
suggérer une régulation différentielle
de la production protéique lors des
différentes phases de la maladie, tres
probablement due a I'activité sélec-
tive des promoteurs de I’ADNccc. Cette
étude ne relatant principalement que
des observations, la question des
mécanismes mis en place dans cette
régulation reste entiére. Elle offre
cependant de nouvelles possibilités.
Le développement de cette technique
en routine pourrait en effet permettre
d’obtenir des données viro-histolo-
giques plus completes concernant les
patients. Plus précises, elles pour-
raient ainsi permettre le développe-



ment de traitements plus en adéqua-
tion avec I’évolution de la maladie
chez chaque patient. ¢

Analysis of intrahepatic virological
events associated to chronic hepatitis
B infection

LIENS D’INTERET
Les auteurs déclarent n’avoir aucun lien d’intérét

concernant les données publiées dans cet article.
REFERENCES

1. Lavanchy D. Worldwide epidemiology of HBV infection,
disease burden, and vaccine prevention. J Clin Virol
2005 ; 34 (suppl 1) : S1-3.

n

. Fattovich G. Natural history and prognosis of hepatitis
B. Semin Liver Dis 2003 ; 23 : 47-58.

. Zhang X, Lu W, Zheng ¥, et al. In situ analysis of
intrahepatic virological events in chronic hepatitis B
virus infection. J Clin Invest 2016 ; 126 : 1079-92.

4. Nassal M. Hepatitis B viruses: reverse transcription a
different way. Virus Res 2008 ; 134 : 235-49.

. Ganem D, Schneider RJ. Hepadnaviridae and their
replication. In : Knipe DM, Howley PM, Griffin DE, et
al., eds. Fields virology, 4™ ed. Philadelphia, PA :
Lippincott-Raven Publishers, 2001 : 2923-69.

. Gao W, Hu J. Formation of hepatitis B virus covalently
closed circular DNA: removal of genome-linked
protein. J Virol 2007 ; 81 : 6164-74.

. Yang HC, Kao JH. Persistence of hepatitis B virus
covalently closed circular DNA in hepatocytes:
molecular mechanisms and clinical significance.
Emerg Microbes Infect 2014 ; 3 : eb4.

. Lentz TB, Loeb DD. Roles of the envelope proteins in

o

2]

o

~

-]

NOUVELLE

Les liaisons dangereuses : p53,
dyskératose congénitale et
anémie de Fanconi

Eléonore Toufektchan!™, Sara Jaber!™, Franck Toledo!™

Les syndromes d’insuffisance
médullaire héréditaire

Les syndromes d’insuffisance médul-
laire héréditaire sont des maladies
rares, caractérisées par un défaut de
production de cellules hématopoié-
tiques associé a des malformations
physiques et une prédisposition au
développement tumoral. Deux de ces
syndromes d’insuffisance médullaire
majeurs sont la dyskératose congéni-
tale (DC) et "anémie de Fanconi (AF).
Ces pathologies sont causées par des
mutations de genes codant des pro-
téines impliquées dans des mécanismes
cellulaires essentiels, respectivement le
métabolisme des télomeres et la répa-
ration de "ADN. La DC est ainsi caracté-
risée par un raccourcissement accéléré
des télomeres et ’AF par un défaut de
réparation des ponts inter-brins de
’ADN. Malgré la distinction des voies
moléculaires affectées, la DC et I’AF
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montrent de nombreuses similitudes
au niveau phénotypique (Tableau I), ce
qui complique leur diagnostic clinique
et rend complexe la compréhension des
mécanismes sous-jacents [1].

De nombreuses études ont été menées
pour comprendre les mécanismes cel-
lulaires impliqués dans le développe-
ment des syndromes d’insuffisance
médullaire héréditaire, notamment via
la création de souris mutantes. Mais si
I’inactivation chez la souris d’un géne
muté chez des patients permet de repro-
duire certains phénotypes, trés peu de
modeles ont réellement permis de réca-
pituler Pensemble des symptomes de ces
pathologies. Néanmoins, notre équipe
a récemment créé un trés bon modele
murin de DC caractérisé, de fagon sur-
prenante, par une délétion du domaine
C-terminal de la protéine p53, mieux
connue pour ses activités anti-tumo-
rales [2].
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La protéine p53 régule le métabolisme
des télomeres

La protéine p53 est un facteur de trans-
cription stabilisé et activé en réponse
a divers stress cellulaires, qui régule
I’expression de nombreux genes cibles
impliqués dans la sénescence, I'apop-
tose ou encore la régulation du méta-
bolisme énergétique. Cette protéine,
dont le géne humain TP53 est inactivé
dans 50 a 70 % des cancers sporadiques
[3], exerce un réle anti-tumoral majeur.
Toutefois, pb3 est impliquée dans de
nombreux autres processus physiolo-
giques, tels que la fertilité ou le vieillis-
sement, et sa dérégulation jouerait un
role dans diverses pathologies comme
le diabéte et les maladies neuro-dégé-
nératives [4].

Le modele murin p5343!

, qui exprime
une protéine p53 hyperactive tronquée
de son domaine C-terminal, récem-
ment généré par notre équipe, a permis
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