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Résumé

L’infection par le virus de I’hépatite B (VHB) reste un probléme de santé publique
avec plus de 880 000 déces chaque année dans le monde. Au stade chronique de I’infection
virale B, des complications peuvent survenir comme la fibrose, la cirrhose et le carcinome
hépatocellulaire. L'implication du VHB, de ses protéines ou de sa variabilité génétique dans
la fibrose hépatique reste a élucider. Toutefois, des méta-analyses semblent montrer un lien
statistiquement significatif entre la présence de la double mutation A1762T/G1764A dans le
promoteur basal du core (PBC) du VHB et la fibrose sévére. C’est pourquoi nous avons
orienté nos travaux de recherche selon deux axes : I’implication des mutations du PBC et de
la région précore (PC) dans la sévérité des lésions hépatiques ainsi que le réle des protéines
HBc et HBe du VHB dans I’induction de la fibrogénése. Dans un premier temps, deux études
cliniques ont permis de confirmer 1’association significative du double mutant PBC avec la
fibrose sévere indépendamment du génotype viral. Nous avons également démontré un effet
antagoniste de la mutation G1899A située dans la région PC vis-a-vis du double mutant PBC
dans la séveérité de la fibrose. La deuxieéme partie de nos travaux a consisté a développer une
technique innovante de production de protéines en utilisant la transduction de la lignée
HepaRG par des vecteurs lentiviraux contenant la sequence de la protéine GFP (Green
Fluorescent Protein). En parallele, nous avons synthétise des particules lentivirales contenant
les séquences sauvages et mutées du PBC et de la région PC, avec pour objectif de produire

les protéines HBc et HBe dans les HepaRG.

Mots clés

Virus de I’hépatite B — Mutations du promoteur basal du core et precore — Technologie

lentivirale — HepaRG — Fibrose hépatique



Abstract

The hepatitis B virus (HBV) infection remains a significant public health problem
with more than 880 000 deaths every year worldwide. At the stage of chronic HBV infection,
complications can occur such as fibrosis, cirrhosis and hepatocellular carcinoma. The role
of HBV, its protein and its genomic variability in fibrosis are still unclear. Meta-analysis
seems to indicate a strong link between the double mutation A1762T/G1764A detection in
the basal core promotor (BCP) of HBV and the development of fibrosis. In this context, our
work aimed to explore: i. the implication of BCP or precore (PC) regions mutations on the
severity of fibrosis, and ii. the role of HBc and HBe proteins in fibrosis induction. For the
first approach, our studies confirmed the association between the presence of the BCP double
mutation and severe fibrosis, independently of the viral genotype. We also showed that the
G1899A mutation in the PC region presents an antagonist effect regarding the double BCP
mutant for fibrosis severity. In the second part of our work, we developed an innovative
technology to produce protein via the transduction of HepaRG cells using lentiviral
technology with a plasmid vector containing GFP (green fluorescent protein) sequence. We
also obtained lentiviral particles containing the wild and mutated sequences for the BCP and
PC regions, in order to produce HBc and HBe protein in HepaRG cells and to explore of the

pathogenic role of BCP and PC mutants.

Key words

Hepatitis B virus — Basal core promotor and precore mutations — Lentiviral technology —

HepaRG — liver fibrosis
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Introduction

Introduction

L’infection par le virus de I’hépatite B (VHB) reléve d’un probléme de santé publique
mondial. En effet, plus de 2 milliards de personnes dans le monde ont déja rencontreé le virus,
et parmi elles, plus de 257 millions de personnes sont infectées chroniquement. Selon
I’Organisation Mondiale de la Santé¢ (OMS), ce virus est responsable de plus de 880 000
déces par an que ce soit lié a une hépatite fulminante ou lorsque que I’infection chronique
évolue vers la cirrhose ou le cancer du foie [1]. Dans les pays a forte prévalence en Asie et
en Afrique, le VHB représente la 1% cause de cancer du foie.

Depuis la découverte de 1’antigéne (Ag) Australia par Blumberg en 1965 [2], de
nombreuses recherches ont été menées afin de connaitre la structure virale, le cycle cellulaire
et la pathogenese liée au VHB. Actuellement, ces notions sont largement décrites dans la
littérature, mais certaines connaissances restent controversées ou peu documentées [3].
Néanmoins, la description précoce de la structure de ce virus a permis de mettre au point en
1976 le premier vaccin qui protége d’un cancer, dont I’efficacité approche les 95% [4]. Dans
les pays ou I’infection par le VHB est endémique, la généralisation de la vaccination des
enfants des la naissance a d’ailleurs permis de diminuer considérablement le taux d’infection
chronique chez les adultes [5-7]. En effet, le Programme Elargi de Vaccination (PEV) lancé
par POMS en 1974 a été¢ modifié¢ en 1992 pour inclure la vaccination systématique des
nourrissons dans tous les pays du monde avant 1997.

La particularité du VHB est sa grande variabilité. En effet, outre les génotypes
existants, on observe au cours de [I’infection chronique [’apparition de mutants
phénotypiques qui pourraient €tre impliqués dans la physiopathologie de I’infection virale.
Malgré de nombreuses études épidémiologiques, les mécanismes d’action reliant les mutants
phénotypiques a I’évolution des lésions hépatiques restent controversés. De plus, peu de

modeles d’études in vitro existent pour 1’étude de ces mécanismes.
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Introduction

L’infection par le VHB dans le monde reste une problématique prioritaire pour
I’OMS et la recherche continue d’avancer, que ce soit d’un point de vue fondamental,

thérapeutique ou vaccinal.
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1. Virus de ’Hépatite B

1.1. Classification et structure
1.1.1. La famille des Hepadnaviridae

Les Hepadnaviridae, ou famille des Hepadnavirus, rassemblent les virus présentant
les caractéres suivants : génome ADN complétement ou partiellement double brin, activité
rétro-transcriptase au cours du cycle viral et tropisme hépatocytaire. Ils sont donc
responsables de la majorité des hépatites virales chez les humains et les animaux avec une
spécificité d’hote étroite.

Cette famille comporte deux genres (Figure 1) : les Orthohepadnavirus, qui infectent
principalement les mammiferes et les Avihepadnavirus, trouvés chez les espéces aviaires [8].
La spécificité d’hote est liée a la faible homologie génétique entre les différents genres :
seulement 40% d’homologie sont détectés entre les génomes des virus aviaires et des virus

humains.
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Orthohepadnavirus
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PERSPECTIVES

Figure 1 : Arbre phylogénétique représentant la famille des hepadnavirus [9].

Les génotypes A a J concernent les VHB humains. WMHBYV (Woolly monkey) : souche infectant les singes
lagothrix. Les GSHV (Ground Squirrel) et ASHV (Artic Squirrel) sont les virus de [’hépatite des écureuils. La
marmotte est infectée par le WHV (Woodchuck). Les Bat hepatitis virus sont spécifiques des chauves-souris et
les Rodent hepatitis virus des rongeurs. PHBV (Parrot) : VHB du perroquet ; STHBV (Stork) : VHB de la
cigogne ; CHBV (Crane) : VHB de la grue ; RGHBV (Ross Goose) : VHB de [’oie ; DHBV (Duck) : VHB du

canard.

1.1.2. La particule virale

Apres la découverte de I’ Ag Australia par Blumberg dans le plasma d’un aborigéne
australien au début des années 1960, la présence de cet antigéne sera identifiée comme
marqueur de certaines des hépatites virales post transfusionnelles. La notion de virus de
I’hépatite B et d’antigéne HBs (AgHBSs) apparaitra quelques années plus tard [2]. En 1970,
Dane identifie en microscopie électronique des particules virales dans le sérum d’un patient

atteint d’hépatite [10].

17



Revue bibliographique

Les particules infectieuses sont de petites sphéres d’environ 42 nm de diameétre dont
I’enveloppe est une bi-couche lipidique issue de la membrane du réticulum endoplasmique
(RE) cellulaire dans laguelle est enchassée une grande quantité d’AgHBs (Figure 2). A
I’intérieur de cette enveloppe, une capside icosaédrique composée de 1’antigéne HBc
(AgHBc) enferme 1’ ADN viral et la polymérase virale. Bien que ce soit un virus enveloppé,

le VHB est relativement résistant dans le milieu extérieur.

., —Protéine majeure de surface
—Protéine moyenne de surface
Grande protéine de surface

— ADN viral

Polymeérase virale

Figure 2 : Représentation schématique du VHB.

L’assemblage des proteines HBc en homodimeres forme la capside icosaédrique qui enferme le génome et la
polymérase virale. Les différentes formes de protéines de surface (AgHBs) s’assemblent et se lient a la

membrane du RE cellulaire pour former I’enveloppe virale.

Dans le sérum des patients infectés par le VHB, des particules non infectieuses
composées uniquement d’AgHBs et ne contenant ni capside ni génome viral ont également
été mises en évidence en microscopie électronique (Figure 3). Deux formes ont été décrites :
des batonnets (100nm) et des spheres (22nm) [10]. Le rble de ces particules vides reste mal
connu, mais I’hypothése qui domine serait qu’elles permettent aux virions infectieux
d’échapper au systéme immunitaire en augmentant artificiellement le nombre de cible pour
les anticorps (Ac) neutralisants [11]. En effet, ces particules subvirales sont synthétisées en

large exces par rapport aux virions [12].
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Figure 3 : Modeéles des structures virales circulantes du VHB [13].

(4) Visualisation en microscopie électronique des virions contenant I’ADN viral, et des filaments et spheres

vides et composés uniquement d’AgHBs. (B) Schématisation des structures virales circulantes.

1.2. Génome et Protéines

Les Hepadnavirus sont des virus hépatotropes a ADN, d’ou leur nom. Le génome du

VHB est particulierement compact, complexe et organisé.

1.2.1. Organisation du génome

a)  Constitution du génome viral

La molécule d’ADN viral est circulaire, partiellement double brin et relachée. Sa
taille, variable selon les génotypes, est d’environ 3,2 kb. Cependant, la quantité
d’information génétique portée est extrémement importante. En effet, 4 cadres de lecture
ouverts (Open Reading Frame ou ORF) chevauchants permettent la synthese des protéines

virales (Figure 4).
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Figure 4 : Organisation génomique du VHB [14].

Le génome partiellement double brin est schématisé en rouge au centre avec la polymérase fixée en extrémité
5’ du brin négatif. Les parties codantes de chaque protéine sont annotées par les fleches bleu clair, orange,
violet et bleu foncé. A l'extérieur du cercle vert ou est reportée la numérotation du génome, en orange, les
cadres de lecture ouverts permettant la synthése des protéines d’enveloppe S, M et L. En bleu foncé, I'ORF
concernant la protéine X. En bleu clair, le 4™ ORF qui code /’ARN pré-génomique donnant lieu & la synthése
de I’AgHBc et de la polymérase. L’AgHBe est codé par I’ARNm PC. Des séquences régulatrices (EN1 et 2,

DR1 et 2) sont également décrites sur le génome.

La numérotation du génome est artificiellement commencée au site de restriction
EcoRlI dans la région preS2. Les 2 brins sont inégaux et I’ADN circulaire est fermé de fagon
non covalente. Le brin de polarité négative (-) est le plus long. Une polymérase est liée de
fagcon covalente a son extrémité 5°. Le brin de polarité positive (+) est incomplet. Son
extrémité 5’ est complémentaire de 1’extrémité 5° du brin (-) sur quelques paires de bases

afin de garantir la forme circulaire du génome.

b) Cadres de lectures ouverts

La totalité du génome du VHB est codant. Les 4 cadres de lectures ouverts sont

chevauchants et permettent la synthese de 7 protéines.
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e La région préS/S code les 3 protéines d’enveloppe : la majeure S (Small) issue
de larégion S est la protéine majeure de surface ; la moyenne M (Medium) codée
par la région préS2/S et enfin la grande L (Large) concerne la région
PréS1/préS2/s.

e Le geéne P recouvre plus de 80% du génome et code une ADN polymérase
ARN/ADN dépendante (pol). Cette enzyme posséde ainsi une activité
polymeérase, reverse transcriptase et RNase H.

e Le gene X code la protéine HBX.

e La région précore/core (PC/C) comporte 2 codons d’initiation en phase. L’un au
début de la région précore (PC) qui permet la synthése d’une pré-protéine
maturée en antigéne HBe (AgHBe) ; I'autre au début du geéne C permettant

I’expression de I’AgHBc.

c)  Eléments régulateurs

La transcription de I’ADN est médiée par la présence de séquences régulatrices
virales (Figure 4). Parmi celles-ci, les séquences EN1 et EN2 pour Enhancer I et Il qui
permettent d’activer la transcription de I’ensemble des ARN viraux via différentes cytokines
hépatiques notamment, et de certains genes hotes intervenant dans la régulation du cycle
cellulaire [15]. La séquence GRE (Glucocorticoide Responsive Element), située dans le géne
S, permet d’augmenter jusqu’a cinq fois ’activité transcriptionnelle via EN1 [16]. Enfin une
séquence PRE (Post-transcriptionnal Regulatory Element) est probablement impliquée dans
la régulation de 1’épissage des ARN viraux et ’export des ARNm viraux non épissés vers le

cytoplasme [17].
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Quatre promoteurs sont également décrits en amont des régions codantes :

e Le promoteur préS1 contrdle la transcription de ’ARNm de la protéine préS1. Ce
promoteur est faible avec une forte spécificité hépatocytaire et est régulé par EN1.

e Le promoteur S contrdle la transcription des ARNm des protéines préS2 et S. Son
activité est modulée par EN1 et EN2. Il n’est pas spécifique des hépatocytes mais
son activité est maximale dans le foie.

e La fonction, la position, le r6le du promoteur X sont mal connus. In vitro c’est un
promoteur fort, mais son activité apparait régulée négativement dans le foie [18].

e Le promoteur basal du core (PBC) contrdle deux transcriptions : celle de I’ARN pré-
génomique (ARNpg) et celle de ’ARNm PC. Son réle est primordial puisque
I’ARNpg est la matrice pour la réplication du génome viral et pour la synthése des
ARNmM des protéines HBc et pol. Son activité, maximale dans le foie, est

principalement modulée par EN2.

Certains éléments structuraux interviennent également dans le cycle cellulaire. Parmi
ceux-ci, deux séquences répétées DR1 et DR2 (Direct Repeat), un signal de polyadénylation
et un signal d’encapsidation.

Les séquences DR1 et DR2 sont deux séquences de 11 nucléotides situées aux extrémités 5’
des brins (-) et (+) respectivement (Figure 4). Entre ces 2 séquences, les deux brins sont
cohésifs sur environ 200 paires de bases et c’est ce qui permet de maintenir la circularité du
génome.

Le signal d’encapsidation € (epsilon) est une structure tige-boucle particulierement
importante lors de [I’initiation de la transcription inverse et pendant les étapes
d’encapsidation du génome viral (Figure 5) [19]. Cette séquence, située en aval de la
séquence DR1 dans le géne PC/C, contient le codon d’initiation de I’AgHBc et les mutations
en positions 1896 et 1899 que nous détaillerons plus loin dans le manuscrit.
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TROISIEME Uu G

BOUCLE C U
G, G
A CC
PARTIE AL U
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U G
cC-aG
cC-aG
U -G
G -C
PARTIE U-Aa
INFERIEURE A-TU
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U - G
U - A
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AGCAGCACCAUGCAACUUUUUCACCUCUGCCUAAUCAUCUC  UCGACCCUUAUAAAGA

DR1
ARNm PC

Figure 5 : Structure du signal d’encapsidation .
En gras, les codons d’initiation de la transcription : le premier codon initie la transcription de ’ARNm PC, le
second celui de I’ARNpg. La séquence DRI est soulignée. Le signal & joue un rdle primordial lors des étapes

d’encapsidation de I’ADN viral et d’initiation de la transcription inverse en permettant a la polymérase virale

de se fixer a I’ARNpQ.

Enfin, un signal de polyadénylation est également décrit en 3” du signal
d’encapsidation, dans la région C. L’ensemble des ARN viraux sont polyadénylés au méme

endroit (Figure 4).

1.2.2. Les protéines virales
a) Lapolymérase
L’ADN polymérase est codée par la plus grande partie du génome, I’ORF P. Cette
protéine a plusieurs activités et comporte 4 domaines protéiques (Figure 6).

La région N-terminale présente le domaine « protéine terminale ». Ce domaine a un

role essentiel dans ’initiation de la réplication du génome viral [3]. En effet, ¢’est cette forme
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protéique de 183 acides aminés (aa) qui est fixée de maniere covalente a I’extrémité 5’ du
brin (-).

Les activités polymérases sont assurees par le domaine « transcriptase inverse / ADN
polymeérase ». Cette protéine d’environ 165 aa permet la transcription de I’ARNpg en brin
(-) et la synthése du brin (+) a partir du brin (-).

Entre ces deux régions, un domaine « espaceur » de 227 aa est décrit. Ce domaine
est freguemment muté mais ne remet pas en question les fonctionnalités de la polymérase.
Il en assure également la flexibilité qui va permettre aux domaines a activité enzymatique
de fonctionner de fagon optimale.

Enfin, la partie N-terminale de la région P code la fonction RNAse H qui permet la

digestion de I’ARNpg utilisé lors de la synthése du brin (-) par transcription inverse.

1 183 349 693 845

Figure 6 : Structure de la région pol du VHB (d’apres Kay, 2006 [18]).

Quatre domaines protéiques forment la région pol et lui conférent ses différentes activités. La région espaceur

n’a pas d’activité protéique. La protéine terminale est primordiale dans la fixation de la pol a I’ARNpg. Les

régions RT/pol et RNAse H regroupent les fonctions enzymatiques de la protéine.
b) Laprotéine HBc

La protéine HBc est issue de la transcription de la région C a partir du 2°™ codon
d’initiation présent dans I’ORF PC/C. Cette protéine (185 aa) est traduite a partir de
I’ ARNpg sous le controle du PBC. Elle n’est pas sécrétée mais est constitutive de la capside
virale. Les molécules hélicoidales d’HBc¢ d’environ 22kDa s’assemblent en homodimeéres
par un pont disulfure dans la partie N-terminale. Trois diméres s’associent alors pour former

des hexameres qui s’assemblent et forment la capside de symeétrie icosaédrique (Figure 7).
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Figure 7 : Structures des complexes d’AgHBc (d’aprés Zlotnick et al. [20]).

(4) Un dimere d’AgHBc. (B) Une capside de symétrie T=4 principalement retrouvée chez les patients (environ
95% des virions), constituée de 120 dimeéres d’AgHBc. La capside de symétrie T=3 est construite a partir de
90 dimeres d’AgHBc.

La partie C terminale de la protéine est trés basique ce qui lui permet d’interagir avec
les acides nucléiques encapsidés. Plusieurs sites de phosphorylation sont également
identifiés sur la protéine C, ainsi que des sites de localisation nucléaire ce qui permet
d’orienter la migration de I’ADN viral dans la cellule lors de I’infection d’un hépatocyte.
Hormis son implication majeure dans la formation de la capside, la protéine C est impliquée
dans bien d’autres fonctions du cycle viral. En effet, elle semble intervenir dans la régulation
de la transcription, la destruction de I’ADN circulaire clos de maniére covalente (ADNccc),
la reverse transcription de I’ADN viral. Certaines études ont également étudié les

interactions de la protéine C avec certaines protéines cellulaires [20].
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c) Laprotéine HBe

Bien qu’issu de la méme ORF PC/C que I’AgHBc, I’AgHBE, est codé directement
par ’ARNm PC. La traduction de cet ARNm est médiée par le PBC et conduit a une pré-
protéine précurseur de 25kDa. Cette pré-protéine comporte 29 aa supplémentaires par
rapport a I’AgHBc. Le peptide signal en N-terminale permet de I’adresser vers le RE. La
pré-protéine subit alors une maturation post-transcriptionnelle durant laquelle elle est clivée

en N-terminale et en C-terminale pour donner naissance a la protéine HBe de 16kDa (Figure

8) [21].
1814 1901 2450
- L | ADN VHB : ORF PC/C (636 pb)
ATG ATG TAG
iTranscription
lTraduction
l Maturation protéolytique
——————————————————————— AgHBe (16kDa)
20 176

Figure 8 : Etapes de la synthese de I’AgHBe.

L’ARNm PC est le plus long des ARN viraux transcrits. La maturation protéolytique a lieu dans le RE gréace

au peptide signal en N-terminale (19 nucléotides) qui est clivé par la suite.

Cette protéine est soluble et fortement excrétée par les hépatocytes infectés lors de la
phase de réplication virale active. Sa fonction reste encore mal définie, mais I’hypothese
prédominante serait que cette protéine, qui n’est pas constitutive des particules virales mais
qui possede un fort potentiel immunogéne, detourne le systeme immunitaire et favorise ainsi
I’échappement viral. En effet, aucune donnée ne montre que cette protéine est indispensable
au cycle viral. Cependant, la quantité d’AgHBe est clairement corrélée a la charge virale et

sa présence semble liée a 1’établissement de la persistance virale [22].
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d) Les protéines d’enveloppe

Le génome du VHB permet la synthése de 3 protéines de surface ou protéines
d’enveloppe : la protéine majeure codée par le gene S et les protéines moyenne et large
codées respectivement par les régions préS2/S et préS1/préS2/S (Figure 4). Ces 3 protéines
forment I’enveloppe des particules virales infecticuses et non infectieuses. La partie C-
terminale, c’est-a-dire la région S, est commune aux trois formes de protéine d’enveloppe.
Cette région est responsable de 1’enchassement des protéines dans la membrane du RE.
Ainsi, les trois molécules, protéines S, M et L, sont intégrées a la membrane par la méme
extrémité C-terminale (Figure 9).

La protéine S ou AgHBs, protéine de 24kDa, représente 85% des protéines de
surface. Elle présente un site de glycosylation et sa synthése est médiée par le promoteur S.

La protéine moyenne M (31kDa) comporte une extension en N-terminale qui sera
présente dans la lumiére du RE donc a la surface des particules virales. Son expression est
¢également sous I’influence du promoteur S et elle posséde un deuxiéme site de glycosylation
par rapport a I’AgHBs.

La troisiéme protéine, L, 39kDa, est issue de son propre ARNm dont I’expression est
médiée par le promoteur préS1. La protéine L est présente sous 2 formes. Dans la premiére,
la partie N-terminale (préS1 particulierement) est complétement orientée dans la lumiere du
RE et donc exprimée a la surface des particules virales. Cette disposition est un élément
essentiel pour la reconnaissance des virions par les hépatocytes [23]. La seconde expose la
partie N-terminale (régions préS1 et préS2) dans le cytosol et est indispensable pour la

fixation de la capside virale et ’assemblage des virions.
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Figure 9 : Conformations des protéines de surface du VHB [23].

Cercles et carrés : sites de glycosylation. Int : Coté cytoplasmique de la membrane du RE et intérieur des
particules virales. Ext : Lumiére du RE et surface des particules virales. Myr : acide myristique. La protéine S
est largement majoritaire. L’ enchdssement dans la membrane du RE de la protéine L existe sous deux formes.
La premiere conformation de la protéine L est indispensable a [’entrée des virus dans la cellule, alors que la

deuxieme permet de lier la capside a l’enveloppe dans les particules virales.

Ces trois protéines portent le méme déterminant antigénique. Les particules
subvirales sont constituées des trois formes de protéines d’enveloppe en quantités

différentes : la protéine majeure S est majoritaire par rapport a M et L [23].

e) Laprotéine HBx

La protéine X est codée par la région X sous I’influence du promoteur X. Le gene X
est une région tres conserveée entre les génotypes, plus que le reste du génome. Cette petite
protéine (17kDa) porte bien son nom, puisque son rdle reste encore aujourd’hui mal connu
et controversé. De nombreuses fonctions virales, cellulaires, immunitaires et oncogénes lui
sont attribuees, ce qui lui confere potentiellement un role important dans 1’établissement de

I’infection [24]. Notamment, I’impact de la protéine HBx avec la p53 cellulaire a été décrit
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récemment : la protéine virale serait associée a une hyper phosphorylation de p53 qui
entrainerait une modification de la régulation de la mort cellulaire gérée par la protéine
cellulaire [25]. Egalement, la diminution de 1’expression de la voie cellulaire TRIF induisant
I’interféron (IFN) par la protéine HBx permettrait au virus d’échapper au systéme
immunitaire et ainsi d’établir une infection chronique [26]. Cependant, cette protéine est
absente chez le DHBV alors que I’infection chronique est possible chez le canard. Le rdle
de cette protéine est aujourd’hui encore exploré, notamment son implication dans les

processus oncogenes [24].

1.3. Cycle viral et physiopathologie
1.3.1. Cycle viral

Compte tenu de 1’absence de modeles efficaces de culture du VHB, les premiéres et
principales étapes du cycle viral ont été décrites par 1’étude d’un modele de culture de
cellules hépatiques primaires infectées par le DHBV. Cependant, les virus aviaires comme
le DHBV ne possédent que 40% d’homologie avec le VHB et les différences dans leur cycle,
leur structure, leur composition génétique sont donc nombreuses. De plus, I’acquisition,
I’entretien et I’infection des hépatocytes primaires est relativement difficile et rend ces
recherches plus que fastidieuses. Ainsi, une lignée cellulaire hépatique a été mise au point
par une equipe francaise afin d’obtenir un nouveau modele d’étude de I’infection par le VHB
qui soit le plus fidele possible : les HepaRG [27]. Au bout de quatre semaines de culture en
présence de diméthylsulfoxyde (DMSO), une différenciation est observée en deux types
cellulaires : des cholangiocytes et des hépatocytes. Ces cellules expriment particuliérement
les marqueurs specifiques du foie (ARNm et protéines) en phases de différenciation. Ces
cellules bipotentes sont permissives au VHB [28]. Leurs caractéristiques proches des
hépatocytes primaires ont permis ces dernieres années de mieux comprendre certaines étapes

du cycle viral (Figure 10).
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Figure 10 : Cycle viral du VHB [29].
(1) Le virus se fixe sur la cellule via un récepteur récemment identifié, le NTCP. (2) La capside virale est
libérée dans le cytoplasme et migre vers le noyau. (3) L’ADN viral est converti en ADNccc qui sert de matrice
pour la transcription (4). Les transcrits ARN viraux sont envoyés vers le cytoplasme ou ils sont traduits en
protéines virales (5) ou encapsidés avec la polymérase pour I’ARNpg (6). La capside contenant I’ARNpg est
soit maturée via le RE pour devenir un virion relaché par la cellule (8b), soit orientée vers le noyau pour
alimenter le stock d’ADNccc (8a). Paralleélement, certaines protéines virales sont sécrétées par la cellule : 1es

AgHBe sous forme libre et les AgHBs sous forme de particules vides non infectieuses.

a)  Reconnaissance et attachement de la particule virale

La premicre étape du cycle est 1’attachement viral a la cellule cible. La forte
spécificité d’hote d’une part et le tropisme strict d’autre part seraient en partie liée a la
protéine d’enveloppe L et le domaine préS1 qui la constitue [30]. En effet, cette région est
sensiblement variable entre les différents virus aviaires et humains, et plusieurs études ont
démontré que la modification de cette région altére la spécificité d’hote du VHB [31].
Récemment, I’étape précoce d’attachement viral a été décrite plus précisément en montrant

que le virus se lie a I’hépatocyte via les protéoglycanes héparanes sulfates (HSPG) exprimés
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a la surface puis qu’il est reconnu spécifiquement par un récepteur. Ce dernier, le polypeptide
co-transportant le sodium et le taurochlorate, autrement nommé NTCP, est impliqué dans le
transport des sels biliaires. Le virus se fixe au NTCP via la région préSi, et plus
particulierement la région du Receptor Binding Site (RBS) située entre les aa 9 et 15 [32,
33]. Cependant, ces mémes études font également 1’expérience d’éteindre 1’expression du
NTCP dans des cellules permissives comme les HepaRG et n’observent qu’une réduction de
I’infection et non pas une absence totale, ce qui suggere que ce récepteur n’est pas le seul

intervenant dans la reconnaissance de la cellule et I’entrée du virus [34].

b) Internalisation de la particule virale

Concernant I’internalisation du virion dans la cellule hépatique, deux hypotheses sont
avancées. Le premier mécanisme envisagé est une endocytose de la particule virale qui s’est
attachée via les HSPG puis fixée au NTCP avec clivage de I’enveloppe dans 1’endosome
puis libération de la nucléocapside dans le cytoplasme [35]. Parallelement, un deuxiéme
mécanisme a €té décrit proposant une fusion de 1’enveloppe virale avec la membrane
cellulaire permettant la libération de la capside dans le cytoplasme [36]. Le mécanisme le
plus décrit et le plus étudié est actuellement I’endocytose de la particule virale, le peptide de
fusion mis en évidence pourrait alors intervenir dans la fusion de 1’enveloppe virale avec la
membrane de I’endosome avant la libération de la capside [37]. Ces voies d’internalisation
restent encore controversées et trés étudiées notamment compte tenu de leur impact dans la

mise au point de traitements efficaces [34, 38-40].

c)  Transport vers le noyau

La capside migre dans le cytoplasme vers le noyau au sein du réseau de microtubules
cellulaires grace aux signaux de localisation cellulaire de I’AgHBc puis le génome mature

phosphorylé est libéré dans le noyau via D’interaction avec les complexes des pores
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nucléaires. La molécule d’ADN est alors sous forme relachée circulaire (ADNTrc) et liée a la

polymérase virale. Ces étapes de migration et d’entrée dans le noyau sont ¢galement peu

décrites pour le VHB [41].

d) Constitution de ’ADNccc

Une fois dans le noyau, I’extrémité du brin (+) incomplet de I’ADNrc est pris en
charge par une polymérase, mais son origine reste encore indéterminée : est-ce la polymérase
virale liée de maniére covalente ou est-ce une polymérase de 1’hdte [3] ? Bien que son
existence soit largement démontrée et acceptée, les étapes de la formation de I’ADNccc
restent obscures. En effet, I’ADNrc doit étre débarrassé de I’amorce ARN présente a
I’extrémité 5° du brin (+), de la polymérase virale liée a I’extrémité 5’ du brin (-) et des
séquences répétees a cette méme extrémité (DR1). Puis, les 2 brins doivent étre liés pour
former une molécule circulaire. Des topoisomérases cellulaires interviendraient alors pour
compacter cette molécule a 1’aide d’histones permettant ainsi de super-enrouler cet ADN.
L’ ADNccc sous forme super-enroulée est souvent appelé « mini-chromosome » car c’est lui
qui porte I’information génétique virale et persiste dans le noyau des cellules infectées durant
toute leur vie. D’une part, I’ADNccc est la matrice pour la synthése des transcrits viraux, et
d’autre part, la conformation de I’ ADNccc lui confére une trés grande stabilité dans le noyau.
Ainsi, I’ADNccc est lié a 1a persistance du virus en conservant un stock relativement constant
de 10 a 50 copies par cellule, et a la réactivation virale dans des contextes
d’immunosuppression par exemple [42].

Lors de la constitution du pool d’ADNccc, certaines molécules d’ADN linéaire
double brin, intermédiaires entre I’ADNrc et I’ADNccce, peuvent également Etre intégrées
dans le génome de la cellule hote. Cette étape représente une impasse dans le cycle viral
puisque les séquences ne peuvent étre transcrites en ARNpg, mais serait potentiellement

impliquée dans les mécanismes d’oncogénese en modifiant I’expression des genes proches
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du site d’intégration. Ce phénoméne est peu fréquent (1 pour 100 000 cellules) et les sites
d’intégration dans le génome de la cellule paraissent aléatoires. Les mécanismes reliant
I’intégration de séquences virales et le développement de 1ésions hépatiques restent peu
connus, mais plusieurs hypothéses sont avancées, comme 1’apparition de mutation suite a
I’insertion, 1’expression de protéines virales oncogénes ou I’instabilité¢ des chromosomes

ayant intégré des séquences du VHB [43].

e)  Transcription du génome viral

L’ARN polymérase cellulaire interagit alors avec I’ADNccc pour former les ARNpg
et les ARNm nécessaires a la synthése des protéines virales. Cette étape est régulée par des
mécanismes épigénétiques cellulaires et par des protéines virales comme la protéine X
probablement. Les ARN sont alors transportés dans le cytoplasme pour étre traduits pour les
ARNm et une partie des ARNpg et encapsidés pour le reste d’ARNpg [3]. Dans le
cytoplasme, la polymérase virale se lie a I’ARNpg puis s’associe aux protéines C via le

signal d’encapsidation pour former la nucléocapside virale [44].

f)  Réplication du génome viral

L’ARNpg sert également de matrice pour la constitution du brin d’ADN (-) qui
composera le génome des nouvelles particules virales. Au cours de la rétro-transcription,
I’ ARNpg est directement dégradé par la polymérase qui a une activité RNAse H. Seule la
répétition de la séquence DR1 sera conservée et utilisée comme amorce pour la synthése du
brin (+). Ainsi, de nouvelles capsides matures sont formées contenant un ADNrc dont la

circularité est assurée par I’appariement des séquences répétées DR1 en 3’ et 5° [44].
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g)  Synthése des protéines virales et des virions

Dans le méme temps, les ARNm sont traduits en protéines virales qui vont étre soit
sécrétées, soit servir & la formation des nouveaux virions.

La protéine C est traduite dans le cytoplasme a partir de I’ARNpg. Elle s’auto-
assemble pour former la nucléocapside virale qui intégrera I’ARNpg. Celui-ci servira de
matrice pour synthétiser I’ADNrc dans les nucléocapsides.

L’ARNm PC permet la synthese de I’AgHBe qui est lui sécrété par la cellule infectée.

Les protéines d’enveloppe, traduites a partir des ARNm préS2/S et préS1/préS2/S,
sont insérées dans la membrane du RE. Les nucléocapsides contenant I’ ADNrc sont dirigées
vers le RE et s’y attache via les domaines pré-S1 et pré-S2 de la protéine L exprimés du coté
cytosolique. Le bourgeonnement de la membrane permet la libération de virions dans la
lumiere du RE. Les particules subvirales constituées uniquement de protéines d’enveloppes
sont également issues du RE par bourgeonnement. Ce mécanisme est probablement mis en
place pour éviter I’accumulation dans la cellule des protéines d’enveloppe produites en large

exces.

h)  Sécrétion des particules virales

Les particules virales sont transportées dans 1’appareil de Golgi puis les virions sont
libérés de la cellule vers le compartiment sanguin. Le mécanisme de sécrétion est lui aussi
mal connu, mais a probablement lieu par exocytose.

Les nucléocapsides en exceés sont recyclées vers le noyau pour augmenter le stock

d’ADNccc dans le noyau, mais ce phénoméne semble limité in vitro [45].

1.3.2. Epidémiologie du VHB

Le virus est transmis principalement par voies parentérale et sexuelle, mais on le

retrouve également dans de nombreux liquides biologiques comme la salive, le lait maternel,
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la sueur. Les sujets AgHBs positifs représentent le réservoir naturel du virus. C’est un virus
tres résistant dans le milieu extérieur. Les contaminations interhumaines directes sont
fréquentes, qu’elles soient horizontales (sexuelles, parentérales) ou verticales (mére-enfant).

La chronicité de I’infection est définie par la persistance de I’AgHBs plus de 6 mois
dans le sang du patient. Le risque de passage a la chronicité augmente avec la précocité de
I’infection : le risque de passage a la chronicité est de 90% chez les nouveau-nés contaminés
a la naissance versus 6% lorsque la contamination survient a 1’age adulte [46]. L’existence
de symptomes cliniques lors d’une hépatite aigué dépend également de 1’age de I’infection :
I’infection est asymptomatique dans 75% des cas chez les adultes et dans 90% des cas chez
les enfants de moins de 5 ans [47].

La prévalence du VHB est géographiguement variable, avec des zones de tres fortes
prévalences comme 1’ Asie du Sud-Est et I’ Afrique subsaharienne, des régions de prévalence
modérée (Europe de I’Est, Japon, Amérique du Sud) et d’autres avec une faible prévalence
(Amérique du Nord et Europe de 1’Ouest) (Figure 11). Dans les zones de forte prévalence,
comme en Afrique, les taux de séropositivité AgHBs peuvent atteindre plus de 20% [48-50].
Dans ces pays, le VHB est un fort probléme de santé publique, et ce malgré I’existence d’un
vaccin efficace. Les campagnes de prévention, de vaccination des enfants et de traitement y

sont tres importantes mais encore insuffisantes.
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Figure 11 : Carte de prévalence mondiale de I’Hépatite B [51].

Des zones de fortes prévalences (vert tres foncé) contrastent avec des zones trés faiblement endémiques (vert
trés clair). La majorité des pays se situent dans des zones de prévalence intermédiaire (vert foncé a clair). Les

données de prévalence datent de 2005.

1.3.3. Physiopathologie

a)  Histoire naturelle

Le VHB n’est pas un virus cytopathogene. Les lésions hépatiques sont provoquées
par le systéme immunitaire qui, en réponse a I’agression virale, détruit les cellules infectées.
C’est lorsque le systéeme immunitaire s’emballe que la cytolyse hépatique est amplifiée et
que les 1ésions deviennent séveres. Lorsque le patient est contaminé par le VHB a ’age
adulte, I’évolution de I’infection est résolutive dans environ 94% des cas. Dans environ 6%
des cas, la maladie évolue vers une infection chronique avec une persistance virale chez
I’hote et I’établissement d’un équilibre entre le virus et le systéme immunitaire. Cette phase,

auparavant nommeée « phase de tolérance immune », est aujourd’hui appelée « infection
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chronique B AgHBe positive » selon les recommandations de 1’Association Européenne
pour I’Etude du Foie (EASL) [52]. Rarement (moins de 1% des cas), on observe une hépatite
fulminante qui mene au déces dans 80% des cas en 1’absence de transplantation hépatique

(Figure 12).

Contage Hépatite aigué

Infection Infection Hépatite
résolutive chronique fulminante
94 % 6% 0,6 %

Infection / Hépatite
chronique

70%

Infection chronique
AgHBe négative

30%

,—Aﬁ
Cirrhose
20%

P

Carcinome
Hépatocellulaire

2 a 5% par an

Figure 12 : Histoire naturelle de I’infection par le VHB a 1’age adulte.
L’infection résolutive est caractérisée par la disparition de I’AgHBs et [’apparition des Ac anti-HBcC et anti-
HBs. L’infection chronique est définie par la persistance de I’ AgHBs plus de 6 mois dans le sang du patient.
La cirrhose et le carcinome hépatocellulaire sont les conséquences a long terme d'une infection chronique non
maitrisée. L hépatite fulminante est rare mais l’issue est fatale dans 80% des cas. L histoire naturelle de

Uinfection par le VHB est différente selon le moment de [’infection (naissance, petite enfance ou age adulte)
[46, 53].
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b) Hépatite aigué

Chez I’adulte, I’infection aigué étant le plus souvent asymptomatique, elle passe
inapergue et le diagnostic n’est posé qu’ensuite, au cours de 1’infection chronique ou a
I’occasion de la découverte d’une autre pathologie. Aprés une période d’incubation entre un
et trois mois, on peut observer une phase pré-ictérique caractérisée par des symptdmes non
spécifiques : nausées, asthénie, fievre, arthralgies et troubles digestifs. Un ictere plus ou
moins intense peut ensuite étre observé et orientera le diagnostic vers une hepatite.

Le marqueur biologique qui apparait le premier est I’AgHBs, qui disparait dans le cas
d’une infection résolutive en moins de 6 mois. L’ADN viral et I’AgHBe sont également
transitoirement détectables. Puis les Ac anti-HBc, IgM puis IgG, apparaissent et sont
conservés par le systeme immunitaire du patient. Ils ttmoignent du contact avec le virus et
restent stables au cours de la vie. Enfin, I’infection résolutive est marquée par la
séroconversion HBs, avec 1’apparition des Ac anti-HBs. (Figure 13). Les symptdmes

cliniques sont liés a I’augmentation du taux d’AgHBs.

1a 3 mois Moins de 6 mois
< >4

— AEHBS

EE—— Y 'RV

. AgHBe

e | @M anti-HBc
\ ——— AcHBc totaux
Ac anti-HBe
\ \ Ac anti-HBs

&
-~ -« >
Fenétre , Phase

sérologique phase Ictérique
Contage pré-ictérique

Infection aigué

Figure 13 : Cinétique des marqueurs du VHB au cours de I’infection aigué.
Des symptomes cliniques peuvent apparaitre au cours de l’infection aigué, comme une augmentation des
transaminases qui signe une cytolyse hépatique liée a la réaction du systéme immunitaire envers le virus. La
fenétre sérologique correspond au délai apres le contage pendant lequel aucun marqueur sérologique n’est

détectable.
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c)  Hépatite chronique

L’ hépatite chronique est définie par la persistance de I’AgHBs plus de six mois dans
le sang du patient. L’installation du virus chez 1’héte suite a un échappement au systeme
immunitaire est peu fréquente chez 1’adulte, alors que chez 1’enfant, elle survient dans la
quasi-totalité des cas, notamment en lien avec I’immaturité du systéme immunitaire.
L’infection chronique est le plus souvent asymptomatique et sa découverte est fortuite ou
tardive. En effet, I’évolution naturelle est la cytolyse hépatique sévere avec apparition d’une
cirrhose chez 20% des patients infectés chroniquement. L’incidence du carcinome hépato-
cellulaire (CHC) ou cancer du foie, est de 2 a 5% par an en 1’absence de traitement chez les
patients atteints de cirrhose (Figure 12).

La cinétique des marqueurs biologiques répond a une succession de plusieurs phases
reliées a I’équilibre existant entre le systéme immunitaire de 1’h6te et 1a réplication virale.
Si un élément vient a déséquilibrer cette relation, alors I’infection évolue vers des 1ésions
hépatiques plus séveres. L’histoire naturelle de 1’infection chronique se découpe en quatre
phases principales. Les cinquiéme et sixiéme phases sont en marge de 1’histoire naturelle de

la maladie et interviennent dans des cas particuliers (Tableau 1).
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Tableau 1 : Histoire naturelle et classification des phases de I’infection par le VHB.
L’ancienne terminologie a été remplacée lors de la conférence de I’EASL en 2017 [52]. Les phases de
réactivation et d’infection occulte sont peu fréquentes et n’apparaissent que dans des cas particuliers détaillés

plus loin dans le manuscrit. Les niveaux de charge virale peuvent étre variables d’un patient a un autre.

AgHBe positive AgHBe négative
Réactivation Infection

Infection Hépatite Infection Hépatite occulte

chronique chronique chronique chronique
AgHBs ++ +HH/+H+ + ++ + -
AcHBs - - - - +/- +
AgHBe + + - - - -
AcHBe - - + + + +
ADN VHB +++ ++ +/- + + +
Transaminases Normales Elevées Normales Elevées Elevées Normales

- L Modérées a Modérées a Modérées a )
Lésions hépatiques Aucune N - L s L s Cirrhose
séveres séveres séveres
Immuno Immuno Hépatite

Ancienne terminologie Portage inactif

tolérance réactive chronigue

Lors de IP’infection chronique AgHBe positive (anciennement phase d’immuno-
tolérance), les marqueurs de cytolyse (transaminases) restent normaux ou faiblement
augmentés. Pendant cette phase, le virus se multiplie rapidement et abondamment : I’AgHBe

et I’ADN viral peuvent étre détectés en grande quantité dans le serum du patient.

La phase suivante est une phase d’immunité active dite d’hépatite chronique AgHBe
positive (anciennement phase de clairance immune) au cours de laquelle la réponse
immunitaire adaptative s’installe et entraine une destruction massive des hépatocytes
infectés. Les marqueurs viraux directs (AgHBe et ADN viral) diminuent progressivement et
les transaminases augmentent, marquant la cytolyse hépatique. C’est pendant cette phase
que I’on peut observer une séroconversion HBe avec apparition des anticorps et disparition
de I’antigéne, indépendante de la présence ou non de mutants PC que nous détaillerons plus
loin dans le manuscrit. Ensuite, deux évolutions sont possibles : une infection chronique

AgHBe négative ou une hépatite chronique AgHBe négative.
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Pendant la phase d’infection chronique AgHBe négative (anciennement phase de
portage inactif) s’établit un équilibre entre le systéme immunitaire et la réplication virale qui
est controlée. Les marqueurs directs dont I’AgHBe sont alors faiblement exprimés, limitant

ainsi la lyse des hépatocytes et permettant une normalisation du taux des transaminases.

Si I’équilibre entre le systéme immunitaire et la réplication virale est compromis, une
hépatite chronique AgHBe négative (anciennement hépatite chronique) peut s’installer de
facon précoce ou tardive. L hépatite chronique est caractérisée par 1’apparition des Ac anti-
HBe et des transaminases élevées signant une atteinte hépatique modérée a sévére. Dans
certains cas, une séroconversion HBs spontanée peut étre observée et signe alors une
infection résolutive, mais I’ADNccc reste présent dans les cellules.

Cette persistance virale explique le risque de réactivation a partir de I’ADNccc dans
certaines circonstances cliniques comme 1’immunodépression. Dans cette phase de
réactivation, on observe un rebond de I’ADN viral sérique, une élévation des transaminases.
Une nouvelle séroconversion HBe est possible si le virus qui émerge n’est pas un mutant

PC.

La derniére des six phases décrites est I’infection occulte. Celle-ci correspond a une
perte de I’AgHBs et un ADN faiblement réplicatif. Les complications histologiques sont
plutot peu sévéres, et un contexte d’immunodépression favoriserait également I’évolution de

I’infection vers cette sixieme phase [54].

41



Revue bibliographique

1.4. Traitements et vaccin
1.4.1. Traitement préventif : le vaccin

Le premier vaccin préventif contre le VHB mis au point en 1976 par Philippe Maupas
était d’origine plasmatique, ¢’est-a-dire isolé a partir de plasmas de patients séropositifs pour
le VHB [4]. De ces plasmas ont été isolées des fractions d’AgHBs trés immunogeéne. Grace
a ces antigenes, la réponse immunitaire du patient est stimulée et synthétise des anticorps
neutralisants qui le protégeront lors d’un contact ultérieur avec le virus. Sa
commercialisation en France par les laboratoires Pasteur Mérieux intervient en 1981.
Quelques années plus tard, en 1989, un vaccin construit par génie génétique a été mis sur le
marché pour remplacer les anciens vaccins. Les protéines S recombinantes qu’il contient ont
été obtenues par insertion du gene dans des levures (ENGERIX B®, GSK ; HBVaxPro®,
MSD) ou des cellules ovariennes de hamster (GENHEVAC B Pasteur®, Pasteur Mérieux).
Ainsi, seule une fraction du virus est nécessaire pour développer une immunité protectrice
chez le patient. L’efficacité de ces vaccins, démontrée par un taux d’Ac anti-HBs supérieur
a 10Ul/ml (Unités Internationales), est d’environ 95% pour 3 ou 4 doses administrées selon
le vaccin [55]. Il existe des patients non réepondeurs a la vaccination (moins de 5%) dont les
facteurs de risques seraient le sexe masculin, 1’age supérieur a 40 ans, le tabagisme,
I’immunodépression et certains groupes HLA (Human Leukocyte Antigen) [56]. La

vaccination est donc un véritable moyen de maitrise de I’infection par le VHB.

En 1991, I’OMS a lancé une campagne mondiale d’éradication du VHB en annongant
un programme élargi de vaccination, mis en place dans beaucoup de pays et ayant montré
une excellente efficacité [5-7]. Seule la France a interrompu ce programme en 1998 contre
I’avis de I’OMS suite a une polémique installée dans les médias sur la relation soupgonnée

entre vaccination anti-VHB et développement d’une sclérose en plaque [57]. Aucune étude
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scientifique n’a montré de relation entre le vaccin anti-VHB et les maladies démyelinisantes
ou auto-immunes. Le programme n’a toujours pas repris, mais, apres une nette diminution
du nombre de nourrissons vaccinés jusqu’en 2007, on observe depuis 2008 une augmentation
de la couverture vaccinale avec 81,5% des nourrissons vaccinés. Cette nette amélioration
chez le nourrisson est probablement liee au remboursement depuis 2008 du vaccin
hexavalent qui comprend la valence VHB. En revanche, la couverture vaccinale chez
I’adolescent souffre du creux vaccinal entre 1998 et 2007 et reste inférieure a 50% [58].
Dans ce contexte d’amélioration de santé publique et d’absence de preuve concernant
I’existence de liens entre vaccination et affection démyélinisante, I’OMS recommande de
vacciner les nourrissons le plus tot possible et les adultes des populations a risque suivantes :
personnes issues de zones de forte endémie, professionnels de santé, personnes vivant en
milieu carcéral, patients infectés par le virus de I’immunodéficience humaine (VIH) ou le
virus de I’hépatite C (VHC), usagers de drogues par voie intraveineuse, personnes ayant des

comportements sexuels a risque.

1.4.2. Traitements curatifs

Deux types de molécules sont actuellement utilisés : les analogues nucléosidiques et
nucleotidiques qui ciblent le virus, et les traitements immuno-modulateurs qui régulent la
réponse immunitaire. L’objectif d’un traitement est d’obtenir un ADN viral indétectable et
de maniere optimale une perte de I’AgHBs. Lors de I’infection par le VHB, la clairance de
I’AgHBs et la séroconversion Ac anti-HBs sont nécessaires pour considérer 1’infection
comme résolue. Cette séroconversion est rarement observée, et les molécules actuelles ne
permettent pas d’¢liminer I’ADNccc des cellules. Ainsi, dans le contexte de 1’hépatite
chronique B, le but du traitement est d’améliorer la qualité de vie du patient et de limiter la
progression des atteintes hépatiques. Cela se traduit par un contrdle de la réplication virale

ou contrble virologique c’est-a-dire une charge virale inférieure & 3 log Ul/ml, une

43



Revue bibliographique

normalisation des transaminases et une stabilisation ou régression des Iésions hépatiques.
L’autre choix thérapeutique est le traitement par IFN pégylé, qui présente les avantages
d’une durée limitée dans le temps (48 semaines) et de 1’absence de risque de résistance. En
revanche, ce traitement est moins bien toléré par rapport aux analogues et nécessite des

injections hebdomadaires, ce qui peut impacter la qualité de vie des patients.

Le suivi de Defficacité du traitement est réalisé par la mesure de la charge virale
plasmatique. La quantification de I’AgHBs peut également étre utilisée dans le suivi du
patient traité puisque plusieurs études montrent la corrélation entre sa quantification et le
niveau de charge virale [59, 60]. C’est également un marqueur prédictif de réponse a I’'IFN :
la baisse du titre d’AgHBs en dessous de 1 500U I/ml aprés douze semaines de traitement est
prédictive d’une perte de I’AgHBe et d’une charge virale inférieure a 2 000UI/ml dans 45%
des cas. Inversement, I’absence de diminution du titre (génotypes A et D) ou un taux
supérieur a 20 000UI/ml (génotypes B et C) est associée a une faible probabilité de réponse

virologique [61].

1.5. Variabilité

Classiquement, la variabilité des virus a ADN est inférieure a celle des virus a ARN.
Cependant, pour le VHB et 1’ensemble des Hepadnavirus, on observe une variabilité
génétique particuliérement élevée qui peut s’expliquer par trois mécanismes principaux.

e Reverse transcription

Au cours du cycle viral, le génome du VHB passe par un intermédiaire ARN comme
matrice pour I’ADN génomique qui est encapsidé pour la formation de nouveaux virions.
L’ADN polymérase ARN dépendante virale utilisée a cette étape est dépourvue d’activité
exonucléasique 3’-5° qui lui permettrait de corriger les mésappariements de nucléotides.

Ainsi, un fort taux de mutations est associ¢ a cette €tape du cycle viral. Le taux d’erreur est
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estimé & 107 substitutions/base/cycle [62]. Méme si ce taux est similaire a celui observé chez
certains virus a ARN, il est 10 000 fois plus élevé que chez les autres genomes ADN [63].
e Réplication virale élevee
Par ailleurs, on observe une forte réplication virale pour le VHB, avec 10*2 virions
produits par jour lors de I’infection chronique, ce qui multiplie d’autant les possibilités de
mutations aléatoires [62].
e Persistance virale
L’autre particularité du cycle viral qui influe sur cette variabilité importante est la
persistance cellulaire de I’ADNccc dont le stock est alimenté en continu par le recyclage des

nucléocapsides qui ne sont pas excrétées [64].

Ces trois mécanismes associés font du VHB un des virus les plus variables:
statistiquement, chaque nucléotide du génome peut subir une mutation chaque jour.
Cependant, la plupart de ces variants sont défectifs et sont éliminés. D’autres présentent des
mutations silencieuses sans conséquence sur la fonction ou la structure des protéines virales.
Enfin, considérant la particularité du génome du VHB qui comporte quatre cadres de lectures
chevauchants, une mutation en un point peut affecter plusieurs génes alors que le fitness de
la particule virale doit étre conservé [64]. On parle de quasi-especes virales lorsque la souche
sauvage cohabite chez le sujet infecté avec des variants minoritaires qui pourraient émerger
sous une pression de sélection [63]. On distingue deux types de variabilité chez ce virus : la
variabilité génotypique qui correspond a I’évolution naturelle des Hepadnavirus au cours du
temps et la variabilité phénotypique qui correspond a I’émergence de variants mieux adaptés

a la pression de sélection appliquée au virus.
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1.5.1. Variabilité génotypique

L’évolution des virus au cours du temps, selon les parametres décrits plus hauts,
conduit a I’existence de sérotypes ou de génotypes. La classification en sérotypes
caractérisés par le polymorphisme de I’ AgHBs et définis en déterminants majeurs et mineurs
est moins utilisée aujourd’hui. Elle est remplacée par la classification en génotypes qui

repose sur le séquencage complet du génome viral ou de la région S.

a)  Caractéristiques genomiques

Deux génotypes sont définis par une divergence de plus de 8% entre les séquences
complétes, et les sous-types different au minimum de 4% [65, 66]. Concernant la
caractérisation des génotypes, on parle également de clustering en analyse phylogénétique
[66]. Actuellement, selon 1’homologie des séquences et les clusters phylogénétiques, huit

génotypes identifies de A a H sont officiellement recensés (Figure 14).

Deux autres génotypes | et J ont été récemment décrits mais non intégrés a ce jour
dans la classification taxonomique publiée par I'ICTV (International Committee on
Taxonomy of Viruses). Cependant, selon les derniéres recommandations de I’EASL, le
génotype | fait partie des neuf génotypes décrits pour le VHB [52]. Pour les génotypes A, B,
C, D et F, plusieurs sous-types sont décrits. Le génotype C est celui qui présente le plus de
sous-types et serait donc le génotype le plus ancien ayant eu plus de temps pour se diversifier

[67].
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Figure 14 : Arbre phylogénétique représentant les clusters génotypiques du VHB [67].

Cet arbre a été obtenu a partir de 250 séquences complétes de génomes VHB disponibles sur Genbank, alignées
et analysées selon la méthode de Neighbor-Joigning en appliquant un bootstrap de 1000 itérations. Les chiffres

aux jonctions sont les pourcentages d’occurrences du bootstrap. En rouge sont notifiés les sous types.
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La taille totale du géenome viral est également différente selon les génotypes, entre

3182 et 3248 nucléotides (

Tableau 2). Le génotype G a notamment 36 nucléotides supplémentaires a I’extrémité
N-terminale de la région C : la taille de I’AgHBc est donc augmentée de 12 aa [63]. Au
contraire, le génotype D présente 33 nucléotides de moins a I’extrémité C-terminale de la

région préS1, ce qui affecte également la région Pol plus courte de 11 aa.

Tableau 2 : Caractéristiques des génotypes du VHB (adapté d’apres Kay et Zoulim [64]).
(*) Absence de classification officielle selon I’ITCV. (*) Les numéros Genbank sont donnés a titre indicatif,
plusieurs séquences sont répertoriées pour chaque génotype dans la base de données Genbank. Les sérotypes

mentionneés sont les sérotypes majoritaires retrouvés pour chaque génotype.

Taille des protéines (aa)

Génotype Sou.s types Sérotype Taille du génome Ifxempl.e de numéros
existants complet (nt) Pol C Presi d’accession Genbank
A Al-A4 adw2 3221 845 185 119 AM282986.1
B B1-B5 adw2, aywl 3215 843 183 119 AB981583.1
C C1-C16 adrg+ 3215 843 183 119 AY040627.1
D D1-D7 aywz2, ayw3 3182 832 183 108 Al344117.1
E - ayw4 3212 842 183 118 HE974384.1
F F1-F4 adw4 3215 843 183 119 HE974369.1
G - adw2 3248 842 195 118 AB625343.1
H - adw4 3215 843 183 119 AB275308.1
I* 11-12 adw 3215 843 184 120 AB231908.1
J* - adw 3182 832 183 108 AB486012.1

Il est également possible et méme fréquent d’observer des recombinaisons intra et
inter génotypes. Ce phénomeéne s’explique par la possibilité pour un sujet d’étre co-infecté
par deux génotypes différents qui cohabiteraient chez I’hdte. Cette cohabitation est favorable
a un génotype qui est majoritairement détecté, alors que le second peut émerger suite a des

pressions de sélection [68]. Les mécanismes de recombinaisons ne sont pas clairement
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détaillés, mais au cours du cycle viral, plusieurs étapes peuvent étre le siége d’événements
recombinants. La premiere hypothese serait une recombinaison ARN-ARN durant
I’encapsidation de I’ARNpg. Mais la plus plausible serait I’existence d’ADNccc de deux (ou
plus) génotypes différents dans le noyau de la cellule ou de tels événements sont largement
décrits. Des points de recombinaison ont été identifiés dans les régions C et S [67, 69]. De
nombreux cas de recombinaison ont été décrits, notamment entre les génotypes A et C, B et
C, C et D [70]. Les deux nouveaux génotypes | et J seraient également des virus
recombinants. Le génotype | a été décrit chez trois patients et il s’apparenterait a un
recombinant de trois souches A, C et G [71]. Le génotype J serait un recombinant du
génotype humain C et du virus de I’hépatite B du gibbon [69]. Bien qu’une seule souche ait
¢été mise en évidence, 1’analyse phylogénétique suggére un passage de barriére d’espéce. Ces

recombinaisons sont donc trés importantes dans 1’évolution du VHB au cours du temps.

b)  Répartition géographique

Les génotypes et sous-types présentent une répartition géographique mondiale
(Figure 15). En Europe, les génotypes A et D sont les plus prévalents ; en Asie, ce sont les
génotypes B et C qui sont fréquemment rencontrés; en Afrique, le génotype E est
prédominant, alors que le génotype F est plutot prévalent en Amérique du Sud [66]. Le
génotype G est décrit principalement en France et aux Etats-Unis mais est faiblement
prévalent [70]. Le génotype H est quant a lui décrit en Amérique centrale et Sud [72]. Le
génotype | est décrit en Asie (Vietnam, Laos, Inde) et le génotype J a été identifié chez un

patient ayant voyagé a Bornéo [71, 73].

La répartition géographique des virus est actuellement en bouleversement du fait des
mouvements de populations. En effet, en France, on observe une nette augmentation de la

prévalence du génotype E due au flux d’immigration du continent africain [74, 75]. Aux
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Etats-Unis, véritable melting-pot de population, on observe d’ailleurs des prévalences
quasiment similaires entre les génotypes A, B, C et D [76]. Le génotype D est le plus
répandu, ce qui explique qu’il est également le plus divergent entre les différents sous-types.
En effet, les mouvements de populations influencent énormément la variabilité virale et
contribuent a accentuer le brassage génétique en favorisant les recombinaisons et les
mutations. Ces deux phénoménes dépendent alors de facteurs viraux, mais aussi

environnementaux ou hote dépendants (facteur ethnique notamment).

v
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Figure 15 : Répartition géographique des génotypes du VHB [72].
Pour construire cette carte, 3179 séquences completes du VHB ont été étudiées venant de 46 régions
géographiques. Les différences avec les données de la littérature sont dues a [ 'utilisation exclusive de génomes

complets qui ne sont pas toujours disponibles. La taille des cercles n’est pas proportionnelle a la prévalence

du VHB.

c) Impactclinique

De nombreuses études ont porté sur I’implication des génotypes dans la sévérité de la
maladie hépatique. Les résultats restent controversés [77]. Dans les études asiatiques, ou les
génotypes B et C sont trés largement majoritaires, il apparait que 1’incidence du CHC est
plus importante pour les patients infectés par un génotype C. Pour ce génotype, il est
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également largement demontre que la séroconversion HBe est moins fréquente et plus
tardive au cours de I’infection par rapport aux génotypes A, B, D et F [67]. Le génotype C
est alors décrit comme le plus virulent, présentant des charges virales plus élevées et des
séroconversions HBe et HBs plus tardives [78]. Ces deux phénomenes facilitent
I’aggravation de la maladie hépatique. Dans une étude espagnole, il a été montré que les
génotypes A et B présentaient un taux supérieur de clairance de I’AgHBs par rapport aux
génotypes C et D, mais pas de différence concernant la séroconversion HBe. Dans les études
européennes ou il existe une codominance des génotypes D et A, le génotype D apparait plus
pathogéne. En effet, il serait associé a un plus mauvais pronostic histologique, mais
également a des séroconversions HBs et HBe plus rares et plus tardives respectivement.
L’incidence du CHC est également supérieure a celle retrouvée chez les patients infectés par
un génotype A. Concernant le génotype E, les données sont contradictoires : il a été montré
que la charge virale des patients et le taux de positivité AgHBe étaient supérieurs a ceux
trouvés chez les patients infectés par le génotype D alors qu’il est fortement prévalent chez
des donneurs de sang qui représentent potentiellement une population de porteurs inactifs de
I’infection. Au Mexique, il a été montré que le génotype H était plus fréquemment décrit
dans les infections occultes pour lesquelles 1’incidence du CHC est faible, ce qui pourrait
dénoter une plus faible virulence de ce génotype. En Argentine, le génotype F est plus
fréquemment retrouvé dans les hépatites aigués [70]. Malgré le nombre d’études menées
dans quasiment toutes les régions du globe, elles sont confrontées a la répartition
géographique trés différente des génotypes et il existe donc un biais dans la composition des
cohortes. D’une maniére générale, il est difficile de lier le génotype du VHB avec la sévérité
des lésions hépatiques tant les facteurs influents sont nombreux et variés (hote,

environnement...).
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1.5.2. Variabilité phénotypique

Comme expliqué précédemment, chez un méme individu, la population virale
circulante est composée de différentes souches sauvages et mutées sur différentes positions
du génome : on parle de quasi-especes virales. Ces variants sont génétiquement tres proches
avec une homologie de séquences supérieure a 96%. Ils sont moins stables dans le temps
que les variants génotypiques car leur émergence n’est possible qu’en présence d’une
pression de sélection qui peut étre immunologique, immunitaire ou médicamenteuse. En
effet, lorsqu’une pression de sélection s’exerce, la souche virale mutée la plus adaptée
deviendra majoritaire car elle présente un avantage sélectif par rapport a la souche sauvage.
Inversement, en I’absence de pression de sélection, ¢’est la souche sauvage qui sera favorisée
car elle présente une capacité réplicative plus efficace que celle du ou des variants
phénotypiques présents.

Compte tenu de I’organisation génomique du VHB et des cadres de lecture
chevauchants, toute mutation intervenant dans une région précise du génome peut impacter
potentiellement les autres régions génomiques et ainsi, affecter d’autres étapes du cycle viral
comme 1’assemblage, la stabilité du virion ou la capacité réplicative virale. C’est pourquoi
seules les mutations bénéfiques pour le virus ou celles qui affectent le moins la réplication
seront sélectionnées. D’autres mutations permettent au virus de restaurer sa capacité
réplicative ou de maintenir des activités enzymatiques essentielles : ce sont des mutations de
compensation.

Les mutations les plus fréguemment décrites concernent la région de la polymérase
pour les mutations de résistances aux anti-viraux, la région de 1’enveloppe pour les mutants

S et la région core pour les mutants du PBC et PC.
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a)  Mutants de la polymérase

Parmi les drogues antivirales utilisées pour traiter une hépatite B, la classe des
analogues nucléotidiques et nucléosidiques est largement utilisée : ces molécules provoquent
un arrét prématuré de la réplication en entrant en compétition avec les nucléotides naturels
et en agissant comme des terminateurs de chaine. Les mutations de résistance apparaissent
avant la mise sous traitement suite aux mésappariements de I’ADN polymérase du VHB qui
se produisent au cours du cycle viral. L’instauration du traitement va favoriser I’émergence
des souches portant les mutations de résistance au traitement donné, alors que les souches
sauvages seront éliminées. Les mutants sélectionnés présentent des modifications
notamment dans le motif acides aminés YMDD situé dans le domaine C de la polymérase et
codant le site catalytique de ’enzyme. Le résultat est que 1’affinité de la polymérase pour
les molécules antivirales est diminuée et I’efficacité du traitement est altérée [64]. Il faut
noter qu’une numérotation particuliere du gene de la polymérase a été¢ mise en place pour
permettre d’identifier de facon consensuelle les différentes mutations associées a la
résistance au niveau des acides aminés. Cette numérotation commence au premier acide
aminé du domaine RT/Pol qui est codifié « rtl » [79].

Parmi les mutations décrites, une substitution nucléotidique provoquant un
changement d’acide aminé en position rt204 d’une Méthionine par une Isoleucine ou une
Valine (rtM2041/V) est particulierement décrite (Figure 16). Cette mutation majeure, en
modifiant le motif YMDD du site catalytique de I’enzyme, devient délétére pour le fitness
viral. D’autres mutations compensatoires sont alors souvent associées a la mutation
rtM2041/V/, comme la rtL180M qui permet de restaurer le niveau de charge virale [14, 64].
La mutation rtM2041/V confére une résistance croisée a plusieurs molécules de par la

position extrémement stratégique qu’elle occupe (lamivudine, emtricitabine, telbivudine).
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1 183 349 693 845
rtl rt344
YMDD
F A B C D E

Mutation de résistance a

* Lamivudine / Emtricitabine

rtM204v/I
rtvi73L rtM204v/I
rtL180M rtM204V/I
rtA181T/V rtN236T
* Telbivudine
rtM2041
* Adéfovir
rtA181T/V
rtA181T/V rtN236T
rtN236T
* Entécavir
rtL180M rtM204V/I + (rtS202G/1)
rtL180M + (rtT184G) rtM204v/I
rtL180M + (rt rtM204v/I rtM250V

Figure 16 : Mutations principales décrites dans le géne RT/Pol (d’apres Lim et al. [80]).

La numérotation spécifique « rt» est définie pour attribuer une position consensuelle aux mutations en
s affranchissant du fait que le génome est circulaire et que sa taille peut varier selon les génotypes. Ainsi, le
1°" acide aminé de la région RT/Pol commencant par un motif conservé EDWGPC entre les différents
génotypes est nommé « rtl ». Le site catalytique de 1’enzyme est codé par le domaine C. Lorsque le motif
YMDD, également conservé entre les génotypes, est modifié suite a une substitution nucléotidique, alors la
résistance aux analogues nucléosidiques est systématique (lamivudine, emtricitabine et telbivudine). Les
mutations dans le domaine B sont le plus souvent des mutations compensatoires. Chaque ligne correspond a

une combinaison de mutations entrainant la résistance, les mutations entre parenthéses sont facultatives.

Pour définir la capacité de la molécule antivirale a sélectionner les souches
résistantes, on parle de barriere génétique. Plusieurs critéres sont utilises pour la définir : le
nombre de mutations nécessaires pour atteindre la résistance, ’impact de la mutation sur la
capacité réplicative et sur la sensibilité a I’antiviral mais également la concentration
plasmatique optimale pour que la molécule soit active. On parle de barriére génétique basse
lorsque le nombre de mutations nécessaire pour entrainer une résistance est faible ou qu’une
seule mutation peut impacter la sensibilité a toute une classe thérapeutique. C’est notamment
le cas pour la lamivudine et I’emtricitabine. A I’inverse, 1’entécavir, analogue de derniere

génération, posséde une barriére génétique élevée, puisque quatre a cing mutations dans les
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domaines B et D de la polymérase sont necessaires pour atteindre la résistance a cette

molécule.

b) Mutants de I’enveloppe

Parmi les mutations permettant au virus d’échapper au systéme immunitaire, sont
décrites des substitutions dans la région préS/S, notamment dans le domaine exposé en
surface des particules appelé Major Hydrophilic Region (MHR). Cette partie de I’AgHBs
est la cible principale des anticorps synthétises dans la réponse humorale, donc induits
naturellement lors de I’infection ou par la vaccination. Des insertions et des délétions sont
décrites, mais la majorité des mutations retrouvées sont de simples substitutions
nucléosidiques qui modifient I’antigénicité de la protéine d’enveloppe. Ainsi, les anticorps
dirigés contre I’AgHBs sauvage n’ont qu’une faible affinité pour I’AgHBs produit par ces
souches mutées. On parle de mutants d’échappement vaccinal puisqu’ils sont largement
décrits chez les enfants nés de meres séropositives et vaccinés a la naissance, mais ils sont
également retrouvés chez des patients non vaccinés. Ainsi, ces variants minoritaires existant
dans la quasi espéce peuvent émerger chez les transplantés hépatiques suite a 1’injection
d’immunoglobulines anti-HBs [64]. Il est trés probable que les substitutions décrites soient
nécessaires mais non suffisantes a I’échappement viral. En effet, les variants ne peuvent
émerger que si la réponse Ac anti-HBs est limitée quantitativement et dirigée contre un seul
épitope d’AgHBs. Ainsi, ces éveénements sont rares et la prévalence des mutants
d’échappement a la vaccination reste faible [81].

Plusieurs mutations sont décrites dans le domaine MHR et autour. La plus
documentée est la substitution G145R dans le déterminant « a » [14]. D’autres positions sont
décrites, entrainant une diminution de 1’affinité des Ac anti-HBs pour I’antigéne (Figure 17).

La majorité de ces variants d’échappement a la vaccination sont stables dans le temps. La
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réplication n’est pas ou peu altérée et la transmission horizontale ou verticale est possible

[64].

D’autre part, du fait de I’existence des ORF chevauchants, les mutations de la
polymeérase impactent le gene S et inversement. Ainsi, certaines mutations de résistances
aux antiviraux peuvent modifier la conformation de I’AgHBs. Par exemple, les 1tM204I et
rtA181T introduisent un codon stop prématuré dans le gene S aux positions 196 et 172
respectivement, avec pour conséquence la production d’une protéine S tronquée [82].
Inversement, la mutation G145A qui correspond a un changement rtW153Q, permettrait de
restaurer la fonction de réplication des mutants de résistance sélectionnés sous pression de

sélection thérapeutique [83].

s

147

Figure 17 : Représentation des principales positions des acides aminés de la protéine S

modifiés par mutation de la séquence nucléotidique [84].
Les triangles oranges représentent les insertions d’acides aminés, les carrés rouges et les ronds jaunes
représentent les substitutions. Le déterminant « a » s’étend des acides aminés 124 a 149 (ronds verts). Les
changements d’acides aminés dans ce domaine de la protéine S entrainent un changement conformationnel et

une diminution de I’affinité des anticorps.
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Les mutants de I’enveloppe peuvent impacter la sensibilité de détection de I’AgHBs
des tests diagnostiques actuellement disponibles. Pour limiter le risque de faux négatif, la
plupart des trousses commerciales utilisent des cocktails d’anticorps polyclonaux /

monoclonaux pour la capture et/ou la détection de I’AgHBs.

c)  Mutants de la protéine X

Du fait du chevauchement des ORF, les mutations du PBC impactent la protéine X
qui est alors tronquée en partie C-terminale et présente une altération de sa fonction
transactivatrice [14]. Les substitutions K130M et V131l, qui correspondent au double
mutant du PBC, aboutissent a une protéine tronquée qui active la prolifération des cellules
hépatiques [85]. Des mutations sont également décrites dans le domaine N-terminale de la
protéine HBX, qui est associée a la régulation négative. Parmi celles-ci, la V5M et la P38S,
qui sont également, par chevauchement du gene de la polymérase, des positions liées a la
résistance aux antiviraux (codons rt204 et rt236). Ces mutations ont été décrites comme
associees a des lésions hépatiques séveres. Mais comme le réle de la protéine X est encore
mal défini, il est difficile de déterminer précisément I’importance des mutations décrites

dans la physiopathologie du VHB [85].

d) Mutants précore / core et PBC

La région PC/C est une région du génome tres conservée car riche en éléments
régulateurs qui influencent la transcription, 1’encapsidation virale et la synthese des
protéines. D’autre part, son importance dans le cycle cellulaire (matrice pour la transcription
de ’ARNpg) lui confére une importante stabilité necessaire au bon déroulement de la
réplication virale. De plus, I’ORF PC/C posséde deux codons d’initiation en phase en
position 1814 et 1901. Les mutations dans les régions PBC, PC et C sont assez fréquentes et
tres documentées.
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Substitutions dans le PBC

De nombreuses études ont été menées concernant la description des mutations dans
cette région. La plus freguemment décrite est une double substitution A1762T et G1764A.
Ces mutations modifient un site de fixation a un récepteur nucléaire, ce qui implique une
baisse de la synthése des ARN pilotés par ce promoteur, a savoir I’ARNpg et ’ARNm PC
(Figure 18). Cependant, cela permet également la création d’un site de fixation pour un autre
facteur de transcription HNF1 (Hepatocyte Nuclear Factor) qui restore la capacité de
transcription de I’ARNpg uniquement [86]. Ainsi, seul ’ARNm PC est impacté et la
synthese de I’ AgHBe est alors diminuée, alors que la réplication reste stable voire augmentée
[87].
La double mutation du PBC n’est pas spécifique d’un génotype, méme si I’apparition du site
de fixation a HNF1 est plus probable au vu de la séquence chez les génotypes A, C, F, G et
H par rapport aux génotypes D et E. Ainsi, pour ces derniers, la double mutation serait moins
favorable au virus, et la prévalence du double mutant du PBC est donc variable selon les

génotypes [64].

Séquence du récepteur nucléaire AGGTCANAGGTCA

Séquence sauvage (A1762 / G1764) GGGGGAGGAGATTAGGTTAAAGGTCTTTGTATTAGGAGGCT

Séquence mutant BCP (A1762T / G1764A) GGGGGAGGAGATTAGGTTAATGATCTTTGTATTAGGAGGCT

Séquence du facteur de transcription HNF1 GTTAATNATT

Figure 18 : Comparaison des séquences de la région PBC sauvage et mutée avec les
séquences du récepteur nucléaire et du facteur de transcription HNF1 (d’apres Li et al.
[86]).

Les séquences PBC utilisées sont de génotype A. En gras les nucléotides concernés par la double mutation
PBC en position 1762 et 1764, en bleu les nucléotides mutés. Les traits rejoignent les nucléotides identiques

entre les séquences. Ainsi, la double mutation diminue la spécificité de la séquence PBC avec la séquence du

récepteur nucléaire, mais augmente son affinité avec celle du facteur de transcription HNF1.
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D’autres mutations ont également été décrites dans le PBC, modifiant la synthése de
1’AgHBe et la capacité réplicative du virus (Tableau 3). Cependant, ces mutations sont peu
étudiées, et leur impact sur le pouvoir pathogene viral ou sur la sévérité des lésions
hépatiques reste méconnu. La double mutation A1762T / G1764A est la plus prévalente
quelles que soient les cohortes étudiées (génotypes, géographie, stade des Iésions hepatiques)

[88-90].

Tableau 3 : Liste des mutations du PBC décrites.
La double mutation A1762T / G1764A est la plus documentée des mutations du PBC. Peu d’études ont abordé
la prévalence des autres mutations et leur impact clinique [87, 91, 92]. Il est également possible que ces

mutations aient un réle important au niveau de la protéine X, du fait des cadres de lectures chevauchants.

Mutations et combinaisons Role associé Référence

Augmentation de la réplication virale

VALZAR G (AT ) Gl Diminution de la synthése d’AgHBe [87]

G1757A Prédisposition au double mutant PBC [91]
Augmentation de la réplication virale

USSR Diminution de la synthése d’AgHBe [871

T1753C + C1766T + A1762T / G1764A Augmentation de la réplication virale 87]

Diminution de la synthése d’AgHBe
Pas d’'impact démontré
T1768A Associée a la C1766T [52]
A1775G Pas d’'impact démontré [92]

Uniquement retrouvé dans le génotype C

Substitutions dans la région PC
De nombreuses mutations ponctuelles sont décrites dans la région PC du génome du
VHB. Les premiéres descriptions ont été apportées dans le début des années 1980 en Italie,
chez des patients présentant un profil sérologique particulier (AgHBs positif, AgHBe négatif
et Ac anti-HBe positif) associé a une virémie positive [93]. L’étude moléculaire des souches

virales a montré 1’existence de mutations dans la région PC du virus. Depuis, de nombreuses
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études ont été menées dans le monde entier afin de décrire la prévalence de ces mutations et
leur impact clinique. La mutation trouvée le plus fréquemment est une substitution
nucléotidique en position 1896 qui remplace une guanine (G) par une adénine (A). Cette
substitution a un impact fort sur la transcription de la protéine HBe puisque un codon stop
en découle en position 28, ce qui entraine ’arrét de la synthése du précurseur protéique PC

(Figure 19).

Précurseur protéique de I'’AgHBe Virus sauvage
en position
1896
‘ AgHBc
PBC PC/C
1742 1814 1 1901 2450
G1896A ‘ AgHBC

Virus muté en
position 1896

A4

TAG

Précurseur protéique tronqué : AgHBe non synthétisé

Figure 19 : Impact de la mutation G1896A dans la région PC du génome du VHB.

La substitution G1896A implique [’apparition d’un codon stop en position 28 dans la transcription du géne
PC/C. L’ARNm PC issu de cette transcription conduiz a la synthése de I’AgHBe via un précurseur protéique.
Ainsi, chez les patients porteurs d’un virus présentant cette mutation, la détection de I’AgHBe est la plupart

du temps impossible.

Contrairement au double mutant du PBC, la mutation G1896A est décrite plus
spécifiqguement pour les génotypes B, C, D et E par rapport aux génotypes A, F et H. En
effet, cette mutation, et la plupart des mutations affectant la région PC, se situent dans la
structure tige-boucle du signal d’encapsidation €. Pour les génotypes B, C, D et E, le
nucléotide en position 1858 est une thymine (T) donc la mutation G1896A stabilise la
structure tige-boucle et la quasi-espece qui la porte est donc favorisée (Figure 20). Au

contraire, concernant les génotypes A, F et H, la base en position 1858 appariée au coeur de
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cette structure avec la base en position 1896 est un C. Ainsi, une mutation G1896A
déstabiliserait la tige-boucle et diminuerait le fitness viral. Pour stabiliser la structure
secondaire, il faudrait alors un deuxieme événement mutationnel en position 1858 [94].
Concernant le génotype G, une Adénine est présente en position 1896 pour le virus sauvage
[95]. La mutation C1858T est également decrite pour les génotypes A, F et H mais serait
plutét une mutation de compensation (Figure 20).

D’autres mutations ont été décrites dans le géne PC, comme une substitution
G1899A. L’impact sur la synthése de I’AgHBe est moindre puisque cette substitution
nucléotidique n’entraine pas 1’apparition d’un codon stop mais juste une substitution d’une
glycine par un acide aspartique modifiant ainsi la structure tertiaire de la protéine et le signal
d’encapsidation. Une substitution d’une guanine par une thymidine en position 1862 a
également été décrite et entraine une modification du site de clivage de la pré-protéine PC
(Figure 20). La phénylalanine qui remplace la valine au codon 17 empéche la maturation de
la pré-protéine en AgHBe dans le RE [96]. Cette mutation, de par sa position dans la boucle
du signal d’encapsidation & pourrait également diminuer la réplication virale mais de fagon
génotype dépendant. Ainsi, la G1862T est plus retrouvée associée au génotype A qu’au
génotype D. En effet, il a été montré in vitro que la présence de cette mutation diminuait la
réplication des isolats de génotype D alors qu’elle n’avait pas d’effet chez les isolats de

génotypes A [96].
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Figure 20 : Structure tige-boucle du signal d’encapsidation et mutations de la région PC.

En gras les codons d’initiation des transcriptions de la pré-protéine PC et de I’AgHBc. Les positions des
principales mutations décrites sont reportées. En rouge les codons qui sont atteints par une substitution
nucléotidique et deviennent des codons stop abolissant la synthése de la pré-protéine PC (codon 1 et codon
28). La mutation décrite en 1858 est décrite pour les génotypes A uniquement lorsque la G1896A est présente,
pour stabiliser la structure tige-boucle. La mutation G1862T entraine une modification du site de clivage de

la pré-protéine PC et de la boucle du signal d’encapsidation.

Plus rarement, une substitution G1897A a également été décrite entrainant, de la méme
maniere que la G1896A, un codon stop en position 28 ce qui implique 1’arrét de la synthese
de I’AgHBe [92].

Sont également décrites des substitutions dans le codon d’initiation de la traduction de
I’ARNm PC, aux positions 1814, 1815 ou 1816 (Figure 20). En I’absence de codon
d’initiation, la traduction est interrompue et la pré-protéine PC n’est pas produite [97].

D’autres mutations peuvent étre retrouvées, comme une C1817T, ou une G1898 A mais
leurs descriptions sont limitées et leur impact sur I’AgHBe et la réplication sont peu

détaillées. Il a également été décrit une insertion d’une adénine entre les nucléotides 1838 et

1839 [95].
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Substitutions, insertions et délétions dans la région C

L’AgHBc, qui provient de la traduction de la région C de I’ARNpg, représente une
cible pour le systeme immunitaire. Ainsi, les acides aminés constituant la structure reconnue
par les lymphocytes sont freqguemment modifiés par le biais de mutations intervenant dans
la région C du virus. Ces mutations alterent fréquemment la sécrétion des capsides,
qualitativement ou quantitativement. Au vu des effets néfastes sur la réplication, ces mutants
sont souvent défectifs et leur transmission est rare.

Des insertions ont été décrites et leurs caractéristiques dépendent du genotype : une
insertion de 6 nucléotides pour le génotype A et une insertion de 36 nucléotides pour le
génotype G au tout début de la séquence du gene C (aprés le codon 1). La taille de I’AgHBc¢
est alors plus grande et sans retentissement fonctionnel puisque des particules virales sont
formées avec la méme efficacité que la protéine sauvage [64, 98]. La réplication de ces
souches est normale, mais la co-infection avec un isolat d’un autre génotype permet
d’augmenter la réplication des souches de génotypes G [98].

Parmi la quasi espece virale, il a été montré que de nombreux variants co-existaient,
certains présentant le génome sauvage, d’autres des mutations ponctuelles et enfin certaines
souches délétées, notamment dans le géne C. Ces délétions impactent fortement la structure
de la capside, formée par des dimeres de protéine HBc et les retentissements sur la réplication
peuvent étre multiples : assemblage de la capside impossible, encapsidation de I’ARNpg non
fonctionnelle, impact sur la reverse transcription. En présence de mutants délétés, il est
nécessaire pour le virus de transcomplémenter la protéine de capside par un AgHBc issu
d’une souche sauvage et possédant toutes les capacités d’assemblage et d’encapsidation pour

permettre au virus de se répliquer correctement [99].
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Impact clinique

De nombreuses ¢études, certaines trés récentes, ont ét¢ menées concernant I’impact
des mutations dans le PBC et les régions PC et C sur la fibrose hépatique et I’évolution vers
de lésions séveres [100, 101]. Des méta-analyses ont également été récemment publiées pour
pouvoir définir les associations significatives entre mutations de ces régions et séverité des
Iésions hépatiques [102, 103].

Concernant les mutations du PBC, et notamment le double mutant A1762T /
G1764A, il est admis aujourd’hui, au vu des résultats des études menées dans plusieurs pays,
que sa presence est liée a une évolution des Iésions hépatiques de mauvais pronostic [70].
En France, sa présence a €té corrélée a des stades de fibrose sévére (>F2) dans une étude
menée chez les patients infectés chroniquement en comparaison aux biopsies hépatiques
[104]. En Asie, une étude cas-témoin de 251 patients a montré qu’une forte proportion de
mutants PBC dans la quasi-espéce est favorable a 1’apparition d’un CHC [88]. En Afrique,
une étude en Gambie a montré une prévalence significativement supérieure du double
mutant PBC chez des patients présentant des lésions hépatiques importantes de type cirrhose
et CHC [105]. Aux Etats-Unis, une cohorte de 101 de patients atteints de CHC a été
comparée & 67 patients présentant une infection chronique sans lésions hépatiques. Les
résultats montrent que la présence du double mutant PBC augmente significativement le
risque de CHC [106]. Ces études sont des exemples des nombreuses publications sur le sujet,
et montre d’une part la répartition mondiale du double mutant, mais également sa corrélation
avec les fibroses sévéres et le CHC. Les méta-analyses ont d’ailleurs confirmé ces données
aplus grande échelle et en réduisant les biais de cohorte pouvant étre liés a I’age, au génotype
ou a ’ethnie. Il est également supposé que ’effet fibrosant du double mutant PBC serait 1ié
aux changements d’acides aminés dans le géne X dans la région C-terminale imposes par les

cadres de lecture chevauchants [70].
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Certaines ¢tudes ont aussi montré que I’accumulation du nombre de mutations dans
le PBC favorise la sévérité des Iésions, notamment 1’association du double mutant PBC et
de la T1753C [100, 107].

Concernant la mutation G1896A, les données de prévalence sont discordantes selon
les études et vont de 25% a 70% [75, 101, 108]. La mutation est aussi bien décrite chez les
porteurs chroniques, que dans les hépatites aigués, fulminantes ou chez les porteurs inactifs,
mais les études sont également contradictoires [75, 101, 109-111]. Il a été montré dans
certaines études que la mutation G1896A était liee a la sévérité des lésions hépatiques et a
I’apparition du CHC, mais d’autres études n’ont pas retrouvé de lien significatif [100, 102,
103, 109]. Quelques études se sont intéressées au role de I’AgHBe dans la réponse
immunitaire dirigée contre le VHB. Parmi celles-ci, il a été montré que 1’expression de
certains récepteurs de la famille des Toll-like recepteurs (TLR) était significativement liée
au taux d’AgHBe circulant. L’expression des TLR-3 et TLR-4 serait augmentée dans les
lymphocytes T stimulés par I’AgHBe [112]. A I’inverse, I’expression du TLR-2 a été décrite
comme diminuée chez les patients AgHBe positif [113]. De plus, plusieurs études récentes
ont montré que les niveaux de TLR-2 et TLR-4 dans le sérum sont augmentés en présence
de la mutation G1896A chez les patients AgHBe négatif [114, 115]. L’augmentation de
I’expression du TLR-2 a également été décrite chez les patients présentant des Iésions
hépatiques sévéres, comme pour le TLR-4 [112, 114]. L’augmentation du niveau de TLR-2,
dont I’action sur I’expression de cytokines inflammatoires est largement décrite, est
également associée dans ces études a une augmentation des transaminases pouvant traduire
I’intensité de la réponse immunitaire de 1’hote contre le VHB [114].

La mutation G1899A, plus récemment décrite, reste également soumise a controverse
quant a son implication dans la séverité des lésions hépatiques. Certaines études, notamment

asiatiques, ont montré un lien statistique entre la présence de la mutation G1899A et

65



Revue bibliographique

I’évolution vers le CHC [107, 116, 117]. Ces donneées ont été confirmées par une méta-

analyse qui associe indépendamment la mutation G1899A avec le CHC [100].

2. Lafibrose hépatique au cours de I’hépatite B

La fibrose hépatique est un mécanisme de cicatrisation pathologique mis en place
dans le foie suite a des agressions tissulaires chroniques. Plusieurs facteurs peuvent induire
I’inflammation des tissus hépatiques : hépatites virales B et C, maladie auto-immune,
pathologie biliaire, intoxication. Dans 1’hépatite B, la destruction massive par le systéme
immunitaire des cellules infectées entraine une inflammation importante, parfois non
maitrisée. L’évolution des poussées de fibrose dans I’hépatite chronique B est I’apparition
d’une cirrhose dont I’incidence a été estimée entre 2 et 6 % par an [118]. La cirrhose est la
cause principale de morbidité et de mortalité des hépatites virales B, mais les mécanismes

mis en jeu dans la fibrogénése de cause virale restent encore peu connus.

2.1. Définitions

La fibrogénese est un processus dynamique de production de matrice extracellulaire
(MEC). Au cours de 'infection par le VHB, I’inflammation importante qui est déclenchée
induit une désorganisation de ce processus par la sécrétion de molécules activant la
production de la MEC et d’autres inhibant sa destruction. La dégradation de la MEC est
appelée fibrolyse. Dans le foie normal, la fibrogénése et la fibrolyse sont en équilibre [118].

La MEC est un constituant minoritaire du foie normal. Elle est composée d’un
ensemble de macromolécules, telles que les collagenes, glycoprotéines, élastine,
protéoglycanes et glycosaminoglycanes. Elle est structurée autour des vaisseaux et des
canaux biliaires sous forme de lame basale et de matrice interstitielle. Elle est impliquée
dans la différenciation des cellules hépatiques notamment, mais impacte également leur

fonctionnement (adhésion, communication, migration) [119, 120].
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La fibrose résulte donc d’une fibrogénése non maitrisée et d’une fibrolyse inhibée.
Ainsi, lors de I’infection virale, la MEC se dépose en exces dans les espaces portes du foie
[120]. L’accumulation de tissu collagéne qui en résulte détruit complétement I’architecture
tissulaire du foie. Ce phénomene peut étre réversible si 1’agression est limitée dans le temps.
Le tissu atteint peut étre réparé en restaurant 1’équilibre fibrogénese / fibrolyse. Mais lors de
I’infection virale B, la chronicité¢ de 1’agression hépatique ne permet pas de retrouver un
équilibre et de limiter les lésions.

Les cellules étoilées du foie (CEF) jouent un réle primordial dans I’établissement de
la fibrogénese [121]. Ces cellules, peu nombreuses dans le foie sain, sont localisées dans
I’espace de Disse. Elles sont alors a 1’état quiescent et leur fonction principale est le stockage
de la vitamine A [122]. Lors du processus de fibrogénése, leur activation serait a 1’origine

de I’accumulation de la MEC dans les espaces portes.

2.2. Physiopathologie

Lors de I’hépatite chronique B, les hépatocytes infectés sont massivement détruits
par le systeme immunitaire. Ces lésions entrainent la libération de cytokines qui vont
permettre 1’activation des cellules de Kupffer et des CEF. Une fois activées, les CEF
deviennent des cellules myofibroblastiques contractiles et produisent de nombreux
constituants de la MEC et en inhibent sa dégradation. En parallele, les cytokines synthétisées
par les CEF activées permettraient alors d’entretenir la différenciation des CEF quiescentes

et ainsi amplifier le processus de fibrogénese (Figure 21).

67



Revue bibliographique

Ethanol, Viruses,
Hepatocytes Toxins, Steatosis

T o il
5 Oxidative stress
Injury
I

 a A
ROS, TGF},
Kupffercelll 4 kwokmesl' TIMP1
Activation
PDGF, CTGF, _]_
Poen. TGP, TGFf
~ 1 PDGF P sggmagme MMPIN3
. COLIAIA 5222555 Matrix
coLiaz | Increased Remodeling
ECM
Activated Quiescent production Fibrosis
Kupffer cell Stellate cell

Activated
Stellate cell

Figure 21 : Processus de fibrogénese faisant intervenir les CEF [123].
TGF : Transforming Growth Factor. MMP : Métalloprotéase matricielle. ECM : Extracellular matrice
(MEC). Suite a une agression du foie, les hépatocytes lysés mobilisent les cellules de Kupffer et activent les
CEF via la sécrétion de cytokines. Une fois activées, les CEF produisent de fagon intensive les composants de
la MEC ainsi que des cytokines capables de continuer leur activation comme le TGF-£. D autre part, les CEF
synthétisent également la MMP-1 qui dégrade le collagéne dans le foie sain. Lorsqu’elles sont activées, les
CEF diminuent la synthese des MMP et augmentent la production des inhibiteurs des MMP & savoir les TIMP.

Ainsi, le collagene s accumule et le remodelage de la MEC est modifié, favorisant le tissu fibreux.

2.2.1. Activation des CEF

Lors de I’infection par le VHB, des mécanismes spécifiques et non spécifiques
d’activation des CEF sont mis en jeu (Figure 22). Récemment, la voie des TLR a été mise
en évidence comme une voie de signalisation spécifique et liée a I’immunité innée dirigée
contre les agents pathogenes (bactéries, virus) [118]. Le TLR4 notamment, récepteur
protéique transmembranaire a été décrit a la surface des CEF et il a été relié a la réponse
immunitaire innée dirigée contre le VHB. La fixation du ligand sur ce récepteur entraine
I’activation d’une voie de signalisation cellulaire indépendante de I’'IFN, la voie MyD88.
Cette voie conduit a I’activation de nombreuses cytokines pro-inflammatoires, comme le
TGF-B (Transforming Growth Factor), les interleukines (IL) 6, 10, et 12 notamment, ainsi
que le TNF-a (Tumor Necrosis Factor) [124]. Toutefois, les mécanismes d’activation
paracrine des CEF par les hépatocytes infectés et les cellules de Kupffer sont les plus
précoces. Lorsque ces cellules sont infectées par le VHB, elles libérent des cytokines comme

le TGF-B, le Platelet Derived Growth Factor (PDGF) qui permettent 1’activation des CEF
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[125]. La fibronectine produite par les cellules endothéliales a également un effet activateur

sur les CEF [119, 122].
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Figure 22 : Mécanismes principaux d’activation des CEF.
Les CEF peuvent étre activées par différents mécanismes en lien avec une agression du foie. Ces mécanismes

sont les plus décrits actuellement [118, 122, 125].

2.2.2. Entretien des CEF activées

Les cytokines pro-inflammatoires produites par les CEF activées stimulent a leur tour
les CEF quiescentes. Ainsi, grace a ces mécanismes paracrines et autocrines, les CEF
hépatiques restent activées en permanence et maintiennent la fibrogénése. Parmi ces
cytokines, I’action du TGF-B est largement démontrée. Mais le PDGF et certaines
interleukines sont également décrites, ainsi que le collagene (type I et 111) et la fibronectine.
Ces deux dernieres molécules sont des composants de la MEC, ce qui implique que la

déregulation de la MEC entretient également 1’activation des CEF [125].
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2.2.3. Prolifération de la MEC

Les CEF activées produisent ’ensemble des composants de 1a MEC. De plus, elles
modifient complétement leur comportement initial, avec la perte de leur fonction principale
de stockage de la vitamine A, mais également 1’acquisition de nouvelles fonctionnalités : la
prolifération, la contractilité, la fibrogénese, le chimiotactisme et la dégradation de la matrice
cellulaire [118]. Par exemple, la prolifération des CEF et le chimiotactisme impliquent une
augmentation du nombre de cellules pouvant synthétiser du collagene. Le statut de CEF
activée permet également d’augmenter la quantité de composants de la MEC synthétisée par
cellule, c’est-a-dire la capacité de fibrogénése. La faible expression protéique des
métalloprotéases matricielles (MMP), notamment la MMP-1, par les CEF activées ainsi que
I’augmentation de 1’expression des TIMP, inhibiteur des MMP, modifie la dégradation du
micro environnement cellulaire en limitant la destruction des collagénes. Ce phénomene
accentue la désorganisation de la MEC et amplifie le processus de fibrogénese en favorisant

I’accumulation de tissu fibreux [122] (Figure 23).
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Figure 23 : Nouvelles fonctionnalités des CEF activées (d’aprés Friedman [122]).
Les CEF activées acquierent de nouvelles fonctionnalités et perdent leur principale caractéristique a [’état
quiescent a savoir le stockage de la vitamine A. De nombreuses cytokines sont synthétisées qui vont permettre
a la fibrose de se développer : activation de la fibrogénese par le TGF-g, diminution de la fibrolyse
(augmentation de la synthése des TIMP et diminution des MMP), prolifération cellulaire importante amplifiant

le phénoméne.

2.2.4. Marqueurs de la fibrogénése

L’expression de certaines protéines est modifiée lors de 1’activation des CEF
(Tableau 4). Le marqueur principal est le TGF-B. En effet, cette cytokine intervient d’une
part dans ’activation paracrine des CEF par les hépatocytes infectés, mais également dans
la stimulation paracrine et [I’entretien des CEF activées. C’est une cytokine pro-
inflammatoire qui induit une augmentation de la synthése des collagenes, protéoglycanes et
glycoprotéines, ainsi que des TIMP. Ses fonctionnalités sont largement décrites, mais

I’influence du VHB sur son expression reste peu détaillée. Le PDGF est également un
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marqueur important qui intervient dans les deux modes de stimulation des CEF via les
cellules de Kupffer. Parmi les interleukines pro-inflammatoires, 1’IL-6 apparait augmentée
par la protéine C du VHB via trois voies cellulaires dont la voie NF-«xB [126].
L’augmentation de I’expression de I’IL-17 est également décrite dans I’infection par le VHB
et est corrélée a la sévérité des lésions hépatiques [127]. Une équipe s’est également
intéressée a I’IL-31 pour montrer que I’expression de cette interleukine pro-inflammatoire
est augmentée chez les sujets atteints d’infection chronique B par rapport aux sujets contrdles
[128]. Les protéases et les inhibiteurs intervenant dans le mécanisme de fibrolyse qui est
inhibé sont également des marqueurs clés de I’apparition et de I’entretien des Iésions
hépatiques. Ainsi, les MMP-1 qui ciblent particulierement les collagenes et les TIMP sont

décrit comme essentiels [119].

Le collagene I est le constituant principal du tissu fibreux et ’augmentation de sa
synthése est un marqueur de développement de fibrose hépatique. L’ensemble des
constituants de la MEC sont également des marqueurs significatifs de fibrose hépatique,

comme la fibronectine qui de plus intervient dans 1’activation des CEF [119, 122].

72



Revue bibliographique

Tableau 4 : Différences d’expressions protéiques et de fonctionnalités entre les CEF

quiescentes et les CEF activées (d’aprés Lamireau et al. [119]).
La fonction principale des CEF quiescentes est le stockage de la vitamine A. Cette fonction est perdue aprés
leur activation. Les interleukines pro-inflammatoires sont notamment I’IL-6, 1L-17, 1L-31 dans le cas de
linfection par le VHB.

CEF quiescentes CEF activées
Collagéne | 0 S+
Autres collagénes (llI, IV et VI) + ++
Synthése des composants MEC Fibronectine + ++
Autres glycoprotéines + +
Protéoglycanes + ++
MMP-1 + 0
Synthese des protéases Autres MMP + +
TIMP-1 + ++
Stockage Vitamine A +++ 0
TGF-p 0 it
Cytokines PDGF 0 ++
Interleukines pro-inflammatoires 0 +++

2.3. Roéle des protéines du VHB dans la fibrose hépatique

Peu d’études sont menées pour avancer sur le réle des protéines HBc, HBe et HBx

du VVHB dans la fibrose hépatique.

Concernant la protéine HBx, des travaux menés en systéme de milieu de culture
conditionné ont démontré que la protéine virale induisait notamment la sécrétion de TGF-p,
collagéne I et a-SMA (Smooth Muscle Actin) par les hépatocytes et favorisait donc la
prolifération et ’activation des CEF [129]. Une étude a confirmé ces résultats en co-culture
CEF / lignée hépatocytaire exprimant HBx de fagon stable : la protéine virale était
significativement liée au développement de la fibrose en activant la prolifération des CEF et

en régulant positivement certaines cytokines pro-fibrotiques comme par exemple a-SMA,
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TGF-p et le collagene | [130]. Une autre étude trés récente a proposé qu’HBx intervienne
dans le développement de la fibrose hépatique en régulant positivement via un microARN

(miR), I’enzyme qui catalyse la formation du collagéne [131].

Concernant la protéine HBc, son action est souvent étudiée en comparaison avec
HBX. Une étude a montré que ces deux protéines induisaient le processus de fibrogenése via
le TGF-B [24]. Une autre étude a également démontré en co-culture CEF / hépatocytes, que
ces protéines activaient in vitro la prolifération des CEF et augmentaient les niveaux
d’expressions des ARNm du PDGF et de son récepteur, du collagéne 1 et de a-SMA [132].
Enfin, une étude a montré que la protéine HBc rendait les hépatocytes plus sensibles a

I’apoptose induite par le TNF-a [133].

Une seule étude tres récente a étudié 1’impact de la protéine PC sur I’expression des
genes pro-fibrotiques par les CEF. Les résultats n’ont pas montré de différences
significatives in vitro entre des cellules n’exprimant aucune protéine du VHB et des cellules

transfectées transitoirement avec un plasmide contenant le gene PC ou le gene X [134].

Devant le faible nombre de publications, notamment concernant les protéines HBc et

HBe, il est nécessaire de mettre au point des outils permettant d’étudier leur implication dans

la fibrogénése et dans ’activation et la prolifération des CEF.
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3. Modeéles d’études proteiques in vitro

Les connaissances sur le cycle viral, le développement de molécules antivirales et
I’étude des résistances aux antiviraux ont fortement évolué dans la derniére décennie,
notamment grace a 1’amélioration des modéeles d’études disponibles pour le VHB. Les
mod¢les animaux, que nous n’aborderons pas dans ce manuscrit ont permis de grandes
avancées dans la compréhension de I’infection par le VHB. In vitro, la mise au point de
modeles cellulaires reste essentielle pour définir de nombreuses étapes clés du cycle viral
d’une part mais aussi pour mieux appréhender I’évolution vers 1’infection chronique. En
effet, I’infection in vitro par le VHB a longtemps été impossible et reste encore aujourd’hui

a améliorer.

3.1. Cultures cellulaires

Afin d’étudier chaque détail du cycle viral et 'impact du VHB sur la cellule et son
environnement, il serait idéal que le modéle cellulaire reproduise exactement 1’infection in
vivo. Cependant, ce modéle n’est pas disponible a ce jour, notamment en raison du tropisme

étroit du VHB et de la grande spécificité d’hote des Hepadnavirus.
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3.1.1. Cellules primaires

La culture d’hépatocytes primaires humains (HPH) reste le mode¢le de référence pour
la culture du VHB. En effet, les caractéristiques de ces cellules sont identiques aux cellules
in vivo. Ce sont des cellules de morphologie cubique, souvent binuclées (Figure 24).
Cependant, obtenir des HPH reste fastidieux et soumis a d’importantes contraintes, éthiques
notamment. En effet, les HPH sont issus de prélevements de foies humains dans des zones
saines obtenues lors d’opérations de patients présentant des lésions hépatiques. Ainsi, les
conditions d’obtention en font des cellules rares et de qualité variable. De plus, la diversité
génétiqgue humaine impose des caractéristiques différentes des cellules selon les

prélévements.

Figure 24 : Hépatocytes en culture au lendemain de 1’ensemencement (photothéque du

laboratoire de Virologie, CHU Angers).
Ces cellules sont issues d’une manipulation de perfusion de foie sain par la collagénase. Elles ont été mises
en culture sur des plaques recouvertes de collagene afin d’en assurer [’adhérence. Leur morphologie est plutdt

cubique avec des cellules mononuclées et d’autres binuclées. La confluence est quasiment atteinte en 24h.
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3.1.2. Lignées hépatocytaires

Les cellules primaires étant donc difficiles d’obtention et d’utilisation, la plupart des
modeles d’études utilisent des lignées cellulaires hépatiques humaines. Parmi ces cellules,
les plus couramment citées sont les HepG2. Ce sont des cellules dérivées du foie d’un
adolescent présentant un CHC. Ces cellules sont tres bien caractérisées : elles expriment
beaucoup de molécules spécifiques du foie ainsi que les marqueurs plasmatiques (albumine,
transferrine, fibrinogeéne...). Leur morphologie différe des HPH puisque ce sont des cellules
d’aspect épithélial présentant un seul noyau (Figure 25). L’acquisition et I’entretien d’une
telle lignée est simple, la durée de vie en culture est quasiment infinie et leur phénotype est

stable dans le temps.

Figure 25 : Lignée hépatocytaire HepG2.

Les cellules HepG2 ont une morphologie épithéliale. Elles sont mononuclées. Leur prolifération est rapide et

[’entretien aisé ne nécessite aucun additif.
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3.1.3. Cellules HepaRG

Récemment, une nouvelle lignée cellulaire hépatique dérivée d’un carcinome
hépatocellulaire chez une femme a été mise au point [27]. Les cellules HepaRG sont non
cancéreuses et initialement indifférenciées. L’ajout de DMSO dans le milieu de culture
permet aux cellules de se différencier en hépatocytes et cellules biliaires (Figure 26). La
morphologie des HepaRG est similaire a celle des HPH et surtout, 1’expression des
récepteurs, transporteurs membranaires et des facteurs de transcription spécifiques au foie

est également comparable entre les deux types cellulaires.

Cellules de type Cellules de type
biliaire hépatocyte

Figure 26 : Cellules HepaRG en culture (image fournie par I’équipe du Pr Zoulim).
A gauche, 1 jour apres [’ensemencement : les cellules sont indifférenciées et présentent une morphologie de
type épithéliale. A droite, les mémes cellules au bout de 30 jours pendant lesquels le milieu a été complété avec
du DMSO : les cellules se sont alors différenciées en hépatocytes et cholangiocytes. Le stade différencié peut

étre entretenu pendant plusieurs mois.
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3.2. Utilisation pour le VHB
3.2.1. Infection des cellules primaires ou en lignée

L’infection directe des HPH par le VHB est faiblement efficace, au vu de la
permissivité courte de ces cellules et de leur faible longévité en culture [135]. 1l est
également démontré que 1’activité métabolique in vitro des HPH diminue au cours du temps,
notamment les fonctions hépatiques ce qui impacte fortement la réplication du VHB [136].

L’infection des lignées d’hépatome par le VHB est difficile, probablement en lien
avec I’absence du récepteur NTCP découvert il y a peu comme nécessaire a I’entrée du virus.
Certaines études ont montré que la production de virion était possible suite a la transfection
directe du génome du VHB, mais ces résultats sont controversés [136]. Au laboratoire, une
¢tude sur ’efficacité de différentes solutions désinfectantes a été menée sur des cultures
cellulaires de HepG2 mises en contact avec du plasma présentant une charge virale élevée.
Ainsi, Defficacité du désinfectant a été évaluée en mesurant I’AgHBs sécrété dans le milieu
de culture, ce qui suggére que le virus est entré dans la cellule et synthétise les protéines
virales [137].

Les HepaRG sont permissives au VHB [27]. Le fait que le virion puisse infecter
directement la cellule et supporte le cycle viral dans son intégralité permet d’en appréhender
plus précisément les étapes clés, notamment I’entrée dans la cellule. Cependant, I’infection
des HepaRG reste peu efficace. Malgré des conditions d’infections trés particuliéres et
adaptees, seulement 20% des cellules sont finalement infectées par le VHB. Le taux maximal
d’infection est obtenu en utilisant des cellules trés différenciées, une longue incubation avec
les virions, a une température de 32°C plutot que 37°C et I’ajout de polyéthyléne glycol
(PEG). La raison pour laquelle ce taux est si faible est encore mal identifiée, mais serait
probablement en lien avec la polarisation des hépatocytes qui sont regroupés en ilots et donc

I’accés a I’ensemble des cellules serait limité [28]. Cette faible efficacité d’infection et
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I’ajout nécessaire de réactifs comme les DMSO et PEG sont des inconvénients majeurs pour
les études d’entrée du virus dans la cellule. En effet, le DMSO et le PEG altérent les
membranes cellulaires et I’infection des hépatocytes par des virions en leur présence pourrait
étre biaisée.

L’infection directe par le VHB est donc encore confrontée a de sérieuses limites,
malgré les avancées importantes de ces derniéres années, notamment grace a la lignée
HepaRG. Aucun systéeme cellulaire ne permet actuellement de reproduire in vitro I’infection

chronique par le VHB.

3.2.2. Transfection transitoire

Dans le cas ou le virus n’est pas mis directement en contact avec la cellule pour
I’infecter, mais que c’est le génome viral qui est transféré dans les cellules, on parle de
transfection. Lorsque I’expression du génome viral n’est pas stable dans la cellule, on parle
de transfection transitoire. En effet, I’ ADN transfecté est perdu au cours du temps suite a la
dégradation cellulaire des ADN plasmidiques et a la division des cellules. Il est possible de
transfecter un ADN dans des lignées cellulaires en utilisant ou non des vecteurs pour délivrer
le génome dans la cellule.

Dans la transfection transitoire sans vecteur, le génome du VHB, aprés avoir été
amplifié puis digéré, est circularisé par les enzymes cellulaires et sert de matrice lors de la
transcription. Avec cette technique, le taux de réplication reste assez faible et la détection
des ARN viraux doit étre réalisée a I’aide de PCR (Polymerase Chain Reaction) quantitatives
(gPCR) trés sensibles. L’avantage principal est que 1’expression des protéines virales reste
soumise aux promoteurs viraux uniquement et respecte donc les synthéses naturelles du virus
[138].

L’autre approche utilise des vecteurs plasmidiques pour amener le génome du VHB

dans la cellule. Dans ce cas, I’équivalent ADN de I’ARNpg est intégré dans un vecteur de

80



Revue bibliographique

transfection sous I’influence d’un promoteur fort. Une telle technologie a été bénéfique dans
la compréhension du réle des protéines du VHB, mais aussi dans celui des éléments
régulateurs [15]. Les premiéres études ayant permis de relier les mutants de la polymérase a
des résistances aux antiviraux ont été menées par transfection transitoire et mutagénese
dirigée. Cependant, ces tests de premiére géneration étaient limités par une réplication assez
faible et par le fait que la présence de quasi-especes virales n’était pas du tout prise en
compte. De nouvelles études ont mis au point récemment des tests utilisant des clones de
I’ensemble de la quasi-espece virale, corrigeant ainsi le biais précédent [138].

Dans les deux technologies de transfection transitoire, les niveaux de réplication
restent faibles. Comme une fraction minoritaire des cellules en culture est transfectée,
I’impact de la réplication virale sur la cellule reste difficile a analyser. De plus, le caractere
transitoire de la transfection ne permet pas d’étudier a long terme les effets de la réplication

du VHB sur la cellule.

3.2.3.  Lignées cellulaires a expression stable

Afin d’améliorer I’étude du cycle viral, la lignée HepG2 a été modifiée pour exprimer
de fagon stable le génome du VHB. Cette lignée, HepG2.2.15 a été obtenue en transfectant
un dimere de génome viral a I’aide d’un vecteur portant une résistance a la généticine. Apres
sélection, les cellules exprimant les protéines virales ont été multipliées et la stabilité de
I’expression démontrée pendant plus de six mois [139]. L’avantage de ce type de lignée est
la possibilité de constituer facilement des solutions de virions infectieux qui peuvent étre
utilisés ensuite sur d’autres types cellulaires. La lignée Hep(G2.2.15 a ouvert la voie des
lignées cellulaires a expression stable et de nouvelles lignées exprimant différentes souches
de VHB ont alors vu le jour, notamment concernant des mutants résistants au antiviraux

[138].
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3.2.4. Transduction par les vecteurs viraux

Parallélement a ces techniques d’infection, des techniques de transduction par le
génome viral total ou partiel ont été mises au point. Plusieurs technologies peuvent étre
utilisées, présentant chacune des avantages et inconvénients dans 1’étude du VHB. Parmi
celles-ci, 1’utilisation de baculovirus, de vecteurs dérivés de virus associés aux adénovirus
(AAV) ou de vecteurs lentiviraux. Ces trois techniques peuvent étre utilisées pour délivrer
le génome du VHB a I’intérieur d’hépatocytes en culture et ainsi explorer la réplication, la

synthése protéique, les résistances ou le cycle viral du VHB.

a) Baculovirus

Les baculovirus sont des virus enveloppés qui infectent les insectes mais qui sont
également capables de pénétrer dans différents types de cellules dont les hépatocytes. Les
baculovirus ont la capacité de délivrer le transgéne dans le noyau de la cellule sans s’y
répliquer et en engendrant que peu d’effets cytopathogénes. Le géne d’intérét est alors inséré
dans un vecteur de transfert présentant des séquences homologues au génome super enroulé
du baculovirus. La recombinaison a lieu entre le géne d’intérét et le génome du baculovirus
dans une cellule d’insecte. Les baculovirus contenant le géne d’intérét peuvent ensuite
infecter des cellules en culture comme des hépatocytes et délivrer le transgéne au noyau afin
qu’il soit traduit. Le transgene peut €tre une simple séquence protéique ou le génome viral

complet, puisque les baculovirus acceptent jusqu’a 10kb selon les types (Figure 27).
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Figure 27 : Principe de la technologie de transduction par les baculovirus.

Le géne d’intérét est flanqué des séquences de recombinaisons du géne de la polyhédrine présent sur le génome
des baculovirus. L’insertion du gene d’intérét dans le génome superenroulé du baculovirus a lieu dans les
cellules d’insectes. Les baculovirus comportant le géne d’intérét sont sélectionnés et transduits dans une lignée
cellulaire comme les HepG2 qui permet la production de virion ou de protéines recombinantes selon le géne
intégré initialement [140, 141].

Des ¢tudes ont été menées sur la capacité d’infection des HepG2 par un baculovirus
contenant 1,3 unités de génome du VHB a la place du géne codant la polyhédrine. En effet,
il est nécessaire de délivrer cette quantité de génome afin de pouvoir obtenir I’ARNpg qui
est plus long que le génome lui-méme. Le modéle mis au point permet d’obtenir une
réplication élevée du VHB. Il permet é¢galement de détecter ’ADNccc, méme en faible
quantité [140]. Ce systéme de transduction se révele particulierement intéressant pour
I’étude de génomes mutés du VHB, notamment concernant les mutations de résistances. En
effet, il suffit d’intégrer au baculovirus un génome modifié par mutagénese dirigée. Ce
systéme permet également d’évaluer 1’efficacité de traitements antiviraux a différents stades

de la réplication [141].
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b)  Vecteurs issus des virus adéno-associés

Les AAV sont de petits virus défectifs non enveloppés de 20 a 25 nm de diamétre.
Leur découverte est liée a la mise en évidence de contaminant de cultures d’adénovirus d’ou
leur appellation. La co-infection entre un AAV et un adénovirus est nécessaire pour conduire
aun cycle de réplication efficace. Cependant, aucune maladie humaine n’est aujourd’hui liée
a une infection par les AAV. Seuls deux genes sont codes par le génome des AAV : le géne
rep est nécessaire a la réplication virale alors que le cap code les protéines structurales. Ces
genes sont bornés par deux séquences terminales répétées inversées (ITR). En I’absence de
virus associé qui permettrait aux AAV de compléter leur cycle de réplication, le génome est
intégré spécifiguement dans le génome de la cellule hote et reste latent. Il existe plus de 100
variants d’AAV qui se distinguent par leur capside. Cette grande diversité leur confere un
tropisme varié et des caracteristiques de transduction différentes [142].

La construction d’AAV recombinant (rAAV) est possible en remplacant les
séquences codantes par le géne d’intérét entre les ITR. La production de vecteurs AAV est
réalisée par co-transfection de trois plasmides dans des cellules embryonnaires de rein
humain, les HEK293T (Human Embryonic Kidney) qui sont tres permissives. Le premier
plasmide contient le géne d’intérét borné par les séquences ITR du rAAV. Le second, appelé
plasmide d’enveloppe, apporte les génes codants les protéines rep et cap des AAV. Le
troisieme ou plasmide helper, comprend les génes nécessaires a la complétude du cycle viral
du rAAV (Figure 28). Initialement, la construction de vecteur rAAV nécessitait 1’infection
de la cellule permissive par les adénovirus directement pour apporter les génes accessoires.
Actuellement, 1’utilisation d’un plasmide pour I’apport de ces génes permet de limiter les
contaminations [143]. Ensuite, ’infection des cellules cibles par le TAAV est classique

puisque ce virus est facilement cultivable, et le transgene persiste dans la cellule transduite.
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Figure 28 : Principe de la technologie de production des AAV recombinants.

AAV : virus adéno-associé. rAAV : virus adéno-associé recombinant. La production de rAAV est obtenue en
co-transfectant trois plasmides dans des cellules permissives HEK293T : le plasmide d’enveloppe permet de
synthétiser les protéines des AAV (rep : protéines liées a la réplication, cap : protéines structurales ou VP), le
plasmide d’intérét contient le transgene borné par les séquences nécessaires a l’intégration du génome dans
le génome de la cellule héte, le plasmide helper apporte les protéines des adénovirus nécessaires a la
complétude du cycle AAV (E4 pour ['induction de I’apoptose, E2A pour la réplication de I’ADN, VA pour la

régulation de la transcription). Ce schéma a été réalisé d’aprés Okada [144].

L’inconvénient majeur de cette technologie est la faible capacité d’intégration limitée
a 4,7kb. Cependant, la faible toxicité, 1’absence de maladie associée chez I’homme, la
possibilité de cibler des cellules particuliéres selon le génotype d’AAV utilisé en font des
points forts. Ces caractéristiques sont particuliérement intéressantes dans la thérapie génique
[142]. Concernant le VHB, cette technologie permet de transduire le génome complet qui
est de petite taille. Ainsi, plusieurs études récentes utilisent les rAAV pour mettre au point
un mod¢le d’infection chez la souris qui permettrait d’étudier le cycle viral ou I’effet de
molécules antivirales [145, 146]. Egalement, I’infection d’une souris transgénique par un
rAAV contenant le génome du VHB a permis de détecter le cccDNA dans le foie de I’animal

de facon persistante. Ce modele pourrait ouvrir la voie d’études pour de nouvelles molécules
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antivirales ciblant I’ADNccc [147]. Peu d’études utilisent cette technologie pour transduire
une partie du génome du VHB. Seulement deux études asiatiques publiées ont utiliseé cette
technologie pour transduire des cellules dentritiques avec un rAAV contenant d’une part

1’AgHBs et d’autre part 1’AgHBc [148, 149].

c)  Vecteurs lentiviraux

Les Lentivirus sont des virus enveloppés a génome ARN de la famille des
Retroviridae. Ce sont des virus caractérisés par une longue période d’incubation, d’ou leur
nom, et un effet cytopathogene fort sur les cellules du systeme immunitaire. Le plus connus
des Lentivirus est le VIH. Les vecteurs lentiviraux les plus fréquents dérivent de ce virus. Le
cycle réplicatif du VIH comporte deux phases : une phase pré-intégrative et une phase post-
intégrative. Au cours de la premiere étape, le VIH pénétre dans la cellule par fusion des
membranes. L’ ARN viral est alors décapsidé et rétro-transcrit puis transporté vers le noyau
pour que I’ADN proviral s’intégre dans le génome de la cellule hote. Lors de la deuxiéme
étape, les genes viraux intégrés sont transcrits par la machinerie cellulaire, les protéines
virales traduites, la capside assemblée pour pouvoir libérer un virion infectieux par
bourgeonnement des membranes. La production d’un vecteur lentiviral dans le but de
I’utiliser in vitro nécessite la suppression de la phase post intégrative du cycle viral et des
genes pathogenes pour ’homme afin de sécuriser la technologie. Le principe de la
technologie repose sur le remplacement des génes pathogénes par un ou plusieurs génes
d’intérét dans le génome de la particule lentivirale pour pouvoir ensuite reproduire la phase
pré-intégrative dans la cellule cible. L’intégration des génes d’intérét dans le génome de la
cellule permet une expression stable du transgéne sans production de particules infectieuses.
Les lentivirus ont donc I’avantage de n’entrainer aucune réaction immunitaire. Comme tous
les vecteurs intégratifs, leur utilisation en therapie génique reste soumise a la contrainte de

la maitrise du site d’intégration dans le génome cellulaire. Concernant leur utilisation en

86



Revue bibliographique

recherche in vitro, ils ont I’avantage de pouvoir infecter des cellules quiescentes ou en

division.

La production de ces vecteurs consiste en la co-transfection transitoire de trois

vecteurs qui apportent chacun les genes nécessaires a la constitution des particules dans des

cellules HEK293T :

Le plasmide d’expression contient le géne d’intérét et les séquences
conservées qui agissent en cis, ¢’est-a-dire qui doivent étre retrouvees dans
les particules virales.

Le plasmide d’enveloppe contient les génes des protéines d’enveloppe du
VIH-1 ou d’un autre virus qui serait plus adapté aux cellules cibles.

Le plasmide d’encapsidation contient les génes des protéines structurales qui
agissent en trans pour former les particules virales. Les séquences LTR (Long
Terminal Repeat) ont été délétées pour éviter I’encapsidation et la retro-

transcription de cet ARN.

Construction du plasmide d’expression

Le plasmide d’expression est construit par clonage moléculaire. Le géne d’intérét,

borné par des sites de restrictions enzymatiques, est intégré au niveau du site de multi-

clonage (MCS) du vecteur d’expression. Les séquences du VIH-1 nécessaires agissant en cis

sont également sur ce plasmide :

La séquence RRE (Rev Response Elements) est nécessaire a la fixation de la
protéine rev du VIH-1 qui va permettre 1’export des transcrits viraux vers le
cytoplasme ;

La séquence ¥ est un signal spécifique pour I’encapsidation ;

La séquence PBS (Primary Binding Site) est le site de fixation de 1’amorce

de retro-transcription ;
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e Lasequence cPPT (central PolyPurine Tract) est nécessaire a la synthése du

brin positif et a ’import nucléaire de I’ADN proviral.

Le geéne d’intérét est sous I’influence d’un promoteur fort, comme le promoteur CMV
(Cytomegalovirus) qui est un promoteur viral ou le promoteur EF1-o (Elongation Factor)
qui est un promoteur d’origine humaine. Ils entrainent des niveaux trés importants de
réplication du géne qu’ils controlent. De part et d’autres des séquences codantes (séquences
VIH-1 et géne d’intérét), des séquences non codantes LTR sont positionnées. Elles sont
nécessaires a 1’encapsidation des transcrits ARN et a leur rétro-transcription. La séquence
U3, qui contient un promoteur viral et est nécessaire a I’intégration de I’ ADN viral, compose
également les LTR dans le VIH-1. Dans le cas des vecteurs d’expression, le LTR en 3’ du
vecteur a été délété afin d’assurer la biosécurité des vecteurs. En effet, lors de la rétro-
transcription, la délétion est reportée en 5’ et le vecteur est inactivé. La séquence WPRE
(WHYV Post-transcriptional Response Element) peut également étre utilisée pour augmenter

I’expression du gene d’intérét (Figure 29).

au3l

WPRE
—- PBS | ¥ T RRE | cPPT o EFla H Transgéne I -—

Figure 29 : Plasmide d’expression contenant le géne d’intérét.

La composition de ce plasmide est un exemple choisi par rapport au plasmide utilisé au laboratoire, d’autres
constructions sont disponibles. Les séquences LTR sont les séquences non codantes du VIH-1 importantes pour
la réplication virale. Les séquences en amont du transgene (PBS, ¥, RRE et cPPT) sont les séquences
régulatrices en cis. EF1-« est le promoteur qui contréle le transgene. WPRE est une séquence non rétrovirale
qui amplifierait ['expression du transgéne. AU3 signifie que la séquence LTR en 3’ est délétée de la séquence

U3 correspondant au promoteur viral.
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Composition du plasmide d’enveloppe

Un des avantages de la technologie lentivirale est la possibilité de pseudotyper les
particules afin d’améliorer leur tropisme cellulaire. Ainsi, il est possible d’utiliser d’autres
protéines d’enveloppe que celles du VIH-1. La protéine la plus utilisée est la glycoprotéine
G du virus de la stomatite vésiculeuse (VSV), dont I’expression est contrdlée par un
promoteur fort (Figure 30). En effet, cette protéine confére aux particules lentivirales un tres
large tropisme, notamment dans les cellules humaines. Seules quelques cellules ne sont pas
transductibles par des particules exprimant la VSV-G a leur surface puisqu’elles n’expriment
pas le récepteur qui a réecemment été identifié [150]. L’utilisation de la VSV-G a la surface
de I’enveloppe des particules lentivirales induit qu’elles suivent le cycle viral des virus VSV

quant a la reconnaissance, 1’entrée dans la cellule et la décapsidation des vecteurs.

— CMV |+ vsv-G |— polyA —

Figure 30 : Composition du plasmide d’enveloppe.

La composition de ce plasmide est un exemple choisi par rapport au plasmide utilisé au laboratoire, d’autres
constructions sont disponibles. Le géne de la glycoprotéine du VSV (VSV-G) est sous [’influence d’un

promoteur fort (CMV) afin de la produire en quantité.

Composition du plasmide d’encapsidation

Le plasmide d’encapsidation contient les séquences en trans nécessaires a la
formation de particules lentivirales effectives. Ces séquences sont sous 1’influence d’un
promoteur fort souvent viral comme le CMV. Plusieurs protéines virales sont necessaires a
I’obtention du vecteur lentiviral. Le plasmide d’encapsidation ou de transcomplémentation
contient donc les protéines gag, pro, pol, tat et rev. La séquence ¥ a été délétée pour éviter
toute encapsidation des protéines du VIH-1 (Figure 31). La séquence gag code les protéines
de capside nécessaires pour 1’encapsidation du génome du vecteur lentiviral codé par le
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vecteur d’expression. La séquence pro code la protéase virale nécessaire au clivage gag/pol.
La sequence pol permet la synthese des enzymes intervenant dans la réplication virale, la
réverse transcriptase et I’intégrase. Les génes tat et rev sont nécessaires lors de 1’assemblage
des particules lentivirales et agissent comme des activateurs transcriptionnel et post-
transcriptionnel respectivement. La protéine rev est en effet capable de se fixer sur la
séquence RRE afin de permettre 1’export des ARN viraux vers le cytoplasme. Le plasmide
ne contient aucune séquence d’intégration comme les LTR ou de réplication comme cPPT.
Afin d’améliorer encore la biosécurité des vecteurs, certaines équipes utilisent quatre

plasmides en séparant le plasmide d’encapsidation et en isolant la protéine rev.

GAG RRE
CMV = PRO |__POL_ | AT polyA

REV

Figure 31 : Composition du plasmide d’encapsidation.

La composition de ce plasmide est un exemple choisi par rapport au plasmide utilisé au laboratoire, d’autres
constructions sont disponibles. Les séquences en amont du transgene gag, pro, pol, tat et rev sont issues du
VIH-1et sont nécessaires en trans a [’obtention de particules virales effectives. CMV est un promoteur fort. A¥

signifie que la région ¥ est délétée.

Production des particules lentivirales
Pour produire des particules, les trois plasmides décrits ci-dessus sont transfectés
transitoirement dans les cellules HEK293T (Figure 32). Ces cellules sont trés permissives et
permettent la production de forts titres viraux. Pour améliorer le titre viral, une ultra

centrifugation du surnageant cellulaire filtré est possible [151].
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Plasmide d’expression

AU3 AU3
—- PES | W ] RRE | cPPT I—I EFla H Transgéne
Plasmide d”enveloppe Plasmide d’encapsidation
GAG RRE
CMV polyA — + cMv o o BT — polyA
a REV

Co-transfection des
cellules 293T

Particules lentivirales

Figure 32 : Principe de production de particules lentivirales par co-transfection transitoire.

Les trois plasmides (expression, enveloppe et encapsidation) sont transfectés simultanément dans des cellules
HEK?293T. Chaque plasmide exprime les protéines structurales, enzymatiques ou accessoires en cis ou en trans
nécessaires a la constitution de particules virales fonctionnelles. Les cellules 293T sont utilisées comme
« support » de production et les particules virales fonctionnelles sont libérées dans le surnageant. Ce dernier

est filtré et peut étre ultracentrifugé pour améliorer la concentration des particules.

Le titre viral peut étre estimé par la mesure en ELISA (Enzyme Linked
ImmunoSorbent Assay) de I’Ag p24 du VIH-1 qui est codée par la séquence gag et constitue
la capside de la particule virale. Le titre ARN peut également étre utilisé en réalisant une
RT-qPCR ciblant les genes clés du vecteur d’expression (PBS) sur la suspension virale
[152]. Cependant, ces deux technologies de quantification du nombre de particules virales
dans le surnageant surestiment le titre infectieux en tenant compte des particules virales vides
pour I’Ag p24 ou des particules virales défectives pour le titre ARN [153]. Si le transgéne le
permet, il est possible d’utiliser des techniques indirectes de quantification aprés
transduction des cellules par les particules lentivirales. En effet, I'utilisation de la cytométrie

en flux est soumise a I’existence d’ Ac marqué par un fluorochrome dirigé contre la protéine
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d’intérét ou a ’utilisation d’une protéine d’intérét directement fluorescente ou construite en
fusion avec une protéine fluorescente comme la GFP (Green Fluorescent Protein). La
quantification de I’ADN intégré par qPCR est également possible aprés transduction de

cellules [152].

La technologie lentivirale présente de nombreux avantages pour son utilisation in
vitro. En effet, c’est un systéme d’expression stable dans les cellules quiescentes ou en
division. De plus, la possibilité de pseudotyper les particules permet d’obtenir un tropisme
trés large. Autre avantage, il n’y a aucun effet cytopathogene de ces particules lentivirales,
ce qui garantit I’absence d’interférence lors de la production de protéines virales (si le
transgene est d’origine viral) dans les cellules cibles. L’inconvénient majeur supporté est la
question de la biosécurité. Cependant, depuis plusieurs années, ce parametre s’améliore
continuellement pour qu’aujourd’hui, ce ne soit plus un probleme pour les études in vitro.
Contrairement aux AAV, les vecteurs lentiviraux présentent de plus un faible potentiel
immunogéne et une capacité de clonage allant jusqu’a 8kb [154]. Comme pour les AAV, il
est donc possible de transduire le génome complet du VHB et de produire des pseudo-
particules. Une étude récente a d’ailleurs montré via I’utilisation de ces particules construites
par la technologie lentivirale, que la présence du NTCP a la surface des cellules était un
¢lément nécessaire mais non suffisant a 1I’établissement de 1’infection par le VHB [155]. Il a
également été¢ démontré que ’utilisation d’un vecteur lentiviral exprimant la protéine HBc
induisait une réponse immunitaire cellulaire chez la souris [156]. Peu d’études se sont
intéressees a la production de protéines du VHB par la technologie lentivirale, mais une
étude a montré que le niveau d’ADN transféré dans le foie de la souris et la persistance de
I’ADN du VHB et de I’AgHBs était supérieur en utilisant la technologie lentivirale par

rapport aux AAV [157].
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Obijectifs des travaux de recherche

Concernant le PBC, I’implication des mutations dans la sevérité des lésions
hépatiques est aujourd’hui définie comme favorisant une évolution vers le CHC ou la
cirrhose. Malgré de nombreuses publications sur le sujet, le role des mutants PC reste
controversé. Au cours de ces travaux, nous avons abordé 1’étude des mutations des régions
PC et PBC sous deux approches différentes.

1- Une approche clinique comprenant deux études qui ont permis de préciser les
données épidémiologiques francaises concernant la prévalence des mutants des régions PC
et PBC. La premiere étude, menée en collaboration avec I’Institut National de Transfusion
Sanguine (INTS), avait pour objectif d’identifier la prévalence de ces mutations dans une
population de donneurs de sang découverts séropositifs pour le VHB a 1’occasion de leur
don. La deuxiéme étude, multicentrique et financée par 1’Agence Nationale de Recherche
sur le SIDA et les Hépatites (ANRS), a été réalisée chez des patients porteurs chroniques du
VHB et suivis pour cette infection dans les services de Gastro-entérologie des centres
hospitaliers francais. Dans cette deuxiéme étude, 1’objectif secondaire était d’établir un lien
entre la présence des mutations PC et PBC et la séveérité des Iésions hépatiques chez les
patients infectés par le VHB.

2- Nous nous sommes orientées vers une approche plus fondamentale de 1’étude du
role des mutations des régions PC et PBC sur la sévérité des Iésions hépatiques. A travers le
projet Lenticore, nous souhaitons apporter des outils et des connaissances supplémentaires
concernant I’impact in vitro des mutations des PBC et PC sur la fibrose hépatique. Ce projet
comporte plusieurs étapes :

e construire les particules lentivirales contenant des séquences d’intérét du VHB

e produire les protéines HBe et HBc apres transduction des lignées HepaRG
La mise en place de ces outils technologiques constitue une approche innovante dans 1’étude
in vitro des protéines du VHB et un réel pari scientifique puisque la transduction des

HepaRG par les lentivirus n’a jamais été décrite a ce jour. Enfin, le dernier objectif du projet
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Lenticore sera d’étudier le role des protéines HBe et HBc du VHB et des mutants PBC et
PC dans la modulation de la sécrétion de cytokines pro-fibrotiques (collagene 1, TGF-B,
PDGF, a-SMA, MMP-1) par les hépatocytes. La culture du VHB restant toujours difficile,
un modele de co-culture d’hépatocytes et de cellules hépatiques stellaires est en
développement au laboratoire. Ce troisiéme volet reste une perspective a poursuivre suite a

ce travail de these.
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Chapitre 1

1. Chapitre 1 : Etude des mutations de la région PC du VHB
chez les donneurs de sang

Correlation Between The Promoter Basal Core and Precore Mutations and
HBsAg Quantification in French Blood Donors Infected With Hepatitis B
Virus. A. Pivert, A. Servant-Delmas, F. Lunel-Fabiani, H. Le Guillou-
Guillemette, S. Laperche, and A. Ducancelle. J. Med. Virol. 87 : 529-535,
2015.

L’infection chronique par le VHB comporte plusieurs phases en fonction de
1’équilibre entre le systéme immunitaire de 1’hote et ’agent pathogéne. Au cours de la phase
d’infection chronique AgHBe négative, anciennement nommée « portage inactif », le
systeme immunitaire contrdle parfaitement la réplication virale qui est trés réduite voire
inhibée. Ce mécanisme explique que les lésions hépatiques soient minimes, et le patient est
souvent asymptomatique. Certains auteurs se sont intéressés a la prévalence des mutants PC
et du PBC dans une population particuliére de patients, les donneurs de sang nouvellement
dépistés AgHBs. Ces patients étaient dans la majorité des cas dans la phase d’infection
chronique AgHBe négative. Ces études ont montré une forte prévalence des mutants PC chez
ces patients [108, 158]. Sachant qu’il n’existait aucune donnée chez les donneurs de sang
francais, nous avons initié un projet en collaboration avec le Dr Syria Laperche (INTS) et
les Etablissements Francais du Sang (EFS) afin d’étudier la prévalence des mutants PBC et
PC dans cette population.

Notre étude, menée chez 200 volontaires donneurs de sang présentant une sérologie
positive pour I’AgHBs confirmée sur un deuxiéme prélevement, a été réalisée entre 2006 et
2007. Les sérologies VIH et VHC étaient négatives, et les patients naifs de traitement contre

le VHB. Les données épidémiologiques (age, sexe, origine géographique, mode de
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contamination) et des données cliniques ont été colligées a I’aide d’un questionnaire diffusé
préalablement a tous les centres de transfusion.

Le statut sérologique vis-a-vis du VHB a été fourni par I’INTS. Contrairement au
statut Ac antiHBe, les résultats de I’ AgHBe n’étaient malheureusement disponibles que pour
une minorité de patient (77/200). La charge virale VHB par gPCR en temps reéel, le
génotypage des souches de VHB par séquencage de la polymérase et la recherche des
mutations par séquencage des régions PBC et PC ont également été réalisés au laboratoire
de Virologie du CHU d’Angers. Concernant le génotypage, les séquences réalisées ont éte
comparées une a une a une banque de données contenant I’ensemble des 8 génotypes décrits.
La quantification de I’AgHBs a également été réalisée afin de montrer I’intérét d’utiliser ce
marqueur virologique dans cette population particuliere de patients et d’étudier le titre
d’AgHBs en fonction du génotype et du profil des mutations PBC et PC.

Le génotypage des souches de VHB a confirmé la prédominance des infections par
des souches de VHB de génotypes D (36%), A (29%), et E (20%). La prévalence pour les
génotypes B et C était faible. Concernant les mutations des régions PBC et PC, la mutation
G1896A (mutation PC) a été retrouvée chez 60% des donneurs (107/180) alors que le double
mutant PBC était minoritaire (63/172, 37%). Ces mutations étaient principalement
retrouvées chez les patients présentant des Ac anti-HBe (94% pour les mutants PC, 85%
pour les mutants PBC). Les donneurs de sang infectés par un virus portant la mutation PC
avaient une charge virale VHB significativement plus basse que ceux infectés par un virus
PC sauvage (3,28 log Ul/ml versus 4,28 log Ul/ml, p=0,0002) ainsi qu'un titre AgHBSs plus
faible (3,73 log Ul/ml versus 4,21 log Ul/ml, p= 0,003). En revanche, nous n’avons pas
montré de différence significative entre les charges virales et les titres d'’AgHBs chez les
donneurs de sang infectés par un virus portant la double mutation PBC et ceux infectés par
un virus PBC sauvage. Une analyse multivariée a été réalisée pour chacune des mutations

PC et PBC mais I’effectif trop faible des populations virales détectées n’a pas permis
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d’obtenir des résultats probants. D’autre part, I’absence de données concernant 1a gravite des

Iésions hépatiques a limité 1’étude des facteurs indépendants de fibrose.

Cette étude a permis de confirmer les données de la littérature concernant d’une part
la distribution des génotypes en France [159-161] ; et d’autre part, la forte prévalence de la
mutation PC dans la population des donneurs de sang [108, 158]. Nous avons également
montré que la charge virale et le niveau d’AgHBs étaient diminués lorsque la mutation PC
était présente, ce qui suggere une infection virale moins productive chez ces patients avec
un contréle de la réplication virale par le systeme immunitaire. Sachant que les donneurs de
sang dans notre étude étaient tous asymptomatiques au moment de leur don, il est probable
que la majorité d’entre eux étaient au stade d’infection chronique AgHBe négative.
Cependant, nous ne disposions pas des données de la biopsie hépatique ou des marqueurs
non invasifs de fibrose ni du dosage des transaminases pour confirmer cette hypothése. Ces
résultats posent la question du réle de la mutation G1896A dans la sévérité des lésions
hépatiques. En effet, dans notre étude, la mutation G1896A était plutbt associée a une
évolution favorable de la maladie hépatique. Les différentes phases décrites dans I'histoire
naturelle de I'hépatite chronique B suivent un processus dynamique au cours du temps sous
la pression de la réponse immunitaire de I'hdte. La sélection des mutants PBC et PC pourrait

également contribuer a ce processus complexe selon des mécanismes encore inconnus.
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Correlation Between The Promoter Basal
Core and Precore Mutations and HBsAg
Quantification in French Blood Donors
Infected With Hepatitis B Virus

A. Pivert,! A. Servant-Delmas,” F. Lunel-Fabiani,! H. Le Guillou-Guillemette,’

S. Laperche,? and A. Ducancelle'*

{Laboraioire de virologie et Laboratoire HIFIH, UPRES EA 3859, University Hospital Angers, 4, rue Larrey 49000,
Angers, France

ZDepartement d’etudes des agents transmissibles par le sang, Cenire national de réference des hepatites B et C et du
VIH en transfusion, National Blood Transfusion Institute, F-75015, Paris, France

Hepatitis B virus (HBV) basal core promoter
(BCP) and precore (PC) mutations, HBV viral
load and HBV surface antigen (HBsAg) quanti-
tation were screened to assess correlations
between these HBV markers in asymptomatic
chronic hepatitis B carriers in France. From
January 2006 to July 2007, 200 sera were
collected from patients who were discovered
to be HBsAg-positive when they volunteered to
give blood. Direct sequencing of precore/core
gene was used to detect A1762T/G1764A muta-
tions in the BCP and G1896A in the PC region.
HBV viral load and HBsAg were quantified with
two commercials assays. The prevalence of the
BCP and PC mixed/mutants were 37% and 60%
respectively (P=0.0001). HBVY DNA level and
HBsAg titer were significantly lower in subjects
harboring the mixed/mutant PC virus com-
pared to those infected by the wild phenotype.
No significant difference was observed in HBV
viral loads of blood donors infected by wild
or mixed/mutant BCP viruses. Mutant or mixed
PC wvirus was associated with male gender,
HBeAb-positive status and HBV/D and HBV/E
genotypes. BCP mutations were associated
with age, and both HBV/A-HBV/E genotypes.
The genetic properties of HBV in this cohort
showed that most of the blood donors had
a negative HBeAg serological status and
harbored the PC mutant phenotype in combi-
nation with low levels of both HBV DNA
and HBsAg. As the study was conducted in
healthy subjects who could be considered as
asmptomatic carriers, these results suggest
a possible protective effect of the G1896A
mutation against severe liver lesions. J. Med.
Virol. 87:529-535, 2015.
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INTRODUCTION

Hepatitis B virus (HBV) is the most common cause
of serious liver disease in the world [McMahon, 2014].
Beyvond the manifestations associated with acute
hepatitis, chronic HBV infection results in a highly
increased risk of developing liver cirrhosis and hepa-
tocellular carcinoma (HCC) (Bruix and Llovet, 2003;
Llovet et al., 2003).

HBV has been classified into 8 genotypes separated
by more than 8% genetic diversity (A-H) in the entire
genome sequence [Pujol et al., 2009]. Subgenotype
diversity has also been described within several HBV
genotypes, with a minimum genetic distance of 4%.
Genotype A (HBV/A) is distributed worldwide and is
the main genotype found in Europe, North America,
Africa and India. Genotypes B (HBV/B) and C (HBV/
C) are predominant in FKast and Southeast Asia and
Australia. Genotype D (HBV/D) is mainly found in
the Mediterranean countries and in India. Genotype
E (HBV/E) is most frequent in West Africa. Genotype
G (HBV/G) has been characterized in samples from
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the USA, Mexico, and France. Genotypes F (HBV/F)
and H (HBV/H) are found exclusively in Central and
South America.

A number of genetic variants have been reported in
the basic core promoter (BCP) and the precore (PC)
regions. The most frequently reported variants in the
BCP region are an A-to-T substitution at position
1762 and a G-to-A substitution at position 1764, hoth
involved in decreasing hepatitis B e antigen (HBeAg)
expression [Okamoto et al., 1994|. G-to-A change at
nucleotide 1896 (codon 28) in the PC region (G1896A
mutation or PC mutation), which creates a premature
stop codon, prevents the translation of the precore
protein and completely abolishes the production
of HBeAg [Carman et al., 1989]. Mutations in the
BCP and the PC regions of the HBV genome are
associated with variations in viral replication rates
and severity of liver disease [Kitab et al.,, 2012;
Tong, 2005; Truong et al., 2007; Datta et al., 2008;
Tsai et al., 2008]. Few data are available concerning
BCP and PC mutations in the setting of blood
donation. Recently, several studies described a high
frequency of G1896A mutation (>55%) in Indian,
Scottish and French blood donors who were positive
for hepatitis B surface antigen (HBsAg) [Davidson
et al., 2005; Ducancelle et al., 2011; Vivekanandan
et al., 2004]. The results of those studies support the
notion that BCP and/or PC mutants may be under-
reported in asymptotic chronic HBV carriers.

Recently, quantitative immunoassays for the detec-
tion of HBsAg became available. They offer more
reliable quantitative data for the prediction of clinical
and treatment outcomes [Moucari et al., 2009a] or for
the classification of patients during chronic HBV
infection |Martinot-Peignoux et al., 2013]. Data con-
cerning the quantitation of HBsAg in asymptomatic
chronic HBV carriers remain limited. Therefore,
the present study was conducted to investigate the
distribution of BCP and PC mutants and their
correlation with HBV DNA viral load and HBsAg
levels in asymptomatic French blood donors positive
for HBsAg.

MATERIALS AND METHODS
Samples

In France, all HBsAg-positive blood donations are
centralized prospectively in the national reference
center for HBV and HCV in blood transfusions within
the National Blood Transfusion Institute (NBTL)
for further investigations. From January 2006 to
July 2007, 200 voluntary blood donors, deferred
subsequently, who were identified as HBsAg-positive
in French blood centers (including overseas depart-
ments and territories) were included in this study.
Blood donors were informed that their samples
could be used for research purposes at the time of
sampling. All included blood donors were naive of
any antiviral treatment against HBV and negative
for anti-HCV and anti-HIV antibodies.
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For all included donors, epidemiological character-
istics (age, sex, origin, risk factor of contamination)
and virological data (HBeAg, antibody against HBeAg
(anti-HBe), HBV viral load, and HBV genotype) were
retrieved from the national blood donor surveillance
data bank at the NBTL

HBYV Infection Markers

HBsAg and antibodies against hepatitis B core
antigen (anti-HBC) were assessed using the Prism
assays (Abbott Diagnostics, Rungis, France), Monolisa
HBsAg plus (Biorad, Marnes la Coquette, France) and
Monolisa anti-HBe Plus (Biorad) in continental
France and Axsym (Abbott Diagnostics) in the over-
seas departments and territories. HBeAg and HBeAb
were tested with Ag/lAc EBK assay (Diasorin, Salug-
gia, ltaly) and antibodies against HBsAg (HBsAb)
with AUSAB IMx or Murex anti-HBs (Diasorin). HBV
DNA viral load was determined using COBAS Taqg-
man HBV assay (Roche Diagnostics, Meylan, France)
showing a limit of detection of 6 IU/ml (linear
quantitation range from 20 [U/m1-1.7 10® IU/ml).

HBV genotyping was based on an S-gene sequenc-
ing method described elsewhere [Servant-Delmas
et al., 2010].

Detection of BCP and PC Mutations

HBYV DNA extraction and amplification. Mo-
lecular characterization of BCP and PC mutations
was performed in Angers University Hospital. HBV-
DNA was extracted from 500 pl of plasma using the
m2000sp Platform (Abbott Molecular Diagnostics,
Les Plaines, USA) according to the manufacturer’s
instructions. Amplification of the BCP/PC region
was performed with an in-house nested PCR
protocol as deseribed previously |Friedt et al, 1999].
PCR products covering the BCP/PC region (363 hp)
were purified using Nucleospin Extract II columns
(Macherey Nagel, Diiren, Germany) and used as tem-
plates for direct sequencing. Purified BCP/PC PCR
products were sequenced bi-directionally using the
BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing kit (Life
Technologies). After purification, sequences of amplified
nucleic acids were determined using the ABI 3130
Genetic Analyzer (Life Technologies, Foster City, USA).

Analysis of HBV sequences. Nucleotide sequen-
ces were analyzed with SeqScape software (Life
Technologies, Foster City, USA). BCP and PC region
sequence changes were used to determine the wild/
mixed/mutant PC and BCP phenotypes. The presence
of a point mutation from G-to-A at the nucleotide
1896 defined the mutant PC phenotype (G1896A).
The two-nucleotide substitutions A-T at nucleotide
1762 and G-A at nucleotide 1764 (A1762T/G1764A)
corresponded to the double mutant BCP phenotype.
At these positions, mixed populations were defined
by the detection of the two wild/mutant phenotypes
at 20% minimum [Wang et al., 2007; Varghese
et al., 2009].
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HBsAg Quantitation

HBsAg was quantified using Architect HBsAg QT
(Abbott Diagnostics) on an 11000 sr automate, which
has a range of quantification from 0.05-250.0 IU/ml.
Samples were automatically tested at a dilution of
1:500 and those with HBsAg levels under 175 1U/ml
were retested 1:1.

Statistical Analysis

Data handling and analyses were performed with
SPSS software for Windows, version 15.0 (SPSS Inc.,
Chicago, IL). Groups were compared for distributed
data using the Student’s #-test. Statistical compari-
sons of samples with BCP and PC phenotypes were
performed using Mann-Whitney and Fisher’s exact
tests as appropriate. A logistic regression was used to
determine whether the identified variables (age, sex,
HBe status, HBV DNA, HBsAg titer, HBV genotypes)
were associated with the presence of BCP and PC
mutations. The Spearman correlation coefficient was
used to correlate serum levels of HBsAg and HBV
DNA levels. P < 0.05 was considered significant.

RESULTS
Characteristies of HBV Blood Donors

Among the 200 included donors, there were 68
women and 132 men with a mean age of 30 years
(range: 18-64 years).

Fifty-six percent of the subjects originated from
Africa, 39% from Europe and 5% from Asia. Coming
from an endemic area (43%) was the highest ranking
identified risk factor, followed hy transfusion history
(19%), nosocomial transmission (7%), intrafamilial
contamination (3%), vertical transmission (1%), sexual
transmission (1%), and drug addiction (1%). These risk
factors were combined in 19% of the cases whereas no
risk factor was identified in 6% of the cases.

Eighty-five percent (170/200) of the samples were
HBeAg-negative and HBeAb-positive. All of the
HBeAg-negative samples were HBeAb-positive and
vice versa.

HBV/D was predominant (36%), followed by HBV/A
(29%), HBV/E (20%), HBV/C (8%), HBV/B (6%) and
HBV/F (1%). The mean age (= SD) of donors infected
with HBV/D (32+12 years) was significantly higher
than that of donors infected with HBV/C (26+8
years) or HBV/E (26 £7 years) (P= 0.01). There was
no significant difference in age between suhjects
infected with HBV/D or HBV/A (29412 years) or
HBV/B (28.5+ 11years).

The mean of HBV wviral load (+£SD) for the 200
samples was low (3.49loglU/ml+1.90). HBV/B-in-
fected blood donors had higher viral loads (4.77 log
IU/ml+2.71) than the others but the difference

was not significant: HBV/A (3.33loglU/ml+2;
P=0.10), HBV/C 4.44loglU/ml+2.83; P=0.50),
HBV/D  (3.16loglU/ml+1.46; P=0.06), HBV/E
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(3.76 log IU/ml+£1.55; P=0.24) and HBV/F (4.12log
IU/ml+£2.30; P=0.76).

The rate of HBeAb-positive samples according to
genotype was: 96% (69/72) for HBV/D, 87% (35/40)
for HBV/E, 81% (46/57) for HBV/A, 75% (12/16) for
HBV/C and 50% (6/12) for HBV/B.

PC and BCP Mutations

PC mutation profiles were determined in 180
suhjects: 73 (40%) and 107 (60%) harbored respective-
ly G1896 wild-type and A/G1896 mixed viruses. BCP
mutation profiles were successfully obtained in 172
blood donors. Wild and mutant/mixed viruses were
found respectively in 109/172 (63%) and 63/172 (37%)
samples (Tables I and II).

Tables I and Il illustrate the distribution of the
BCP and PC mutations according to demographic
and virological data. Conversely to the BCP muta-
tions, blood donors infected by the mixed-mutant
PC virus were younger than those infected by the
wild PC virus. The mutated and mixed PC viral
populations were distributed mostly in males (OR
=11.4, [95% CI 4.55; 30.25]). Mixed/mutated BCP
and PC populations were distributed mostly in anti-
HBe-positive patients as compared to patients with-
out anti-HBe: 94% (101/107) versus 6% (6/107) in
position 1896 (P < 0.0001) and 85% (54/63) versus
14% (9/63) in nucleotides 1762/1764. No significant
differences were noted in HBV viral load between
wild and mutated-mixed BCP populations (3.73log
[U/ml versus 3.59logIU/ml, P=0.6). In contrast,
HBYV viral load was lower in blood donors harboring
the mutant PC virus compared to those infected
by the wild virus: 3.28logIU/ml versus 4.28 log IU/ml
(P=0.0002). The distribution of BCP and PC muta-
tions appeared to be correlated with the HBV geno-
type: the G1896A mutation was associated with HBV/
D and HBV/E, while the BCP mutant was mostly
found in genotypes HBV/A and HBV/C.

HBsAg Quantitation

The median and mean of HBsAg titers in the blood
donor population were respectively 4,386 1U/ml and
3,6021U/ml (range 0.15-186,2451U/ml). Univariate
analysis showed a correlation of HBsAg levels with
age groups. The mean HBsAg titer was higher in the
age groups <19 years (15,030 IU/ml) and 20-30 years
(10,528 IU/ml), compared to the groups 31-40 years
(4,3711U/ml, P=0.026), 4150 years (6,0341U/ml,
P=0.01) and 51-65 years (4,804 IU/ml, P =0.04).

The mean HBsAg titer according to the HBV
genotypes showed a higher, but statistically insignifi-
cant, value for HBV/C: 18,739 1U/ml versus 11,228 [U/
ml for HBV/A, 4,454 1U/ml for HBV/B, 5,495 1U/ml for
HBV/D, 12,042 1U/ml for HBV/E and 13,429 1U/ml for
HBV/F.

As relates to the HBe status, the mean HBsAg
level was higher in HBeAg-positive subjects
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TABLE I. Relationship Between Wild and Mixed/Mutant Type Precore Virus (PC) and HBV Infection Markers in HBV
Deferred Blood Donors

Blood donor characteristics Wild PC Mixed/Mutant PC P-value OR CI 95%
Number/total 73/180 107/180
% 40 60
Age
Mean 29.61 27.52 0.22 0.5 [0.26; 0.95]
SD 11.76 10.66
CI 95% [26.86; 32.35] [25.47; 29.56]
Gender
Female 30 6 <0.0001 0.08 [0.03; 0.21]
Male 43 101 <0.0001 114 [4.55; 30.25]
HBe Status
anti-HBe positive (%) 50 (68) 101 (94) <0.0001 7.7 [2.96; 20.22]
anti-HBe negative (%) 23 (32) 6 (6) <0.0001 0.12 [0.04; 0.33]
HBV DNA
Mean 4.28 3.28 0.0002 0.5 [0.11; 2.20]
SD 2.36 1.19
CI 95% [3.79; 4.83] [3.05; 3.50]
HBsAg titer
mean 16550 5459 0.003
SD 31277 6263
CI 95% [9552; 23847] [4258; 6659]
HBYV genotypes
A 41 9 <0.0001 0.07 [0.03; 0.16]
B 8 3 NS 0.23 [0.06; 0.91]
C 7 8 NS 0.76 [0.26; 2.20]
D 9 56 <0.0001 7.8 [3.52; 17.27]
E 7 31 0.001 3.84 [1.58; 9.30]
F 1 0 NS
OR, odds ratio; SD, standard deviation; NS; not significant.

TABLE II. Relationship Between Wild and Mixed/mutant Type BCP Virus and HBV Infection Markers in HBV Deferred
Blood Donors

Blood donor characteristics Wild BCP Mixed/Mutant BCP p-value OR CI 95%
Number/total 109/172 63/172
% 63 37
Age
Mean 28.18 29.24 0.56 2.48 [1.29; 4.78]
SD 11.15 11.64
CI 95% [26.06; 30.298] [26.30; 32.17]
Gender
Female 41 16 NS 0.56 [0.28; 1.12]
Male 68 47 0.02 1.77 [0.89; 3.52]
HBe status
HBeAb positive (%) 91 (83) 54 (85) NS 1.18 [0.49; 2.82]
HBeAb negative (%) 18 (16) 9(14) NS 0.84 [0.35; 2]
HBV DNA
Mean 3.73 3.59 0.6 1.7 [0.38; 7.51]
SD 19 161
CI 95% [3.36; 4.09] [3.18; 3.99]
HBsAg titer
mean 11955 6798 0.058 1
SD 26285 8295
CI 95% [6964; 16945] [4708; 8887]
HBYV genotypes
A 22 26 0.01 2.77 [1.30; 5.51]
B 11 0 0.01 nd
C 5 10 0.01 3.92 [1.27; 12]
D 40 20 NS 0.8 [0.40; 1.54]
E 30 7 0.02 0.32 [0.13; 0.80]
F 1 0 NS nd

OR, odds ratio; SD, standard deviation; NS; not significant.
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compared to HBeAg-negative patients: 30,330 IU/ml
versus 5,830 IU/ml (P=0.005).

Interestingly, HBsAg titer appeared to correlate
with the BCP/PC mutation profiles. HBsAg titer was
significantly lower in subjects harboring the mutant
PC virus than in those with the wild PC virus:
5,4591U/ml versus 16,550 IU/ml (P=0.003). No sig-
nificant difference was observed between HBsAg
titers of mutant and wild BCP viruses: 6,798 IU/ml
versus 11,9551U/ml (P=0.058). HBsAg titer was
increased, albeit insignificantly, in subjects infected
with a BCP mutant virus compared to those infected
with a PC mutant virus.

Overall, HBsAg titer and HBV DNA serum levels
were very weakly correlated (r=0.01). However,
the correlation between HBsAg titer and HBV DNA
was stronger in HBeAg-positive subjects (r=0.66
vs. r=0.11 for HBeAg-negative subjects, data not
shown).

DISCUSSION

The present study provides information on the
distribution of BCP and PC mutations and their
relationship with HBV genotypes, HBe status, HBV
DNA level and HBsAg titer in French blood donors.
The distribution of HBV genotypes observed in this
study is in line with the results obtained previously
in a French multicenter retrospective study per-
formed in 262 patients with chronic HBV infection,
in which the most frequent genotypes were D (27%)
and A (24%), followed by E (13%), C (12%) and B
(7%) |Halfon et al., 2006]. The higher proportion of
HBV/E in the present study (20% versus 13%) is
explained by the high percentage of African subjects.
This genotype is particularly of concern for two
reasons. Firstly, from an epidemiological point of
view, the prevalence of HBV/E might increase over
the next few decades in countries submitted to
migratory flow from Africa. Secondly, few data are
available regarding its clinical characteristics. In this
study, a significant proportion of HBV/C (8%) was
also found among the voluntary blood donors charac-
terized by Asian origin and younger age. The younger
age for HBV/C-infected subjects could be explained
by the route of transmission, mostly mother-to-child
in Asia, as opposed to sexual transmission or child-
hood contamination in Africa.

The present study demonstrated a high prevalence
for the G1896A mutation (60% in the entire popula-
tion, 94% in HBeAg-negative/anti-Hbe-positive sub-
jects) in French blood donors. BCP mutants were
found less frequently (37% in the entire population).
Davidson et al. reported a similar prevalence of PC
mutations (565%) in HBeAg-negative/HBeAb-positive
samples [Davidson et al., 2005]. High frequencies of
G1896A mutation (656% and 83%) have been deseribed
in Indian blood donors infected by HBV and in
18 genotype-E carriers in Senegal [Vivekanandan
et al., 2004; Vray et al., 2006]. Biswas et al. reported
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a lower rate of PC mutations (32.7%) in 55 blood
donors from eastern India, but in their study the
detection of the G1896A mutation was performed
using PCR-RFLP, which failed in approximately a
quarter of the HBeAg-negative population, offering
a possible explanation for the discrepancy with others
studies |Biswas et al., 2008].

The present study demonstrated that blood donors
infected by PC mutants had both significantly lower
HBYV viral load and HBsAg titer than those infected
by wild PC type (3.28 log IU/ml vs. 4.28logIU/ml and
5,4491U/ml vs. 16,5501U/ml). Interestingly, the mean
viral load observed in PC mutants (3.28 logIU/ml)
was below the threshold proposed by the European
Association for the Study of the Liver (EASL) to
define the inactive state of HBV (2,0001U/ml i.e.,
3.30logIU/ml) [EASL, 2012|. In addition, Brunetto
et al. demonstrated that quantitative HBsAg may be
used as a surrogate marker to differentiate active
and inactive carriers |Brunetto et al., 2010]. Howev-
er, the present study was conducted in healthy
subjects who could be considered as inactive carriers;
since the asymptomatic subjects mostly harbored the
mutant PC virus in combination with low levels of
both HBV DNA and HBsAg, it appears probable that
these virological patterns corresponded to a less
productive HBV infection and that no significant liver
disease had occurred in the subjects at the time of
inclusion. Unfortunately, neither histological data
nor ALT determination was available to confirm
this hypothesis. These results raise the question of
the protective role of the GI896A mutation against
severe liver injuries. Previous findings supported that
the PC mutant phenotype influences the evolution of
HBV infection toward a state of inactive carriage.
This hypothesis is supported by a study showing that
the prevalence of PC mutants was higher in asymp-
tomatic carrier blood donors than in chronic or
acute hepatitis B patients, and that PC mutation was
agsociated with the asymptomatic state of HBV
[Gandhe et al., 2003]. Another study showed that
HBV strains with G1896A alone were significantly
more prevalent in inactive carriers than in patients
with active chronic hepatitis [Kitab et al.,, 2012].
Conversely, clinical studies have shown that a high
rate of BCP mutation may contribute to liver
disease progression, the development of hepatocellu-
lar carcinoma and poor clinical outcomes in HBV
carriers [Kao et al., 2003; Yang et al., 2008; Utama
et al., 2009]. In the present study, no association
between the double mutant and viral load was found,
in contrast to the results of Candotti et al. (2006).
The present results confirmed those of previous
studies suggesting that these variants do not corre-
late with substantial changes in wviral replication
| Grandjacques et al., 2000].

As anti-HBe seroconversion occurs early in most
chronically infected individuals, several decades of
evolution may favor the accumulation of mutations in
HBYV strains under immune pressure. This hypothesis
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is supported by the positive correlation observed
between the BCP mutation and age in the present
cohort. Conversely, PC mutant prevalence was not
associated with age, suggesting different selection
pressures applied to BCP and PC regions.

HBsAg quantification is a worthwhile tool that can
be used in association with HBV DNA to classify
patients during HBV infection. The HBsAg titer
found in this study was significantly higher in
HBeAg-positive subjects than in HBeAg-negative sub-
jects who harbored PC and/or BCP mutants, which is
in agreement with previous studies conducted in
different areas [Chan et al., 2010; Nguyen et al,
2010]. Although the impact of age on HBsAg remains
unclear, in the present study, HBsAg levels tended
to decrease with age. These findings suggest that
HBsAg vary during the natural course of HBV
infection and that profound immune pressure plays a
major role in reducing HBsAg titers. However, the
present study confirmed the influence of HBV geno-
types on HBsAg quantification [Moucari et al,
2009b|. These findings suggest that HBsAg produc-
tion should be considered in the management of
chronic hepatitis B according to patient age and
immune status, and viral factors.

This study did have some limitations, notably as
related to its retrospective design with a single
collection of serum and an absence of histological
data. It would have been useful to follow these
patients longitudinally through the different phases
of infection, although such longitudinal follow-up is
difficult given that patients may remain in either the
immune-tolerant or the non/low-replicative phases
for many years. As ALT determination in French
blood donations was abandoned in 2003, biochemical
parameters were not available to calculate a non-
invasive fibrosis test. Therefore, the prevalence of the
PC mutant seems to correlate with the HBV genotype
repartition. It was shown that the nucleotide 1896 is
located opposite to the nucleotide 1858 in the stem
loop of the encapsidation signal; the nucleotide 1858
is a eytosine in HBV/A and a thymine (T) in the other
genotypes (B, C, D and E) (Papatheodoridis and
Hadziyannis, 2001). The G1896A mutation pairs with
T1858, enhancing the stability of the secondary
structure of the pre-genome encapsidation signal
[Lok et al., 1994|. Therefore, the high frequency of
PC mutation observed in French HBV carriers might
be related in part to the predominant HBV/D and
HBV/E.

In conclusion, a high prevalence of the G1896A
mutation was found in an asyvmptomatic HBV-in-
fected blood donor population in France. The associa-
tion of the G1896A mutation with negative HBe
status and low levels of both HBV DNA and HBsAg
argues for a possible protective effect of PC mutations
in the severity of liver lesions. Further large studies
are needed to confirm the clinical significance of
the G1896A mutation, as concerns particularly the
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impact of in vitro HBV core protein expression in the
mechanism of fibrogenesis.
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Chapitre 2

2. Chapitre 2 : Etude de ’impact des mutations des régions
PBC et PC du VHB sur la fibrose hépatique chez les
patients infectés chroniquement

Different precore/core mutations of hepatitis B interact with, limit, or favor
liver fibrosis severity. A. Ducancelle, A. Pivert, S. Bertrais, J. Boursier, V.
Balan, P. Veillon, H. Le Guillou-Guillemette, V. Thibault, S. Castelain, B.
Roquebert, M. Coste-Burel, V. Mackiewicz, E. Schvoerer, S. Larrat, S. Maylin,
S. Alain, V. Loustaud-Ratti, E. Gordien, J. Gozlan, V. Brodard, S. Chevaliez,
P. Calés and F. Lunel-Fabiani. J. Gastroenterol. Hepatol. 31 : 1750-1756,
2016.

Dans la continuité de notre étude de prévalence réalisée chez les patients donneurs
de sang, nous avons souhaité préciser les données francaises de prévalence concernant les
génotypes du VHB et les mutations dans le PBC et la région PC chez des patients infectés
chroniquement par le VHB et naifs de traitement. Ce projet a été supporté par I’ANRS (2008-
2, CSS7 n°1399). Notre objectif secondaire était 1’é¢tude de I’impact des génotypes et des
mutations des PBC et de la région PC sur la sévérité des lésions hépatiques.

Cette étude rétrospective, multicentrique a été réalisée sur des prélévements congelés
issus de quatorze centres francais répartis sur la métropole et participant au groupe
AC11/AC33 de I’ANRS. Les données ¢pidémiologiques, virologiques et histologiques ont
été recueillies a ’inclusion des patients. Le génotypage a été réalisé par séquencage direct
de la région polymérase du VHB et les séquences comparées a une banque de données
contenant les 8 génotypes. La recherche des mutations dans les régions PBC et PC a été
réalisée par séquencage de ces régions du génome en focalisant notre étude sur les mutations
aux positions 1757, 1762, 1764, 1896 et 1899.

Les données histologiques ont pu étre colligées pour 252 patients recrutés entre 2009

et 2013. Ces données étaient essentielles a la comparaison des souches mutées et sauvages
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vis-a-vis des Iésions hépatiques. Parmi eux, 26,2% (66/252) présentaient un stade de fibrose
sévere supérieur ou équivalent a F3 en score Metavir, 73,8% (166/252) ne présentaient pas
ou peu de lésions (FO-F1-F2). La majorité des patients (75%) étaient au stade d’infection ou
d’hépatite chronique AgHBe négative. Un taux d’ALAT (Alanine Amino-Transférase) éleve
a été retrouvé chez 44% des patients. Les données de prévalence des génotypes ont confirme
les données de notre premiére étude a savoir une co-dominance des génotypes E, A et D
(29,2%, 27,5% et 23,3% respectivement) dans des proportions équivalentes. Le double
mutant du PBC a été détecté chez 34,1% des patients, alors que la mutation G1896A était
présente chez 54,9% des sujets inclus (p<0,05).

L’analyse multivariée de ces données a mis en évidence des facteurs prédictifs
indépendants de lésions hépatiques séveres (> F3) comme 1’age, le sexe et les transaminases
élevées. L’analyse des Odds-ratios (OR) montre que la présence du double mutant isolé est
plutét en faveur de Iésions hépatiques séveres (OR = 2,94 — IC (intervalle de confiance) :
1,09 — 7,94), comme décrit dans la littérature. Dans la région PC, la mutation G1896A ne
semble pas associée a un risque de fibrose sévere alors que la mutation G1899A, lorsqu’elle
est associée au double mutant du PBC est plutét en faveur de lésions peu séveres (OR = 0,39
—1C: 0,04 - 3,76). Ces résultats suggérent donc un réle antagoniste de la mutation G1899A
vis-a-vis du double mutant du PBC dans le risque de fibrose sévére (p=0,015).

Enfin, a partir de ces données biologiques et virologiques, nous avons pu établir un
modele de prédiction de fibrose. La courbe ROC (Receiver Operating Characteristic ou
courbe de performance) construite a I’aide des variables age, sexe, ALAT, mutations PBC
et 1899, nous a permis de classer correctement les patients dans plus de 80% des cas (Figure

33).
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Figure 33 : Performances analytiques du modele proposé.
Le premier graphique représente la courbe ROC : AUROC (area under ROC) = 0,86 — IC : 0,80 — 0,91. Le

deuxieme graphique montre les sensibilité (en rouge) et spécificité (en bleu) de la technique, ainsi que ['index

de Youden (en violet) qui mesure la précision de la technique.

A posteriori, et suite a ces résultats, nous avons également étudié la prévalence de la
mutation G1899A et son association au double mutant BCP dans la cohorte des patients
donneurs de sang. La mutation G1899A a été identifiée pour 32,6% des patients (56/172),
mais elle n’est associée a la mutation PBC que pour 8 patients. Sans données de fibrose, il
est difficile de relier ce profil a la séveérité des Iésions hépatiques, et le faible effectif limite
la puissance statistique.

Au cours de cette étude, nous avons pu réaliser la quantification des AgHBcr ou core
related antigen (Lumipulse®, Fujirebio) sur une partie de ’effectif de cette cohorte (n =
166). L’ AgHBcr correspond aux produits issus de la traduction du géne PC/C, a savoir
I’AgHBe, I’AgHBc et la pré-protéine PC [162]. Nous avons ensuite étudié la corrélation
entre le taux d’AgHBcr et ’ADN du VHB, le génotype viral et le profil des mutations du
PBC et de la région PC. Nos résultats ont montré une faible corrélation avec la charge virale
(r2 = 0,42), et aucune relation significative n’a été trouvée entre le niveau d’AgHBcr et les
génotypes du VHB. Nous avons également montré que le niveau d’AgHBcr n’était pas
significativement lié a la présence du double mutant BCP ou de la mutation G1899A. Ces

données devront étre analysées plus précisément au vu des nouvelles publications récentes
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sur ce marqueur, qui montrent que I’ AgHBcr est un marqueur sérique fortement représentatif

de I’ADNccc [163].

Les résultats de cette étude menée chez les patients infectés chroniquement et suivis
pour leur infection ont confirmé les données de la littérature concernant la relation entre la
présence du double mutant dans le PBC et la fibrose sévere. En revanche, 1’effet antagoniste
de la mutation G1899A vis-a-vis du double mutant du PBC sur le risque de fibrose sévere
est un résultat original non retrouvé dans la littérature internationale. Nous montrons une
diminution significative de la prévalence des lésions hépatiques séveéres chez les patients
infectés par une souche virale portant 1’association du double mutant et de la mutation
G1899A par rapport au groupe de sujets infectés par un virus muté uniqguement dans le PBC.
La mutation G1899A a été décrite dans plusieurs phases de I’infection comme dans les
hépatites fulminantes ou associée a un risque élevé de CHC [116, 164]. Mais peu d’études
se sont intéressées au role de 1’association des mutations dans les régions PBC et PC au cours
de I’histoire naturelle de la maladie. Notre hypothése serait que les mutants PBC et PC, qui
apparaissent au cours de I’évolution naturelle de I’hépatite B, pourraient interagir avec les
mécanismes cellulaires de 1’induction de la fibrogénése hépatique et moduler 1’expression

des marqueurs pro- et anti-fibrotiques.
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Introduction

Chronic hepatitis B (CHB) is a significant global health problem
with approximately 400 million cases worldwide."> The course
of hepatitis B virus (HBV) infection depends on several factors.>*
CHB is a dynamic process that results in a balance between the
host immune response and HBV replication. During the HBeAg
seroconversion phase, the pressure by the host immune system se-
lects a number of genetic variants in the basal core promoter
(BCP) and precore (PC) t‘egion::f’6 The major missense or non-
sense mutations in the PC region are found in codons 1, 2, 28,
and 29. Among these, the G1896A mutation in codon 28 creates
a premature stop codon, which prevents the translation of the PC
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Abstract

Background and Aim: The impact of basal core promoter (BCP) and precore (PC)
mutants of the hepatitis B virus (HBV) on liver disease severity remains controversial.
The aim of the present study was to screen BCP and PC mutations in 252 HBV surface
antigen (HBsAg) positive carriers in France and to assess relationships between these
mutations and severe fibrosis.

Methods: Direct sequencing of the precore/core gene was used to detect A1762T/G1764A
and G1757A mutations in the BCP and G1896A and G1899A mutations in the PC region.
Results: The prevalences of A1762T/G1764A, G1757A, G1896A, and G1899A mutations
were 34.1%, 38.7%, 54.9%, and 29.3% (P < 0.001), respectively. The independent predic-
tors of severe fibrosis (*F3 Metavir) were older age (P < 0.001), male gender (P=0.012),
elevated alanine aminotransferase (P <0.001), and the double A1762T/G1764A mutant
with no other mutations (P=0.011). Interestingly, the association of the G1899A mutation
with the double A1762T/G1764A mutant significantly counteracted the deleterious effect
of the sole double A1762T/G1764A mutant (odds ratio [OR] =0.28 vs. OR =3.55, respec-
tively, P=0.028).

Conclusions: Patients with the A1762T/G1764A mutation have a higher risk of severe
fibrosis. The GI899A mutation is a protective factor against severe fibrosis that
counteracted the deleterious effect of the A1762T/G1764A mutation. Finally, host pheno-
typic and HBV genotypic markers independently predict fibrosis severity.

protein and completely abolishes the production of HBeAg.” In
the BCP region, an A-to-T substitution at position 1762
(A1762T) and a G-to-A substitution at position 1764 (G1764A)
are the most frequently reported and associated with a decrease
in HBeAg <=,)q:n‘essior|‘8 An in vitro study showed that the
A1762T/G1764A double mutation downregulates precore mRNA
and slightly increases the efficiency of pregenomic mRNA and
core mRNA.? The relationships between PC/BCP mutants and
hepatitis severity or cirrhosis are unclear.

The clinical relevance of the G1896A mutation is controversial.
In a previous study, we reported a high prevalence of G1890A ina
cohort of French blood donors who were inactive HBV carriers.'”
Some studies described an association between GI896A and
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severe hepatic lesions,’ 112 whereas others reported no associations

between the mutation and clinical outcomes.'” Also, a new G-to-A
mutation at position 1899 (G1899A) in the PC region appears to
correlate significantly with the incremental risk of hepatocellular
carcinoma (HCC).'*'* In the BCP region, an association between
the A1762T/G1764A double mutation and severe liver hepatitis or
increased risk for HCC has been frequently reported in many
Asian studies.'®'® Another mutation in the BCP region, a G-to-A
change at position 1757 (G1757A), seems to affect negatively the
emergence of the A1762T/G1764A double mutation.'® A recent
work demonstrated that G1757A was associated with protection
against advanced liver disease (P=0.001).2"

In France, there are few data on the prevalence and clinical sig-
nificance of HBV genotypes and BCP/PC mutants. Ganne-Carrié
et al. reported that the combination of PC/BCP mutants was asso-
ciated with severe liver fibrosis.”! More recently, Lapalus et al.
reported that BCP variants were associated with a higher risk of
severe liver disease.”” Thus, it is imperative to update these data
to enable a better understanding of the impact of BCP/PC mutants
on the severity of liver disease.

Our primary objective with the present study was to complete
data on the prevalence of BCP/PC mutations circulating among
active or inactive CHB patients in France. We focused primarily
on the G1757A, A1762T/G1764A, G1896A, and G1899A muta-
tions. Our secondary objectives were to evaluate associations
between BCP and/or PC mutants and liver disease severity and to
propose a novel CHB-specific model for liver severity including
non-invasive viral parameters.

Methods

Patients. This national multi-center study (14 participating vi-
rology laboratories) included 252 treatment-naive patients with
CHB whose samples were collected by the Virology Department
in Angers University Hospital between 2009 and 2013. The pa-
tients were retrospectively included if they were HBV surface an-
tigen (HBsAg)-positive for at least 6 months irrespective of the
HBe status, had no prior or current anti-HBV treatment, and had
all necessary laboratory/diagnostic data available (ALT, HBV-
DNA level, HBV genotype, non-invasive hepatic fibrosis blood
test, or liver biopsy). One to three (consecutive, at an interval of
>6months) serum samples were collected and frozen from each
subject. No supplementary samples were needed during the study.
To enable a comparison of the effects of mutations on the degree
of fibrosis, the participating laboratories were requested to choose
serum samples for which the necessary biochemical (ALT), viral
(HBeAg, anti-HBe, HBV-DNA, and HBV genotype), and liver
fibrosis markers were available at a same date. In most of the cen-
ters, liver biopsy was used to assess liver fibrosis. In the remaining
cenlers, either vibration-controlled transient elastography (VCTE;
Fibroscan, Echosens, France) or a non-invasive blood test some-
times in combination with histology was performed. Fibrosis stage
was assessed according to the METAVIR scoring system, that is,
FO: no fibrosis; F1: portal fibrosis without septa; F2: portal fibrosis
with rare septa; F3: numerous septa without cirrhosis; and F4:
cirrhosis.>® For the present study, the patients were classified as
having severe (>F3) or non-severe fibrosis (< F3). The choice of
F3 as a cut-off was based on the results of a previous study,
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demonstrating that F2 stage was critical to accurately evaluate
fibrosis level as it was a source of variability in histological
:=.cm'ingA2’4

All the included patients were negative for hepatitis C virus
(HCV), hepatitis Delta virus, and HIV antibodies. Oral informed
consent was obtained at the time of sampling, and the study was
approved by the Research Ethics Committee of Angers hospital.

Hepatitis B virus DNA quantification and genotyp-
ing. A fully automated system (m2000sp/m2000rt, Abbott
Diagnostic, USA) was used for serum HBV-DNA extraction and
real-time polymerase chain reaction (PCR) quantification; the
range of the latter was 1 to 9 log IU/mL. HBV genotypes were
determined by direct sequencing of the HBV polymerase gene as
previously described.®

Detection of basal core promoter and precore mu-
tations. The BCP (nt 1742-1849) and the PC (nt 1814-1900)
regions of the HBV genome were amplified by nested PCR as pre-
viously described. >

Polymerase chain reaction products covering the PC region
(363 bp) were purified using NucleoSpin gel and PCR clean-up
(Macherey Nagel, Germany) and used as templates for direct
sequencing.

Purified HBV PCR products were sequenced bi-directionally
using the BigDye Terminator v3.1 kit (Life Technologies, USA).
After purification, sequences of amplified nucleic acids were deter-
mined using an ABI 3130xI genetic analyzer (Life Technologies,
USA) and the nucleotide sequences analyzed and compared with
a consensus sequence using SeqScape v2.6 software (Life Tech-
nologies, USA).

Nucleotide mutations were defined by their differences to the
consensus sequence, and dual signals (mixed type) were consid-
ered as a mutant type.

Statistical methods. Statistical analyses were performed
using SAS software version 9.3 (SAS Institute Inc., USA).
Characteristics of patients were expressed as mean + standard
deviation or frequency (%). McNemar’s test for paired samples
was used to compare the prevalence of mutations located in the
BCP region, then those in the PC region. Comparisons of
non-severe and severe fibrosis groups were performed using the
non-parametric Wilcoxon-Mann—Whitney test for continuous
variables and the non-parametric Fisher’s exact test for qualitative
variables. To assess the clinical relevance of each mutation, we
firstly compared the proportion of patients having the genetic char-
acteristic as a function of fibrosis severity (Metavir FO-F2 vs.
F3-F4). Backward, multivariate binary logistic regression with
backward elimination was then used to identify the independent
factors related to severe fibrosis (Metavir F3-F4), Internal valida-
tion was performed using a bootstrap resampling method (100
bootstrap samples) consisting of a repeated sampling (with
replacement) from the original entire dataset, followed by a back-
ward logistic regression procedure in each subsample (100
subsamples here). The inclusion of final predictors was based on
the frequency of their appearance in the multiple bootstrap models.
We tested the one-way interactions between the independent
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predictors. The final model calibration was assessed by the
Hosmer—Lemeshow goodness-of-fit test. The discriminative abil-
ity of the model-derived risk score was assessed by its area under
the receiver operating characteristic (AUROC) with a 95% confi-
dence interval. The optimal diagnostic cut-off was determined ac-
cording to the highest Youden index (sensitivity + specificity —1).
The performance for severe fibrosis diagnosis using this cut-off
was assessed by calculating sensitivity, specificity, and positive
predictive value (PPV) and negative predictive value (NPV).

Results

Characteristics of patients. The baseline characteristics
of patients are presented in Table 1, globally and according to liver
fibrosis status (FO-F2 and F3-F4). Metavir liver fibrosis stages
were available for 252 patients. Those with severe fibrosis
(F3-F4) were significantly older (P<0.001) and had both
higher elevated ALT level (P<0.001) and HBV-DNA level
(P<0.001) than patients in the non-severe fibrosis group.

Chapitre 2
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Regarding geographical origin, 45.7% of the subjects were born
in Africa, 34.8% in Europe, 19% in Asia, and 0.5% in the USA.

Prevalence of hepatitis B virus genotypes. Hepatitis
B virus genotyping was performed for the 252 included patients.
Among them, HBV/E was predominant (29.2%), followed in order
by HBV/A (27.5%), HBV/D (23.3%), HBV/B (7.9%), HBV/C
(7.9%), HBV/F (3.8%), and HBV/G (0.4%) (Table 1).

Prevalence of basal core promoter and precore
mutations. Two hundred forty-two and 240 sequences were
successful in the PC and BCP regions, respectively (Table 2). Se-
quencing failures were due to undetectable or low HBV viral
loads. In the PC region, the G1896A mutation was more frequent
than the GI899A mutation: 54.9% (48.6-61.1%) versus 29.3%
(23.9-35.3%), P from McNemar's test <0.001. In the BCP re-
gion, the GI764A mutation was more prevalent than the
G1757A and A1762T mutations: 45.4% (39.2-51.7%) versus
38.7% (32.8-45%) and 40% (34-46.3%), respectively. Moreover,

Table 1 Baseline characteristics of the patients
Metavir liver fibrosis stage
All patients (n=252) FO-F2 (n=1886) F3-F4 (n=66)
Variable N % or mean (SD) N % or mean (SD) N % or mean (SD) Pvalue
Age (years) 252 44.3 (13.6) 186 40.9(11.9) 66 53.5(14.0) <0.001
Sex (%) Male 140 55.6 97 51.9 43 66.2 0.058
Female 112 44.4 90 481 22 338
Origin (%) Missing data 31 — 21 — 10 — 0.028
France 46 208 31 18.7 15 27.3
Other European countries 20 9.0 1 6.6 9 16.4
French overseas departments 1 5.0 10 6.0 1 1.8
and territories
Asia 42 19.0 29 17.5 13 236
Africa 101 45.7 84 50.6 17 309
United States 1 0.5 1 0.6 0 0.0
HBV genotype (%) donnée manquante 12 _ 10 _ 2 — 0.002
A 66 275 49 27.7 17 27.0
B 19 7.9 18 10.2 1 1.6
C 19 7.9 8 4.5 1 17.5
D 56 23.3 39 22.0 17 27.0
E 70 29.2 54 30.5 16 254
F 9 3.8 9 5.1 0 0.0
G 1 0.4 0 0.0 1 16
HBV-DNA (loglU/mL) 248 4.71{2.16) 185 4.48 (2.17) B3 536 (2.01) <=0.001
HBeAg (%) Missing data 28 — 17 — 1 — 0.110
Negative 168 75.0 132 77.6 36 66.7
Positive 56 25.0 38 224 18 33.3
Anti-HBe Ac (%) Missing data 8 — 3 — 5 — 0.210
Negative 54 221 37 20.1 17 28.3
Positive 190 77.9 147 79.9 43 7.7
Elevated ALT (%) Missing data 9 — 8 — 1 —
No 135 55.6 19 66.5 16 250 <0.001
yes 108 44.4 60 335 48 75.0

P-value from non-parametric Wilcoxon-Mann-Whitney test for continuous variables and from non-parametric Fisher's exact test for qualitative
variables.
ALT, alanine aminotransferase; HBV, hepatitis B virus; SD, standard deviation.
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Table 2 Prevalence of PC and BCP mutations in the total cohort
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PC and BCP mutations Successful sequences N (%) Category N % 95% Cl (Lower) 95% Cl (Upper)

Single mutations

G1896A 242 (96) Wild 109 45 38.9 51.3
Mutant/mixed 133 54.9 48.6 61.1

G1899A 242 (96) Wild 171 70.6 64.6 76
Mutant/mixed 71 293 239 35.3

G1757A 240 (95.2) Wild 147 61.2 54.9 67.1
Mutant/mixed 93 387 328 45

A1762T 240 (95.2) Wild 144 60 53.6 65.9
Mutant/mixed 96 40 34 46.3

G17644A 240 (95.2) Wild 131 54.5 48.2 60.7
Mutant/mixed 109 45.4 39.2 51.7

Combined mutations

A1762T/G1764A 240 (95.2) Mutant/mixed 82 34.1 28.4 40.3

BCP, basal core promoter; Cl, confidence interval; PC, precore.

the double A1762T/G1764A mutation was observed in 34.1% of
cases.

Figure 1 presents the distribution of BCP and PC mutations in
patients with non-severe and severe fibrosis. In the PC region,
the frequency of mutated-mixed 1896 and 1899 mutants did not
significantly differ between the non-severe and severe fibrosis
groups. In the BCP region, the A1762T/G1764A double mutation
was significantly more frequent in the severe fibrosis group and the
G1757A mutation significantly more frequent in the non-severe

group.

Predictors of severe fibrosis

Univariate analysis (data not shown). In the 252 patients,
severe fibrosis was associated with older age (P < 0.001), higher
HBV-DNA levels (P=0.006), elevated ALT (P<0.001) and
detection of the single mutations A1762T (P<0.001) and
G1764A (P <0.001), or the A1762T/G1764A double mutation

(OR (95% CI)=2.89 (1.56-5.36, P=0.001). Conversely, the
G1757A mutation decreased the risk of having severe fibrosis
(0.36 (0.18-0.70), P=0.003).

The inverse relationship between severe fibrosis and mutations
in the PC region appeared more marked for G1899A than for
G1896A, but not to the point of statistical significance: 0.57
(0.29-1.12, P=0.101).

Mutftivariate analysis. Binary logistic regression analysis in
patients with all data (n=186) showed that age (P < 0.001), sex
(P=0013), ALT level (P<0.001), the GI899A mutant
(P=0.023), and the A1762T/G1T764A double mutant (P=0.009)
were independently related to severe fibrosis (data not shown).
HBV genotype was not identified as an independent factor related
to severe fibrosis (P =0.241). Internal validation using a bootstrap
resampling method for variable selection confirmed that age, sex,
ALT level, the G1899A mutant and the A1762T/G1764A double
mutant were the most robust markers of severe fibrosis (because

p=0.467 p=0.112 p<0.001 p=0.002
100% — — — T
90% —|
80% —|
Figure 1 Repartition of the basal core promoter
(BCPY/precore (PC) wild and mutated viruses in rela- L
tion to Metavir fibrosis stages. In the PC region, the v
frequency of mutated-mixed 1896 mutants did not
significantly differ between the two groups 50% —
(56.9% vs. 51.6%, P=0.467). The wild-type 1899
virus was predominant in  both non-severe 40% —
(67.1%) and severe fibrosis (78.1%) patients.
Concerning the BCP region, the A1762T/G1764A 30% —
double mutation was significantly more frequent
in the severe fibrosis group (69.4% vs. 43.9% in 20% —
the non-severe group, P< 0.001). Conversely, the
G1757A mutation was significantly more frequent 10% —
in the non-severe group (44.8% vs. 22.8% in the
severe fibrosis group, P= 0.002).Phenotype status: L FO-F2 F3F4 FO-F2 F3-F4 FO-F2 F3-F4 FO-F2 F3-F4
o, wild type and s, mutant mixed. G1896A G1899A A1TE2TIGTITE4A G175TA
Journal of Gastroenterology and Hepatology 31 (2016) 17501756 1753
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each variable was independently related to severe fibrosis in at
least 50% of the bootstrap samples), and that HBV genotype fell
short of being a robust marker (Table 3).

As there was a significant interaction between G1899A and the
double A1762T/G1764A mutant, the statuses for these mutations
were combined in the final multivariate model (Table 4). The
OR (95% CI) for having severe fibrosis was 3.55 (1.33-9.46),
P=0.011 for patients having only the A1762T/G1764A double
mutation as compared with patients with the wild-type virus,
whereas the ORs were non-significant for patients having the
G1899A mutation in the absence (0.44 (0.05-4.17), P=0.512)
or presence (0.99 (0.29-345), P=0992) of the AI762T/
G1764A double mutation. The OR of patients with both
G1899A and A1762T/G1764A mutations as compared with
patients having only the A1762T/G1764A mutation was 0.28

Table 3 I|dentification of independent predictor for severe fibrosis using
backward logistic regression procedure in 100 bootstrap samples

Variable Count
Age (years) 99
Elevated ALT (Yes vs. No) 93
Sex (F vs. M) 64
A1762T/G1764A (mutant/mixed vs. wild) 58
G1899A (mutant/mixed vs. wild) 55
Genotype a1
G1757A (mutant/mixed vs. wild) 38
G1896A (mutant/mixed vs. wild) 23
HBV-DNA (log IU/mL) 18
HBeAg (positive vs. negative) 10
Anti-HBe Ac (positive vs. negative) 2

Number of times each variable was identified as independent predictor
of severe fibrosis using backward logistic regression procedure in 100
bootstrap samples from the original dataset (186 subjects). The most
robust predictors (selected in >50% of the bootstrap models) are in
black characters and the least robust (selected in < 50% of the bootstrap
models) are in gray characters.

ALT, alanine aminotransferase; HBY, hepatitis B virus.
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(0.09-0.87), P=0.028 (Fig. 2). In other words, the G1899A muta-
tion neutralized the increased risk of severe fibrosis associated
with the A1762T/G1764A double mutation.

The good calibration of the built multivariate diagnostic model
for severe fibrosis (=F3) was confirmed by the P-value of the
Hosmer-Lemeshow test (P=0.717). The model-derived risk
score, combining age, sex, elevated ALT, A1762T/G1764A and
G1899A mutations, had good discriminative ability for severe fi-
brosis with an AUROC of 0.86 [95% CI 0.80-0.92]. Using the
Youden cut-off (0.270), the percentage of correctly classified pa-
tients was 79.6%, sensitivity 81.3%, specificity 79.0%, PPV
57.4%, and NPV 92.4%.

Adding the HBV genotype to the multivariate model did not re-
sult in a significant increase in the AUROC (0.87 [0.81-0.93] vs.
0.86 [0.80-0.92], P=0.379). Also, the net reclassification index
did not illustrate an improvement in discriminative ability
(—0.03 [95% CI —0.12-0.07], P=0.58).

Discussion

Several hepatitis B viral factors predictive of clinical outcomes
have been identified. The REVEAL-HBV study showed that
HBYV viral load is a strong predictor of cirrhosis in adults with
chronic HBV infection.?” Other viral parameters, such as the
HBV genotype, PC/BCP mutants or pre-S deletions, may also
influence the course of severe liver disease.”® Several prospective
studies have furthermore demonstrated that patients with the
A1762T/G1764A double mutation are more predisposed to severe
fibrosis or HCC than those with the wild-type virus.® ' Chu et al.
demonstrated that the BCP double mutation was associated
with progression to cirrhosis rather than HCC in chronic HBV
infection.”> In a sub-study of the SEARCH B cohort, the
A1762T/G1764A double mutant was determined qualitatively
and correlated quantitatively with cirrhosis.”” In the present study,
we found that the A1762T/G1764A double mutant was indepen-
dently associated with severe fibrosis and, interestingly, that
HBV genotype was not an independent predictor. These results
are in agreement with those reported by Lapalus et al.?*> More
recently, a longitudinal cohort study showed a dose-response

Table 4 Independent factors combined in our modelderived risk score to discriminate patients with severe fibrosis (= F3)
95% Cl
Sample size =F3in) Regression coefficient Standard error Pvalue OR Lower Upper
186 48
Age (years) 186 48 0.075 0.018 <0.001 1.08 1.04 1.12
Sex
Men (reference) 99 32 — — — 1 — —
Women 87 16 1.107 0.441 0.012 0.33 0.14 0.78
ALT
Normal (reference) 100 11 — — — 1 — —
Elevated 86 37 1.708 0.452 <0.001 5.50 227 13.34
HBV mutations
Wild-type (reference) 65 9 — — — 1 — —
G1899A only 20 1 0.820 1.147 0512 0.44 0.056 417
A1762T/G1764A only 71 31 1.268 0.500 0.011 3.55 1.33 9.46
A1762T/G1764A + G1899A 30 7 0.006 0.635 0.992 0.99 0.29 3.45

ALT, alanine aminotransferase; Cl, confidence interval; HBV, hepatitis B virus; OR, odds ratio.
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Figure 2 Multivariate-adjusted odds ratio (OR) for
the independent predictors of severe fibrosis
=F3). The OR of patients with both G1899A and
A1762T/G1764A mutations as compared with pa-
tients having only A1762T/G1764A mutation was
0.28 (0.09-0.87), P=10.028. Basal core promoter
(BCP) corresponds to the A1762T/G1764A double
mutation. BCP-G1899A versus BCP:. adjusted
OR=0.28 [0.09-0.87], P=0.028. ALT, alanine
aminotransferase.

Age (years) ]

Sex: Women vs Men

ALT: Elevated vs Mormal =

G1889A only vs Wild Type —— 4

BCP only vs Wild Type -

BCP+G1899A vs Wild Type

BCP+G1899Avs BCP only 4

OR (95% ClI)

108(1.041.12)

033(0.140.78)

5.50 (2.27-13.34)

0.44(0.05-4.17)

3565(1.33:0.48)

0.99(0.20-3.45)

028000087

0.1 1 10

relationship between BCP mutant proportion and cirrhosis risk. ™
In their population of 251 HBV carriers, the authors of that study
demonstrated that the risk of cirrhosis was higher in patients with a
BCP mutant proportion >45%. That finding was validated in a
case—control study (adjusted OR: 2.81, 95% CI 1.40-5.67). Thus,
screening for the A1762T/G1764A double mutation appears to be
more accurate for the evaluation of fibrosis.

The role of the G1896A mutation is more controversial. In the
present study, this mutation was not significantly associated with
severe fibrosis. In a previous work, we found a high prevalence
of the single G1896A mutation in a cohort of French blood donors
who were inactive HBV carriers.'"Comparﬂb]y, Kitab ef al. found
that HBV sequences with G1896A alone were significantly more
prevalent in inactive HBV carriers than in patients with advanced
liver disease and active chronic hepatitis,ﬁ and Liu ef al., in the
meta-analysis discussed earlier, reported that the G1896A muta-
tion was not associated with a risk of HCC. These complementary
findings seem to suggest that the selection of the G1896A muta-
tion, in the absence of the A1762T/G1764A double mutation,
may provide favorable clinical outcomes. Interestingly, however,
the impact of the GI896A mutation may be different according
to ethnicity. Liao ef al. reported that this PC mutation correlated
with an increased risk among Asians but they found no such cor-
relation in Caucasians and Africans."

Also, in the PC region, the G1899A mutation has been described
in association with fulminant hepatitis B in children,® the severity
of liver disease in Moroccan HBV cam'ersf‘ and an increased risk
of HCC in Asia.** A recent meta-analysis reported a significant re-
lationship between the G1899A mutation and an increased risk of
HCC, but most of the studies used in that meta-analysis had not
clearly evaluated the G1899A mutation in association with other
PC and BCP mutations."” In our study, we showed a protective role
for the G1899A mutation against severe fibrosis. This trend (OR:
0.44) was not significant when the mutation was present alone. In-
terestingly, the association of GI1899A mutation with the

Journal of Gastroenterology and Hepatology 31 (2016) 1760-1756

A1762T/G1764A double mutation significantly decreased the risk
(OR: 0.28) of severe fibrosis in our patients. Thus, in multivariate
logistic regression, the G1899A mutation nullified the deleterious
effectof the A1762T/G1764 A double mutation. To our knowledge,
this has not been previously reported. Therefore, the selection of
the G1899A mutation during the natural course of hepatitis B
may interfere with some hypothetical mechanisms proposed in
the pathophysiology of HBV-induced hepatocarcinogenesis and
decrease the virulence of the BCP double mutant.**~’

The main limit of the present study is its use of qualitative analy-
sis, for example, Sanger sequencing. Qualitative analysis is limited,
as it cannot describe exact proportions of viral mutants. Usually, a
threshold of > 50% is used to define a dominant viral strain, but it
is difficult to interpret data when the proportions of wild and mutant
viruses are comparable. With recent advances in biotechnology,
such as pyrosequencing, the quantification of these viral variants
has become possible and more accurate, but few data are available.

In summary, the highlights of this study are the identification of
independent risk factors to predict significant fibrosis (= F3) in pa-
tients with chronic hepatitis B and, unprecedentedly, the descrip-
tion of the GI899A mutation as an independent protective factor
against severe fibrosis. This study confirms that BCP mutation is
closely associated with an increased risk of developing severe fi-
brosis. Further, international studies are needed to examine the cu-
mulative effect of mutations on the progression of liver disease
during the long course of chronic infection,™ particularly the an-
tagonistic role of G1899A in the presence of BCP mutants. In
the future, the detection of these PC and BCP mutations may be
helpful in identifying HBV-infected subjects who will develop cir-
rhosis and thus need active antiviral treatments.
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Chapitre 3

3. Chapitre 3 : Mise au point de la transduction de cellules
HepaRG par des vecteurs lentiviraux

Transduction of differentiated HepaRG cells using lentiviral vectors: an
original tool for proteins expression. A. Pivert, C. Lefeuvre, C.T. Tran, C.
Baillou, D. Durantel, H. Le Guillou-Guillemette, F. Lemoine, F. Lunel-Fabiani,

A. Ducancelle. Article en préparation pour soumission a Scientific Reports

11 existe actuellement un manque d’outils in vitro simples et efficaces pour 1’étude
des affections hépatiques en lien avec les virus des hépatites. De plus, certains virus
hépatotropes comme le VHB, ne sont pas cultivables ce qui complique 1’étude de la biologie
de ces virus. Récemment, une lignée hépatocytaire non cancéreuse a été développée et a
permis de grandes avancées dans la compréhension de certains mécanismes cellulaires en
lien avec I’infection virale.

Afin d’améliorer les connaissances sur 1I’implication des protéines du VHB dans la
fibrose hépatique, nous avons mis au point un outil de transduction des HepaRG en utilisant
la technologie lentivirale. Dans un premier temps, nous avons validé ce modéle en utilisant
le géne de la GFP afin de pouvoir facilement vérifier 1’efficacité de la transduction des
HepaRG, I’expression de la protéine d’intérét et la stabilité de la production protéique dans
le temps.

Nous avons montré par plusieurs techniques de titration que notre modéle était
fonctionnel, notamment en quantifiant I’ADN proviral intégré dans les cellules transduites.
Nous avons également pu vérifier en microscopie électronique et en cytométrie en flux que
les séquences codantes portées par le vecteur d’expression de la particule lentivirale étaient
bien intégrées dans le génome cellulaire et subissaient les deux étapes de transcription et de
traduction. Nous avons également montré que 1’expression de la GFP était stable sur

plusieurs semaines méme apres le passage des HepaRG.
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La transduction des HepaRG par des particules lentivirales est efficace, fonctionnelle
et stable dans le temps. Cet outil innovant ouvre la voie a de nouvelles études de productions
protéiques dans la lignée HepaRG, notamment dans le cadre de 1’étude de la
physiopathologie du VHB. Quelques améliorations, notamment au niveau du pourcentage
de cellules exprimant le transgéne pourront étre réalisées afin d’optimiser cette méthode de
transduction de cellules hépatocytaires par la technologie lentivirale. Pour cela, I’hypothése

majeure posée est I’augmentation de la MOI (Multiplicity Of Infection).
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Introduction

There is a lack of in vitro models relevant for the study of liver diseases or functions. In fact,
the experimental models used to investigate the process of viral infection for viruses which
are difficult to maintain in cell culture, as HBV, and elucidate the mechanisms of viral
replication, have significant limitations. Primary human hepatocytes (PHH) are losing liver
functions during culture as drug metabolism or polarity. The method of preparation is time
consuming and the human genetic diversity involves heterogeneous material for quality and
limited availability. Although many different liver-derived cell lines exist, they do not
exhibit all of the in vivo liver receptor or functions that are necessary to study the viral cycle.
Indeed, transfected hepatic cells lines as HuUH7 or HepG2 permit the HBV cycle life, but the
virus entry can’t be studied because of the lack of specific receptor. By contrast, HepaRG
cells do express the membrane receptors, like NTCP and allow HBV entry. Therefore, as
previous published, HepaRG cells are the one of major cellular models for studying HBV
biology 2.

HepaRG cells are bi-potent progenitor cells and represent a good example of complete
differentiation of liver progenitor cells in vitro. This cell line is a well-established hepatic
cell system able to differentiate into both hepatocyte-like cell and cholangiocyte-like cells
in the presence of dimethylsulfoxide (DMSO) and hydrocortisone 2. HepaRG is an efficient
in vitro model used for multiples applications: study of absorption, distribution, metabolism
and excretion, toxicity testing applications (hepatotoxicity, virology...), BioAtrtificial Livers
and transgenic liver humanized mice. They offer similar molecular characteristics as PHH,
including morphology, nuclear receptors, expression of key metabolic enzymes, and drug
transporters >4, Unlike PHH, HepaRG cells have the advantage of being easily accessible

and represent a suitable alternative in vitro cell model to PHH.
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The gene transfer methods related to HepaRG mainly described in the literature use synthetic
vectors with lipofection and electroporation techniques >®. Most studies of liver cells lines
transfection using non-viral strategies (synthetic vectors) with a plasmid containing viral
sequences are frequently carried out in order to produce viral proteins, as production of HBV
proteins 7°. Lentiviral technology is an efficient method to mediate gene transfer to a large
number of cells types, using vectors usually derived from the human immunodeficiency
virus genome and pseudotypage of recombinant particle with the envelope glycoprotein G
of the vesicular stomatitis virus (VSV-G). In addition, integration of the transgene into the
host genome provides time-prolonged and stable expression of the vector containing protein.
Lentiviral expression system is able to overcome the plasmid transfection experimental
requirements, such as the cell cycle stage (quiescent or dividing cells) or the transfection
permissiveness of each cell type. Furthermore, there is no cytopathogenic effect with this
technology *®!. Thus, lentiviral expression system can efficiently deliver the HBV genome
in quiescent hepatocytic cells for instance differentiated HepaRG cells and primary
hepatocytes. Since lentiviral transduction of HepaRG is not described in the literature, it is
therefore interesting to transduce HepaRG cells using this innovative technology to express
proteins. So, this paper describes for the first time the production of lentiviral vectors

protocols, titration methods, transduction protocols in differentiated HepaRG cells.

Materials and methods

Cell Lines

HEK 293T (ATCC® CRL-3216 ™) cells, used for transfection and transduction, are human
embryonic kidney cells transformed with the SV40 T-antigen. HEK 293T cells were

maintained in Dulbecco's modified Eagle's medium (DMEM, Gibco ®) supplemented with
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10% fetal calf serum (Fetal Bovine Serum FBS, Gibco®), 2 mM L-glutamine (Gibco®) in
a humidified incubator containing 5% CO; in air at 37°C.

The HepaRG cell line (UMR INSERM 1052 CNRS 5286-Cancer Research Center, Lyon) is
maintained in William's Medium E medium (Gibco®) supplemented with 10% FetalClone®
IT Serum (HyClone ™), 2 mM GlutaMAX ™ (Gibco®), 5 ug/mL human insulin (Sigma-
Aldrich®), 50 uM hydrocortisone (SERB laboratory), 1.8% DMSO (Sigma-Aldrich®) and
50U/mL penicillin/streptomycin in a humidified incubator containing 5% CO: in air at 37°C.
Four weeks minimum culture in this medium is required to obtain differentiated HepaRG

cells.
Plasmids used for co-transfection

Three plasmids are necessary to provide an efficient transfection of HEK 293T and to
produce effective viral particles. The first is the vector plasmid, pENG1 EF1a-GFP, which
contains the GFP gene and the sequence cis expressed for replication and genome
integration. The second is the envelope vector presenting the VSV-G gene used to enlarge
the tropism of the lentiviral particle. The third is the encapsidation plasmid, pCMV-9 which
encodes the necessary genes trans expressed for the construction of lentiviral particle. All

the vectors have been kindly provided by the team of Pr Lemoine, CIMI Paris.

Production of lentiviral particles

Transfection of HEK293T

The three plasmids were co-transfected into HEK 293T cells to produce lentiviral particles
pseudotyped with the VSV-G envelope: the plasmid vector pPENG1 EF1a-GFP (5.6 pg), the
encapsidation plasmid pCMV-9 (4.4 ug) and the envelope plasmid VSV- G (2 ug) (Figure
1). 2 x10° HEK 293T cells were seeded per well in a 24 well plate, 24 h prior to transfection

in DMEM medium supplemented without antibiotics. Twelve pg of plasmids were added to
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a mixture of FUGENE® 6 Transfection Reagent (Promega)/Opti-MEM™ (Gibco®)
according a FUGENE/DNA ratio of 3:1. The whole was incubated for 15 min at room
temperature and then was deposited on the cells. Culture supernatant was harvested 72 h
after transfection, purified by low-speed centrifugation (5 min, 500 g) and filtered through a
0.45um filter. High-titer viral stocks were prepared by concentrating viral supernatants 100-

200 fold by ultracentrifugation (2 h, 50 000 g) and then stored at -80 °C.

Vector plasmid
AU3
pes | w JRRE | cppT EFla GFP L
Envelope plasmid Packaging plasmid
cmv polyA = + MV = mﬁlﬁl polyA |—

q TAT
REV

Transfection into
293T cells

Lentiviral particles

Figure 1: Co-transfection of the vector plasmid, packaging plasmid and envelope plasmid
into 293T cells. The envelope plasmid VSV-G expresses the envelope glycoprotein of the
vesicular stomatitis virus (VSV-G) under the control of the CMV promoter. The
encapsidation plasmid pCMV9 expresses the proteins necessary for the formation of the
capsid (gag and pol), of the regulatory elements (tat, rev) under the control of the CMV
promoter and is deleted from the sequence y. It expresses the structural and enzymatic
proteins of HIV-1 necessary for the formation of a particle, encapsulating the coding
sequences of the vector plasmid, retro-transcribing it, importing it into the nucleus and

integrating it into the cell genome to express the sequences of interests.
HIV-1 Gag (p24) measurement

The p24 concentration in viral supernatants was determined by certified p24 immunoassay

ELISA (VIDAS® HIV P24 II, bioMérieux) according to the manufacturer’s instructions.
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Dilutions 10 and 10 of the concentrated viral supernatant were tested. The dilutions were

carried out in DMEM medium. The titer is expressed in pg p24/mL.
RNA titer

RNA content of viral supernatant was quantified with a RT-gPCR. Viral supernatant (5 pL)
was extracted using NucleoSpin® RNA kit (Macherey-Nagel). Purified RNA was
resuspended in 60 pL Rnase-free H20. Twelve and half microliters of RNA was mixed with
a master mix containing 2.5 uM Random hexamer (ThermoFischer Scientific), 1 X Reaction
Buffer (ThermoFischer Scientific), 20U Rnase inhibitor (ThermoFischer Scientific), 1 mM
dNTP, 200U (Eurogentec), RevertAid H Minus Reverse Transcriptase (ThermoFischer
Scientific). Mastermix and RNA were incubated for 10 min at 25°C, 60 min at 42°C and 10
min at 70°C. For real-time PCR, previously described primers FPLV2 and RPLV2 and probe
LV2 were used 2. 5 pL of cDNA was mixed with a mastermix containing 1X TagMan™
Universal PCR MasterMix (ThermoFisher Scientific), 320 nM of forward (FPLV2) and
reverse (RPLV2) primer, 200 nM of the lentiviral probe (LV2). Amplification was
performed using one cycle of 95°C for 10 min and 30 cycles of 95°C for 30 s and 60°C for

2 min. The titer is expressed in RNA copies/mL.

Transduction of HEK 293T cells

GFP titer: flow cytometry

HEK 293T cell transduction was performed with lentiviral particles containing the reporter
gene GFP. One hundred thousand HEK 293T cells were seeded per well in a 12-well plate.
Twenty-four hours later, cells were counted and dilutions 1, 102, 102, 103,10 and 107 of
pENGI1 EF1a-GFP vector supernatants were prepared in DMEM medium supplemented
with 10% FBS. Then, 10 pL of each dilution were added in 500 pL of DMEM medium

supplemented with 10% FBS and 8 pg/mL Polybrene® (Sigma) and incubated with cells.
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Seventy-two hours after the addition of the viral supernatant, expression of GFP was
observed by an inverted fluorescence microscope (Leica DMI6000 B).

Then, cells were collected after adding 0.05% trypsin-EDTA, centrifuged for 5 min at 500 g
at 4°C and cell pellet is suspended in 1% paraformaldehyde (Sigma) in order to fix cells and
inactivate viral particles. A further centrifugation at 500 g for 5 min was carried out and cell
pellet was suspended in 1 mL of cold Phosphate Buffered Saline 1X. A sample was analyzed
for fluorescence with a FACSCantoTM BD flow cytometer (BD Biosciences). The titer was
expressed in TU/mL (Transducing Units, TU) and calculated from the following equation:
(number of target cells 24h after seeding) x (virus dilution factor) x (percentage of GFP-
positive cells) / (volume of viral supernatant added in mL). GFP titers were calculated an
average of FACS values at vector dilutions (in duplicate) corresponding to 1-20% of GFP-
positive cells in FACS (Fluorescence Assisted Cell Sorting) analysis. Selecting values in this
range decreases the risk of analyzing cells with multiple copies of the vector, which would
underestimate titer. Measurement of GFP in FACS after limiting dilution in cell culture

provided data of transduction efficiency and the remaining functional viral titer.
DNA titer

For determining DNA titers, genomic DNA from transduced cells was isolated 4 days after
transduction using the NucleoSpin® Tissue kit (Macherey-Nagel) according manufacturer’s
recommendations. For real-time PCR analysis, 5 uL of genomic DNA was mixed with 12.5
pL of PCR master mix consisting of 2X TagMan Universal MasterMix (Thermofisher), 320
nM of each forward (FPLV2), and reverse (RPLV2) primer, 200 nM of the lentiviral probe
(LV2). Five pL of genomic DNA from untransduced cells were used for negative controls.
All reactions were carried out in duplicate and amplifications were performed using one
cycle of 95°C for 10 min, and 30 cycles of 95°C for 30 s and 60°C for 2 min. Vector plasmid

DNA amplification was performed using concentrations ranging from 1.23 x 107 copies/pL
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to 1.23 x 10° copies/pL to generate a standard curve. We used the GAPDH gene to normalize
the gPCR results. The number of vector DNA molecules in transduced cells was calculated
by comparing threshold cycle (Ct) values of samples to that of the plasmid standard curve.
Vectors DNA titer was determined by considering the following parameters according to
protocol: number of cells plated and infected (number of cells count in day 2), lentiviral copy
number per cell, and volume of used lentivirus. Lentiviral copy number per cell was
determined by: (copy number LV2) / (copy number GAPDH) x 2. DNA titer (TU/mL) was
calculated according to the following formula: (Primary number of cells count in day 2) x

(lentiviral copy number per cell) x (dilution factor) / (volume of used lentivirus in mL).
Transduction of differentiated HepaRG cells

After 4 weeks of culture in the presence of DMSO and hydrocortisone, the differentiated
HepaRG cells were transduced by lentiviral particles containing the GFP transgene to a
Multiplicity Of Infection (MOI) of 2.4. The MOI tested was deduced using the following
equation: (viral titer in TU/mL) x (volume of viral supernatant added to cells in mL) /
(number of cells seeded). Viral supernatant and 8 pg/mL of Polybrene® were added to the
usual medium on approximately 2.10° HepaRG cells. After addition of the viral supernatant,
the expression kinetics of GFP in the cells was observed by fluorescence microscopy at
different times: 48, 72, 96 h and 9 days after transduction. The test was carried out in
duplicate. The percentage of GFP-positive cells 9 days after transduction in FACS analysis

was determinate.
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Results

Transfection of HEK 293T and viral titration

Three assays of lentiviral production were performed and p24 Ag was measured after
concentration by centrifugation. The mean concentration of p24 in viral supernatants was
5.83 * 3.65 x 10° pg/mL (range 3.24 x 10° to 1 x 10° pg/mL).

Each lentiviral supernatant was also quantified for viral RNA. The mean obtained was 7.52

x 10%° copies/mL (range 7.95 x 10° to 2.22 x 10** copies/mL).

Transduction of HEK 293T and functional titration

Twenty-four hours after seeding, approximately 2 x 10° target cells were count. The
threshold of fluorescence for FACS results were determined with the negative control which
is untransduced cells. The cells expressing GFP showed significant fluorescence for FITC
canal. The GFP titer following transduction by lentivirus was 3.2 x 10" TU/mL (n=1). The
concentrated viral supernatant titer was calculated with an average GFP positive cell count
of 15.8%, corresponding to the viral supernatant diluted 10 (Figure 2-A). For the

concentrated pure viral supernatant, 53% of the cells produced fluorescence (Figure 2-B).
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Figure 2: Quantification of the GFP expression by flow cytometry in the cells 293T
following the transduction of these cells by lentiviruses. The horizontal axis represents the
forward scatter size (FSC-A) where an increased signal may indicate an increase in cell size
or budding. The vertical axis indicates the intensity of the GFP fluorescence (FITC-A). Blue
dots represent the cells expressing GFP. Red dots represent the cells that do not express
GFP. The GFP positivity threshold of the cells is determined according to the negative
control (untranslated cells). The titer of the concentrated viral supernatant is calculated with
an average GFP positive cell count of 15.8%, corresponding to the viral supernatant diluted
10 (A). With 10 uL of concentrated pure viral supernatant, the percentage of GFP positive
cells is 53% (B).
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Moreover, expression of GFP observed in fluorescence microscopy confirmed that our

lentiviral transduction was effective (Figure 3).

Phase contrast Fluorescence

Figure 3: Phase contrast and fluorescence microscopy of 293T cells expressing GFP
following the transduction of these cells by lentiviruses containing GFP gene. The cells
emit fluorescence during the transduction of these cells with 10 xL of concentrated pure
viral supernatant (A). Without the addition of lentivirus, cells did not emit fluorescence (B).

The scale bar represents 10um (A-B).
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Using the gPCR, the quantitation of cells was 67,560 for the well containing 10 pL of the
dilution 10 according to the GAPDH detection comparing to the standard curve. 219,200
copies of lentiviral genome were quantified for the same well. DNA titer calculated with
gPCR was 1.3 x 10° TU/mL (n=1) (Table 1).

Table 1: Determination of lentiviral titers by gPCR. TU = Titer Units

Dilutions
1 101
GAPDH average 67 560 49 000
(copies/extract) ' ’
DUAETETES 1,184,000 219,200
(copies/extract)
Lentiviral copy / cell 48.3 6.5
Titer 8 9
(TU/mL) 9.7x 10 1.3x 10

Transduction of differentiated HepaRG cells

Ten days after transduction of HepaRG cells, the percentage of GFP positive cells was 9.6%
when observed in FACS (Figure 4). The threshold of fluorescence for FACS results was
determined according to the values observed with negative control which was untransduced
cells. The cells which expressed GFP showed significant fluorescence for FITC canal.

Expression of GFP was also confirmed by microscopy (Figure 5).
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Figure 4: Quantification of the GFP expression by flow cytometry in the cells HepaRG
following the transduction of these cells by lentiviruses. The horizontal axis represent the
forward scatter size (FSC-A) where an increased signal may indicate an increase in cell size
or budding. The vertical axis indicates the intensity of the GFP fluorescence (FITC-A). Blue
dots represent the cells expressing GFP. Red dots represent the cells that do not express
GFP. The GFP positivity threshold of the cells is determined according to the negative
control (untranslated cells). The percentage of GFP positive cells at MOI 2.4 is 9.6%.

Phase contrast Fluorescence

Figure 5: Phase contrast and fluorescence microscopy of HepaRG cells expressing GFP
following the transduction of these cells by lentiviruses containing GFP gene 9 days after
transduction. The cells emit fluorescence during the transduction of these cells at MOI 2.4.

The scale bar represents 10um.
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Discussion

The transduction of HepaRG cells by lentiviruses for the expression and studies of proteins
has never been described in the literature. It is important to distinguish the terms "infection”
and "transduction”. The infection corresponds to the completion of a complete replicative
cycle, whereas transduction refers to the entry of a viral vector and the expression of the
transgene in a cell. The main difficulties for the proteins production by gene transfer
technology are expression rate and long-term stability. Most gene transfer methods that
relate to HepaRG use synthetic vectors with lipofection and electroporation techniques. In
fact, Laurent et al. described that plasmid DNA and formulations with neutral co-lipids, the
lipophosphoramidate compounds KLN47 and BSV10, allowed expression of the GFP in
~50% of adherent progenitor HepaRG cells, while electroporation targeted GFP expression
in ~85% of both progenitor and differentiated cells in suspension °. Moreover, Demazeau et
al. reported that egg phosphatidylcholine/Diether-NH2-based liposomes enabled an efficient
transfection in both HEK293T and proliferating progenitor HepaRG cells ©. The authors
established a new efficient lipofection-mediated gene transfer in hepatocyte-like HepaRG
cells. Effective transduction of HepaRG cells is also possible with recombinant
baculoviruses carrying the genome of interest 1. Furthermore, Zhao et al. demonstrated that
the adenoviral vector-mediated transduction yields 10-fold higher viral titers than the
transient transfection approach 3. However, a high cell death rate and laborious development
is reported for electroporation method. For lipofection method, reproducibility and low yield
of intracellular penetration are unsatisfactory. For recombinant baculoviruses and adeno
associated vector, expression of the protein over time is limited because the viral genome
does not integrate into the cellular genome, so it’s not persistent infection.

According to our results in fluorescence microscopy and FACS, lentiviral technology is

efficient in differentiating HepaRG cells: GFP expression is stable and time-prolonged.
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Indeed, expression of the GFP is observed in ~10% of differentiated HepaRG cells after 10
days of transduction and this expression is prolonged by 4 weeks after a passage of HepaRG
cells (data not shown). The use of lentiviruses may be able to overcome the cell cycle, the
cell permissiveness and cytopathogenic effect. Lentiviral vectors are efficient vehicles for
stable gene transfer in hepatocytes, and the capacity to transduce a large scale of cells is a
real advantage. In our experience, HepaRG cells appeared to be easy to transduce by
lentiviral particles, according to the classical constraints of cellular culture. This line didn’t
present any difficulties for cultivation and maintenance if the recommended reagents were
used.

Evaluation of lentiviral titer is required in order to determine whether produced lentiviral
particles are effective. Various methods of functional and non-functional lentiviral titration
have been described in literature, including p24 antigen ELISA, RNA titers, FACS and
gPCR. The p24 concentration determination in viral supernatants by ELISA is a simple and
rapid method that allows obtaining quickly a titer. Nevertheless, this quantitative analysis
overestimates the number of lentiviral particles because it measures both functional particles
(p24 protein associated with lentivirus) and non-functional (free p24 protein) 4. The RNA
quantification in the viral supernatant is more reliable than the p24 assay because the p24
titers are unaffected by the omission of the transfer plasmid. However, as p24 titer, it cannot
predict a functional titer due to the inevitable formation of defective particles during the
production process. The RNA and p24 titer observed are consistent with those of the
literature 4. We show that our lentiviral particle production is reproducible according the
weak standard deviation observed between our assays.

To upscale the functional titer of our production, FACS analysis was realized, but it was
limited to the vectors with expression of fluorescent transgenes or to interest protein with

existing fluorescent antibodies.
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The quantification of the proviral DNA integrated in the transduced 293T cells is likely to
provide a more accurate measurement of the viral titer than the quantification of the particles
in the culture supernatant. In fact, only viruses competent for transduction will be detected
by this method. However, studies have shown that integration events were not necessarily
correlated with gene expression because a significant proportion of provirus fits into genome
regions that are unlikely to transcribe genes 2. In order to overcome this inconvenience,
Lizée et al. developed a real-time quantitative Reverse-Transcriptase Polymerase Chain
Reaction (RT-qPCR) method to rapidly and precisely quantify transgenic mRNA copies
following transduction. In addition, studies have shown that quantitative analysis of
transgene mMRNA levels were well-correlated with GFP fluorescence observed in cytometry
15.

An expression of the GFP protein in differentiated HepaRG cells at an MOI of 2.4 was
observed in microscopy and FACS with a weak proportion of cells infected. The MOI may
be increase to upscale this proportion and also the efficiency of transduction.

So, we conclude that HepaRG transduction by lentiviral technology will subsequently be
useful for many applications as studying the hepatic fibrogenesis and producing specific
HBV proteins. Indeed, news studies are necessary to explore the relationship between
stellate hepatic cells and hepatocyte during the development of fibrosis in hepatitis B
infection. The measurement of secreted pro-fibrotic markers by stellate hepatic cells in
response to viral infection of hepatocytes can explain several steps of this process. We
hypothesize that the development of an innovative tool as transduction of differentiated

HepaRG cells is a technological advance for studying HBV in vitro.
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4. Chapitre 4 : Production des particules lentivirales
exprimant les protéines HBc et HBe du VHB

4.1. Introduction

Ce dernier volet de la thése est orienté sur les différentes techniques réalisées pour
parvenir & la production de particules lentivirales exprimant les protéines HBc et/ou HBe du
VHB. En effet, parallelement & la mise au point de la transfection des HepaRG avec les
particules lentivirales témoins exprimant la GFP, nous avons construit les vecteurs
d’expression contenant les séquences du VHB pour produire les protéines HBc et HBe dans
les hépatocytes et mesurer I’impact de cette production protéique sur I’induction de la fibrose
hépatique. Comme décrit dans la partie Revue Bibliographique (cf 1.2.1 Organisation du
génome), le PBC régule la transcription de deux ARNm viraux : I’ARNm PC qui est traduit
en protéine HBe et I’ARNpg qui sert de matrice pour la synthese des protéines HBc et pol.
Le mécanisme régulant la transcription de ces deux ARNm reste inconnu. Il est difficile de
connaitre la proportion relative de la production de ces deux protéines au cours du cycle de
réplication virale.

C’est pourquoi nous avons choisi de recourir a trois constructions différentes
permettant soit la synthése concomitante des protéines HBe et HBc soit la production isolée
de la protéine HBc (Figure 34) :

e La construction CIF : elle contient la séquence du PBC et les régions PC et
C. Elle nous permettra d’évaluer la synthése des protéines HBc et HBe sous
le controle du PBC et d’évaluer I’impact du double mutant du PBC sur la
production in vitro des protéines HBc et HBe ;

e La construction PCC : elle contient les séquences des régions PC et C. Elle

nous permettra de synthétiser les protéines HBe et HBc sans I’influence du
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PBC et d’évaluer I’impact de leur production sur I’expression des marqueurs
pro-fibrotiques ;

e La construction YAP : elle contient la séquence du géene C isolée. Elle nous
permettra d’étudier individuellement le réle de la protéine HBc dans
I’induction de la fibrose. La comparaison des mesures réalisées suite a la
transduction des hépatocytes par la particule exprimant uniquement la
protéine C avec celles réalisées par la construction PCC nous permettra
d’appréhender I’impact de la protéine HBe indépendamment du réle de la

protéine HBc.

PBC PC =

PC =

Figure 34 : Constructions des plasmides d’expression contenant les séquences des régions
PBC, PCet C.

La construction CIF contient les trois régions cibles a savoir le PBC et les génes PC et C. La construction
PCC contient les régions PC et C afin de produire les protéines HBe et HBc sous [’influence d’'un promoteur

fort. La construction YAP contient la région C uniquement afin de ne produire que la protéine HBc.

Un des objectifs du projet Lenticore est de comprendre le role des mutants du PBC
et de la région PC dans la fibrogénese hépatique. En effet, 1’étude clinique menée chez les
patients chroniquement infectés a montré une implication significative du double mutant
PBC et de la mutation G1899A dans 1’évolution de la fibrose hépatique [109]. Pour apprécier
un impact significatif de la présence de mutations sur le génome viral, les génomes mutés
dans les régions PBC et PC doivent étre comparés a des génomes sauvages. La production

de particules lentivirales a donc été réalisée avec les séquences sauvages pour les trois
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formats CIF, PCC et YAP. Nous avons également produit des particules lentivirales a partir
de séquences mutées aux positions 1762/1764 et 1899 pour les trois constructions CIF, PCC
et YAP. Ainsi, nous avons d0 produire six vecteurs distincts, dans le but d’étudier
uniquement le double mutant du PBC et la mutation G1899A.

Comme décrit dans la Revue Bibliographique (cf 3.2.4.c) Vecteurs lentiviraux), il est
nécessaire pour utiliser cette technologie de construire un plasmide d’expression par génie
moléculaire. Un vecteur sera construit pour chacune des situations décrites ci-dessus. La

production de particules lentivirales sera également réalisée pour chacun des cas présentés.

4.2, Matériel et méthodes
4.2.1. Cellules

Pour la transfection des plasmides et I’obtention de particules lentivirales, nous avons
utilisé les cellules HEK293T (ATCC® CRL-3216™). Ces cellules ont également été utilisées
en transduction pour la détermination du titre viral des vecteurs produits. Le milieu de culture
contient du Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM, Gibco®) supplémenté avec 10%
de sérum de veau feetal (Fetal Bovine Serum FBS, Gibco®) et 2 mM de L-glutamine
(Gibco®). L’incubation des cellules est réalisée dans une étuve a 37°C et sous atmosphére
humide contenant 5% de CO..

Pour I’étude de I'impact de la production des protéines HBc et HBe sur les
hépatocytes, nous avons choisi d’utiliser des HepaRG (UMR INSERM 1052 CNRS 5286 -
Centre de recherche en cancérologie, Lyon). Le milieu de culture est composé de William’s
Medium E (Gibco®) supplémenté avec 10 % de FetalClone®II Serum (HyClone™), 2mM
de GlutaMAX™ (Gibco®), 5ug/ml d’insuline humaine (Sigma-Aldrich®), 50uM
d’hydrocortisone (SERB laboratoire) et 50U/ml de pénicilline/streptomycine. Aprés deux

semaines de culture, la différenciation de ces cellules est obtenue en quatre semaines par
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I’ajout de 1,8 % de DMSO (Sigma-Aldrich®) dans le milieu de culture. Elles sont cultivées

a 37°C en atmosphére humide contenant 5% de COx.

4.2.2.

Obtention des séquences d’intérét

a) Echantillons sources

Les plasmas utilisés pour obtenir les séquences a intégrer dans nos vecteurs

d’expression ont été sélectionnés parmi les patients de I’étude ANRS (2008-2, CSS7 n°1399)

(cf Chapitre 2). Plusieurs patients ont été sélectionnés afin de répondre a 1’ensemble des

phénotypes de mutations aux positions 1762/1764, 1896 et 1899 (Tableau 5). Seules les

constructions a partir des patients 1079 et TOL ont été réalisées a ce jour.

Tableau 5 : Plasmas des patients utilisés pour obtenir les séquences d’intérét.

L’ensemble des profils d’intérét ont été sélectionnés parmi les patients de [’étude ANRS. Seules les

constructions 1079 et TOL ont été réalisées en vecteur d’expression, mais [’ensemble des séquences d’intérét

ont été obtenues.

Identification 1762/1764 1896 1899

1079 Sauvage Sauvage Sauvage
845 Mutant Sauvage Sauvage
0050 Mutant Mutant Sauvage
917 Sauvage Mutant Sauvage
TOL Mutant Sauvage Mutant
KOR Sauvage Sauvage Mutant
1475 Sauvage Mutant Mutant
1988 Mutant Mutant Mutant
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b) Extraction de ’ADN du VHB

Les acides nucléiques ont été extraits par une technique automatisée utilisant la silice
magnétique sur I’automate easyMAG® (BioMérieux) a partir de 200ul de plasmas conservés

a-20°C.

c) Amplification des séquences d’intérét

La technique d’amplification des séquences d’intérét par PCR nichée a été
développée au laboratoire. Les amorces de premiere PCR, COF et COR, sont respectivement
situées en amont du PBC et en aval du géne C [165]. Le mélange réactionnel de 50pul est
composé de 1X de Premix Ex Taq™ (TaKaRa), 250nM de chaque amorce (Tableau 6) et
10ul d’extrait d’acides nucléiques. L’amplification est réalisée par 30 cycles de 10 secondes
a 98°C, 30 secondes a 53°C et 1 minute a 72°C dans le thermocycleur Veriti® (Applied

Biosystems™),

Tableau 6 : Amorces utilisées lors de I’amplification des séquences d’intérét (régions PBC,
PC, C) et du séquencage.
La séquence de référence utilisée porte le numéro Genbank X98077. Les amorces des PCR nichées sont

bornées en 5’ par un site de restriction enzymatique (en bleu) : Mlul (ACGCGT) pour les amorces sens, Sall
(GTCGAC) pour ’amorce antisens.

Identification . Position sur le
Sequences des amorces

de 'amorce génome

COF 5’-CACTTCGCTTCACCTCTGCAC-3’ 1583 - 1603
COR 5’-AGCCCCGTAAAGTTTCCCAC-3’ 2492 - 2473
Mlul-CIF 5’-ACGCGTGAGGCATACTTCAAAGACTG-3’ 1699 - 1718
Mlul-PCC 5’-ACGCGTTCTTTGTACTAGGAGGCTGTA-3’ 1766 - 1786
Mlul-YAP 5-ACGCGTGCATGGACATTGACCCTTAT-3’ 1900 - 1919
Sall-CIR 5’-GTCGACAGTTTCCCACCTTATGAGTC-3’ 2482 - 2463

141



Chapitre 4

Trois PCR nichées sont réalisées afin d’amplifier les différents fragments d’intérét a
savoir la séquence complete contenant le PBC et les genes PC et C, la séquence ne contenant
que les genes codant PC et C et la séquence contenant uniquement le géne C. La séquence
compléte est nommeée « CIF » (783pb), la séquence tronquée du promoteur est nommée
« PCC » (717pb) et la séquence contenant uniquement C est appelée « YAP » (583pb), en
références aux amorces utilisées en sens. Les amorces utilisees en PCR nichée sont donc
spécifiques de chaque fragment ciblé. Les amorces CIF et CIR sont des amorces publiées
[165]. Les amorces PCC et YAP ont été définies au laboratoire a 1’aide du logiciel
Primer3web (version 4.0.0). Les amorces sens présentent a I’extrémité 5’ un site de
restriction Mlul qui permettra de réaliser une restriction enzymatique avant le clonage dans
le vecteur d’expression. L’amorce antisens est commune aux trois PCR nichées. Elle est
rallongée en 5’ d’un site de restriction Sall (Tableau 6). Le mélange réactionnel est composé
de 20ul de Premix Ex Taq™ (TaKaRa) et 0,5uM de chaque amorce sous un volume final de
35ul auxquels sont ajoutés 5pl de produit de 1° PCR. Le méme profil de température qu’en
premiére PCR est appliqué. Les fragments obtenus sont vérifiés en gel d’agarose 2%

contenant du bromure d’éthidium.

d) Purification des produits de PCR et quantification

Les produits de PCR sont ensuite purifiés sur colonne (NucleoSpin® Gel and PCR
Clean-up, Macherey-Nagel) selon les recommandations du fabricant. L’ADN purifié est
ensuite quantifié par lecture spectrophotométrique a 260nm et 280nm au spectrophotomeétre
NanoDrop® ND-1000 (Thermo Fisher Scientific). Les produits d’amplification sont dilués

en eau PPI a 2ng/ul.
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e)  Verification des séquences amplifiées

Les amorces de PCR nichée sont utilisées pour réaliser la PCR de séquence selon la
technologie Sanger. Le mélange réactionnel est composé de 1X BigDye® Sequencing Buffer
(Thermo Fisher Scientific), 1ul de BigDye® Terminator v3.1 (Thermo Fisher Scientific),
0,5uM d’amorce (sens ou anti-sens) et 10ng de produit de PCR purifié sous un volume final
de 20ul. Le profil de température est composé d’une dénaturation initiale a 96°C pendant 1

minute suivie de 25 cycles de 20 secondes a 96°C, 5 secondes a 50°C et 4 minutes a 60°C.

Les produits de PCR de séquence sont purifiés par précipitation a I’isopropanol.
Quatre-vingt microlitres d’isopropanol 75% sont ajoutés au mélange réactionnel de PCR de
séquence. Aprés homogénéisation, les barrettes sont centrifugées a 1800g pendant 45min.
Le culot est repris dans 20ul de formamide hautement déminéralisée (Hi-Di Formamide,

Thermo Fisher Scientific).

La separation des produits de séquence est réalisée par migration capillaire en gel de
polyacrylamide sur I’automate ABI 3130x| Genetic Analyzer (ThermoFisher Scientific). Les
séguences obtenues pour chaque fragment sont analysées a 1’aide du logiciel SeqScape® v2.6

(ThermoFisher Scientific).

4.2.3. Clonage dans le plasmide pGEM®-T Easy Vector

Afin d’obtenir une quantité suffisante de matériel pour intégrer la séquence d’intérét
dans le vecteur d’expression, il est nécessaire de procéder a un pré-clonage dans un vecteur
plasmidique classique. Nous utilisons au laboratoire le pPGEM®-T Easy Vector (Promega).
C’est un plasmide pré-linéarisé qui présente un T a chaque extrémité 3’ ce qui permet d’y
intégrer des produits de PCR synthétisés par la plupart des enzymes thermostables qui
ajoutent un A en fin de séquence. Le fragment d’intérét est inséré au niveau du MCS qui est

situé au milieu du géne lacZ (Figure 35). Ainsi, si I’insertion du fragment d’intérét

143



Chapitre 4

fonctionne, le géne lacZ est non opérationnel. Si le plasmide se referme sur lui-méme, le
gene lacZ sera opérationnel. L’utilisation d’un indicateur coloré de dégradation du galactose
permettra de discriminer les colonies ayant intégré le plasmide contenant le géne d’intérét

du plasmide seul.
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Figure 35 : Carte du plasmide pPGEM®-T Easy utilisé pour le pré-clonage (Promega).

Ce vecteur est pré-linéarisé et permet linsertion du fragment d’intérét directement aprés I'amplification par
PCR. L’insertion du fragment d’intérét est possible dans le MCS situé dans le géne lacZ. Ce vecteur porte le

geéne de résistance a I'ampicilline. Les amorces universelles T7 et SP6 bornent le MCS.

La ligation est réalisée pendant une nuit a 4°C en présence de 1X de Rapid Ligation
Buffer, 50ng de plasmide, 3U de T4 DNA Ligase. La quantité de produit de PCR ajoutée
dépend de la taille du fragment d’intérét. Dans notre cas, les quantités théoriques ajoutées
sont de 40ng pour CIF, 36ng pour PCC et 29ng pour Y AP, ce qui représente un ratio produit
PCR / vecteur de 3/1. A cette étape, le sens d’intégration du fragment dans le plasmide n’a
pas d’importance.

Au lendemain de la ligation, la transformation des cellules compétentes E. coli
JM109 (Promega) est réalisée par choc thermique (20 minutes dans la glace, 45 secondes a

42°C et 2 minutes dans la glace).Aprés une pré-culture liquide a 37°C pendant 1 heure sous
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agitation, la suspension bactérienne est concentrée par centrifugation puis ensemencée en
nappe sur des géloses LB (Luria Broth, Thermo Fisher Scientific) en présence de 100ug/ml
d’ampicilline (Sigma-Aldrich®) dans la masse, 0,4mM d’IPTG (Isopropyl R-D-1-
ThioGalactopyranoside, Eurobio) et 40mg/ul d’X-gal (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-beta-D-
galactopyranoside, Eurobio) en nappe.

La présence d’ampicilline dans la gélose permet de sélectionner uniquement les
bactéries ayant été transformées avec le plasmide. L’IPTG est I’inducteur de la réaction
enzymatique permettant a lacZ de catalyser le substrat coloré X-gal. Ainsi, les colonies ayant
un géne lacZ opérationnel ¢’est-a-dire ne contenant pas le fragment d’intérét seront bleues.
Inversement, les colonies blanches contiennent le plasmide ayant intégré 1’insert au milieu
de lacZ le rendant inutilisable. Des colonies blanches sont repiquées sur une gélose LB +
ampicilline.

La vérification de la présence du fragment d’intérét est réalisée par PCR
conventionnelle avec les amorces universelles T7 et SP6 situées sur le plasmide de part et
d’autre du MCS (Figure 35). Apreés purification des produits de PCR, les fragments amplifiés
sont sequencés pour Vérifier leur intégrité (cf 4.2.2 e) Vérification des séquences
amplifiées) : absence d’insertion ou de délétion, phénotype PBC et PC, taille du fragment,
présence des sites de restriction Mlul et Sall aux extrémités.

Une maxi-prep est réalisée a partir d’un clone intégre a I’aide du kit NucleoBond®
Xtra Maxi (Macherey-Nagel) selon les recommandations du fabricant. Cette étape nous
permet d’obtenir une suspension plasmidique a environ 1ug/pl, concentration minimale

nécessaire pour 1’étape suivante.
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4.2.4. Construction des vecteurs d’expression

a)  Restriction enzymatique

Pour I’insertion du géne d’intérét dans le vecteur d’expression, le sens d’insertion est
important puisque 1’objectif est de produire la protéine a partir de ce géne. Ainsi, il est
important de maitriser cette insertion en utilisant une ligation a bouts cohésifs différents en
5’ et 3’ d’ou I'utilisation de sites de restriction. D’une part le vecteur d’expression, circulaire,
et d’autre part le plasmide de pré-clonage contenant le geéne d’intérét, subissent une
restriction enzymatique avec Mlul et Sall. Les enzymes de restriction ont été¢ définies a 1’aide
du logiciel ApE —A Plasmid Editor v2.0.47 (biologylabs.utah.edu) en vérifiant I’absence des
sites au milieu du fragment d’intérét.

Le mélange réactionnel est composé de 10U d’enzyme de restriction Mlul
(Promega), 16U d’enzyme de restriction Sall (Promega), 0,1pg/pL de BSA (Bovine Serum
Albumin) acétylée, 1X de tampon de restriction enzymatique (Promega), et 1ug de plasmide.
Le volume final est ajusté a 20l avec de I’eau purifiée. La réaction dure 4 heures a 37°C en
thermocycleur.

L’efficacit¢ de la restriction enzymatique est ensuite vérifiée par migration
électrophorétique en gel d’agarose 2% grace au systéme E-Gel® SizeSelect™ Agarose Gels
(Thermo Fisher Scientific) qui permet de récupérer la bande d’intérét dans un puit présent
au milieu du gel (Figure 36). Les fragments d’intérét sont récupérés et purifiés grace au kit
NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up (Macherey-Nagel) selon les recommandations du
fabricant. Une quantification est réalisée au spectrophotométre NanoDrop® ND-1000 (cf

4.2.2.d) Purification des produits de PCR et quantification).
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Poids moléculaire
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Figure 36 : Photographie du gel de migration E-Gel® SizeSelect™.

Les deux premiers puits correspondent au dép6t du produit de restriction enzymatique du plasmide contenant
le fragment CIF (783pb). Les deux suivants correspondent a PCC (717pb) et les deux derniers a YAP
(583pb).Les bandes les plus hautes correspondent au plasmide linéarisé (environ 3kb). Les bandes les plus
basses correspondent aux fragments d’intérét. De I’eau purifiée est déposée dans le puit de recueil de maniére

a ce que le fragment soit en suspension au moment de son passage pour étre récupérer.

b) Clonage dans le vecteur d’expression

Le plasmide d’expression pENG1 EF1a-GFP utilisé nous a été gracieusement fourni
par 1’équipe du Pr Lemoine (Centre d’Immunologie et des Maladies Infectieuses, UMR
CNR7211/ INSERM UMR1135, Paris). Ce plasmide circulaire contient les séquences LTR
en 5’ et 3°, cette dernicre étant délétée de la partie U3. Les séquences PBS, W, RRE et cPPT
sont également présentes en amont du promoteur EF1-a qui va controler I’expression du
transgéne. Enfin, la séquence WPRE est également présente sur ce plasmide. Ces séquences
sont nécessaires a la rétro-transcription et a 1’encapsidation du transgéne (cf 3.2.4.c)
Vecteurs lentiviraux). L’insertion du gene d’intérét a lieu dans le MCS dans lequel sont
présents les sites de restriction Mlul et Sall (Figure 37). Le vecteur présente également un
promoteur EF1-a, qui est un promoteur fort non viral qui permettra d’exprimer fortement le
transgene, et le géne de résistance a I’ampicilline. Le vecteur pENG1 EF1a-GFP dans sa

conformation initiale contient le géne de la GFP et a été utilisé comme témoin dans la mise
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au point de ’outil de transduction (cf 3- Chapitre 3 : Mise au point de la transduction de

cellules HepaRG par des vecteurs lentiviraux.

Rev prim{a) 8165 91 Sphl

a19 Notl
920 Eagl

Eam1105 | 6937

1798 Hpal

pENGI1 EFl1a-GFP 1822 BspD|
a 1922 Clal
23, +
8238 base pairs
- Unigua Sitas
' 252_8 BspM I
.Saq prim{b) 5425
Avr |l 5355 2978 PaeRT|

Sfil 5301 2978 Xho!

3224 Smal

3224 Xmal
3228 BamH |
PiM 1 43135 %
3255 Ecod? Il
3881 BepE|
3091 Bsph Il
4042 BsiB |
4042 Fspl!
. 405 aR v
<an74 Sail > -

Figure 37 : Carte du plasmide pENG EF1a-GFP (d’aprés INSERM UMR1135).

C’est un vecteur circulaire qui subit la restriction enzymatique Mlul et Sall (entourées en rouge) afin d’enlever
le géne de la GFP qui sera remplacé par le fragment d’intérét du VHB. La séquence EF1-a est un promoteur

fort non viral.

Ce clonage suit les mémes étapes que le pré-clonage dans le plasmide pGEM®-T
Easy Vector (cf 4.2.3 Clonage dans le plasmide pGEM®-T Easy Vector) : ligation une nuit
a 4°C et transformation par choc thermique en bactéries compétentes JM109. Dans le
mélange réactionnel de ligation, 50ng de produit de restriction enzymatique sont ajoutés a
20ng de vecteur pENG linéarisé, 1X de tampon de ligation et 6U de T4 DNA ligase sous un
volume final de 20pl. La pré-culture liquide est réalisée pendant deux & trois heures & 30°C
afin de faciliter la transformation des cellules compétentes avec un plus gros vecteur, puis la
suspension est ensemencée en gélose LB + 100pug/ml d’ampicilline. Les colonies présentes

au bout de 18h a 24h de culture a 37°C sont repiquées sur gélose.
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Une culture liquide a partir de ces clones est realisée afin de purifier le plasmide a
’aide du kit NucleoSpin® 8 Plasmid (Macherey-Nagel) selon les recommandations du
fabricant.

Une PCR de séquence est réalisée directement sur la suspension plasmidique avec
I’amorce EFla (5>-TCAAGCCTCAGACAGTGGTTC-3%), située au niveau du promoteur
EF1la et en amont de I’insert. Les conditions expérimentales ont été décrites précédemment
(cf 4.2.2. e) Veérification des séquences amplifiées). a partir de 10ng de plasmide.

Le séquencage a cette étape nous permet de vérifier que la séquence nucléotidique
insérée dans le vecteur d’expression est intégre et permettra la production de la protéine.

Un clone integre est ainsi sélectionné afin de réaliser une maxi-prep a 1’aide du kit
NucleoBond® Xtra Maxi (Macherey-Nagel) selon les recommandations du fabricant. La
concentration et la pureté du plasmide sont déterminées par lecture de la densité optique a

260 et 280 nm au NanoDrop® ND-1000 (ThermoFisher Scientific).

4.2.5. Production des particules lentivirales

La production et I’utilisation de vecteurs lentiviraux nécessitent 1’obtention d’un
agrément délivré par le Ministére de I’Enseignement Supérieur, de la Recherche et de
I’Innovation. Pour Lenticore, nous avons obtenu cet agrément pour une durée de cing ans.

Le dossier auprés du Haut Conseil en Biotechnologies porte le n°2941.

a)  Co-transfection dans les cellules HEK293T

La production des vecteurs lentiviraux est réalisée au laboratoire par co-transfection
transitoire dans les cellules HEK293T en utilisant le réactif FUGENE® 6 Transfection
Reagent (Promega). Les plasmides d’enveloppe et d’encapsidation nous ont été fournis par
I’équipe du Pr Lemoine (Centre d’Immunologie et des Maladies Infecticuses, UMR

CNR7211/ INSERM UMR1135, Paris). Nous avons regu deux boites de pétri contenant des
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colonies bactériennes ayant integré chaque plasmide. Les colonies ont été individuellement
remises en culture liquide afin de réaliser une maxi-prep de chaque plasmide a 1’aide du kit
NucleoBond® Xtra Maxi (Macherey-Nagel) selon les recommandations du fabricant. La
concentration et la pureté sont déterminées par lecture de la densité optique a 260 et 280 nm

au NanoDrop® ND-1000 (ThermoFisher Scientific).

Le plasmide pCMV9 est le plasmide d’encapsidation qui contient les sequences

virales nécessaires en trans (Figure 38).
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Figure 38 : Carte du plasmide d’encapsidation pCMV9 (d’aprés INSERM UMR1135).
Le plasmide pCMV9 nous a été gracieusement fourni par le Pr Lemoine du Centre d’Immunologie et des
Maladies Infectieuses (UMR CNR7211 / INSERM UMR1135, Paris). Il contient les séquences gag, pol, pro,

tat et rev sous l'influence d’un promoteur CMV. Il porte également le géne de résistance a I’ampicilline.
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Le plasmide d’enveloppe VSV-G contient la séquence codant la glycoprotéine G du

VSV ce qui conférera un large tropisme aux particules lentivirales constituées (Figure 39).
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Figure 39 : Carte du plasmide d’enveloppe VSV-G (d’apres INSERM UMR1135).

Le plasmide VSV-G nous a été gracieusement fourni par le Pr Lemoine du Centre d’Immunologie et des
Maladies Infectieuses (UMR CNR7211 / INSERM UMR1135, Paris). Il contient la séquence de la
glycoprotéine G du VSV sous ['influence d’un promoteur CMV.

Les trois plasmides sont co-transfectés dans des cellules HEK293T (2.10°
cellules/puit en plaque 12 puits) a 24h de culture. Le réactif de transfection FUGENE® 6 est
dilué en milieu Opti-MEMT™ (Gibco®) avant d’ajouter les 12ug de plasmides : 5,6ug de
vecteur d’expression, 2,2ug de plasmide d’encapsidation et 2ug de plasmide d’enveloppe
(ratio FUGENE/ADN : 3/1). Le mélange est déposé goutte a goutte sur les cellules
ensemencées la veille (50-80 % de confluence).

Aprés 24 heures de culture post transfection, le milieu est renouvelé. Le surnageant

viral est récupére 72 heures aprés la transfection. Afin d’éliminer les cellules restantes, le
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surnageant est centrifugé 5min a 500g puis passé sur filtre 0,45um. Afin d’améliorer la
concentration du surnageant viral, une centrifugation pendant 2h a 50 000g est réalisée. Le

culot est repris en tampon PBS 1X puis stocké en aliquots a -80°C.

b) Titrage du surnageant viral

Concernant les constructions portant les séquences sauvages et mutees des PBC, PC
et C du VHB, nous ne pouvons pas utiliser la microscopie a fluorescence comme pour la
GFP. Nous ne pouvons pas non plus utiliser la cytométrie en flux sans avoir recours a un

anticorps marqué spécifique de nos protéines.

Quantification de I’Ag p24 du VIH-1
Nous utilisons donc le dosage de 1’Antigéne p24 du VIH-1 par ELISA dans le
surnageant lentiviral. La technique utilisée est automatisée : VIDAS® HIV P24 1l
(BioMérieux). Le surnageant est dilué a 10~ ou 10 en amont du dosage de maniére a ne pas

saturer la technique et obtenir une quantification fiable. Le titre est exprimé en pg p24/ml.

Quantification de ’ARN viral

Nous avons quantifi¢ ’ARN viral dans la suspension de particules lentivirales afin
d’obtenir un titre exprimé en copies/ul. Quelques microlitres de suspension virale ont été
purifiés a I’aide du kit NucleoSpin® RNA (Macherey-Nagel) selon les recommandations du
fabricant. Les ARN sont linéarisés a 70°C pendant 10min puis conservés a 4°C. La rétro-
transcription a été réalisée a partir de 12,5ul d’extrait ARN ajoutés a 1X de tampon de
réaction (ThermoFisher Scientific), 2,5uM de Random hexamers (ThermoFisher Scientific),
20U de RiboLock RNase Inhibitor (ThermoFisher Scientific), 1ImM dNTP (Eurogentec) et
200U de RevertAid H Minus Reverse Transcriptase (ThermoFisher Scientific). La réaction
se deroule pendant 60 minutes a 42°C précédées de 10 minutes a 25°C et suivies de 10

minutes & 70°C dans un thermocycleur Veriti® (Applied Biosystems™). La gPCR est
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réalisée a partir de Sul d’ADNc dans un volume final de 25ul de mélange réactionnel
contenant : 1X de TagMan™ Universal MasterMix (ThermoFisher Scientific), 320nM de
chaque amorce FPLV2 et RPLV2 et 200nM de sonde d’hydrolyse LV2 marquée par le
fluorochrome FAM. Les amorces permettent I’amplification d’un fragment de 142pb dans
les régions PBS/W [152]. Apres 10 minutes de dénaturation initiale a 95°C, 40 cycles de 30
secondes a 95°C et 2 minutes a 60°C sont appliqués. La lecture de la fluorescence par
I’automate Mx3005P™ (Agilent) est réalisée pendant 1’étape a 60°C. La quantification du
génome lentiviral est possible grace & une gamme externe en 5 points contenant 1,23.10° &
1,23.107 copies/pl a laquelle sont comparés les Ct (Cycle threshold) obtenus pour chaque
suspension. Le standard de quantification utilisé pour construire cette gamme est une
suspension plasmidique purifiée du vecteur d’expression pENG1 EF1a-GFP. L’analyse des

données de gPCR a été réalisée avec le logiciel MxPro QPCR (Agilent).

4.3. Résultats
4.3.1. Quantifications des ADN purifiés

La quantification des suspensions d’ADN est nécessaire pour la réalisation de la
ligation, de la restriction enzymatique et de la transfection (Tableau 7). Suite a la maxi-prep,
la concentration des suspensions plasmidiques ont été ajustées a environ 1ug/pl. Les
plasmides d’encapsidation et d’enveloppe ont également été préparés en maxi-prep afin de

pouvoir par la suite produire les particules lentivirales.
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Tableau 7 : Quantifications des suspensions d’ADN.
CMV9 est le plasmide d’encapsidation. VSV-G est le plasmide d’enveloppe. 1079 correspond aux séquences
sauvages en PBC et 1899, alors que TOL présente des mutations dans ces positions. CIF est la construction

compléte PBC, PC et C. PCC est la construction délétée du PBC et YAP ne contient que la région C.

Quantification du Quantification Quantification

produit de PCR CLZT:cEgETeT MxPp pGEM-T SLT:;I';iﬁg MxPp pENG
(ng/ul) (ng/ul) (ng/nl)
1079-CIF 30,57 Clone 2 Clone 1
1079-PCC 33,02 Clone 11 Clone 27
1079-YAP 34,31 Clone 1 Clone 6
TOL-CIF 183,95 Clone 66 1,058 Clone 11 1,554
TOL-PCC 146,98 Clone 10 1,014 Clone 14 1,325
TOL-YAP 142,67 Clone 5 0,966 Clone 5 1,147
CMV9 2,45
VSV-G 1,06

4.3.2. Séquences des particules lentivirales

La vérification des séquences est primordiale a chaque étape afin de s’assurer de
I’intégrité des protéines qui pourraient étre traduites aprés transduction. Le séquencage a
donc éte réalise :

e Aprés I’amplification par PCR conventionnelle : 1079-x_PCR_MlulSall
e Apres le clonage en pGEM-T : 1079-...pGEMT _clonex

e Apres la Maxi-Prep de plasmide : 1079-...pGEMT clonex MxPp

e Apres le clonage en pENG : 1079-...pENG _clonex

e Apres la Maxi-Prep de plasmide : 1079-...pENG clonex MxPp

Le type de fragment (CIF, PCC, YAP) remplace les « ... ». Le numéro du clone
sélectionné remplace le « x ». Pour les constructions réalisées avec les séquences mutées
dans les régions PBC et PC, « TOL » remplace « 1079 ».

Dans les alignements ci-apres, une légende couleur est utilisée :

e Envertetgras: les codons d’initiation de la traduction

e Enrouge et gras : le codon d’arrét de la traduction

154



Chapitre 4

e Enbleu et gras : les sites de restriction Mlul et Sall

e Enorange et gras : les positions 1762 et 1764 pour le double mutant PBC

e En fushia et gras : la position 1896 pour le mutant PC

e Ensaumon et gras : la position 1899

e Les amorces sont soulignées en noir

a)  Alignement construction CIF, séquence sauvage

1079-CIF PCR MluISall
1079-CIFpGEMT clone2
1079-CIFpGEMT clone2 MxPp
1079-CIFpENG-clonel
1079-CIFpENG clonel MxPp

1079-CIF PCR MluISall
1079-CIFpGEMT clone2
1079-CIFpGEMT clone2 MxPp
1079-CIFpENG-clonel
1079-CIFpENG_clonel MxPp

1079-CIF_PCR MluISall
1079-CIFpGEMT clone2
1079-CIFpGEMT clone2 MxPp
1079-CIFpENG-clonel
1079-CIFpENG_clonel MxPp

1079-CIF PCR MluISall
1079-CIFpGEMT clone2
1079-CIFpGEMT clone2 MxPp
1079-CIFpENG-clonel
1079-CIFpENG_clonel MxPp

1079-CIF_PCR MluISall
1079-CIFpGEMT clone2
1079-CIFpGEMT_ clone2 MxPp
1079-CIFpENG-clonel
1079-CIFpENG clonel MxPp

1079-CIF PCR MluISall
1079-CIFpGEMT clone2
1079-CIFpGEMT clone2 MxPp
1079-CIFpENG-clonel
1079-CIFpENG_clonel MxPp

1079-CIF_PCR MluISall
1079-CIFpGEMT_ clone2
1079-CIFpGEMT clone2 MxPp
1079-CIFpENG-clonel
1079-CIFpENG_clonel MxPp

1079-CIF PCR MluISall
1079-CIFpGEMT_clone2
1079-CIFpGEMT_clone2 MxPp
1079-CIFpENG-clonel
1079-CIFpENG clonel MxPp

——————————————————————————————————— TACTTCAAAGACTGTTTGTTTAAAG
CATGGCGGCCGCGGGATTCGATTACGCGTGAGGCATACTTCAAAGACTGTTTGTTTAAAG
---GCGGCCGCGGGAATTCGATTACGCGTGAGGCATACTTCAAAGACTGTTtGtTTAAAG
—————————————————————————————————— ATACTTCAAAGACTGTTTGTTTAAAG
—————————————————————————— CGTGAGGCATACTTCAAAGACTGTTTGTTTAAAG

*khkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkkxx

ACTGGGAGGAGTTGGGGGAGGAGATTAGATTAa
ACTGGGAGGAGTTGGGGGAGGAGATTAGATTAA
ACTGGGAGGAGTTGGGGGAGGAGATTAGATTAA TCTTtGTACTAGGAGGCTGTAGGC
ACTGGgAgGAGTt GGGGGAGGAGATTAGATTAA TCTTTGTACTAGGAGGCTGTAGGC
ACTGGGAGGAGTTGGGGGAGGAGATTAGATTAAAGGTCTTTGTACTAGGAGGCTGTAGGC

B R R R R R R R I R I I I S S S S

TCTTTGTACTAGGAGGCTGTAGGC

G
GGTCTTTGTACTAGGAGGCTGTAGGC
G
G

ATAAATTGGTCTGCGCACCAGCACCATGCAACTTTTTCACCTCTGCCTAATCATCTCTTG
ATAAATTGGTCTGCGCATCAGCACCATGCAACTTTTTCACCTCTGCCTAATCATCTCTTG
ATAAATTGGTCTGCGCATCAGCACCATGCAACTTTTTCACCTCTGCCTAATCATCTCTTG
ATAAATTGGTCTGCGCATCAGCACCATGCAACTTTTTCACCTCTGCCTAATCATCTCTTG
ATAAATTGGTCTGCGCATCAGCACCATGCAACTTTTTCACCTCTGCCTAATCATCTCTTG

khkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkh hhkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkkkkkhkkhkkkhkkhkkhkkkkkk

TTCATGTCCTACTGTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTGGCTTTGGG CATGGACAT
TTCATGTCCTACTGTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTGGCTTTGGG CATGGACAT
TTCATGTCCTACTGTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTGGCTTTGGG CATGGACAT
TTCATGTCCTACTGTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTGGCTTTGGG CATGGACAT
TTCATGTCCTACTGTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTGGCTTTGGG CATGGACAT

B R R R R I I I S S S S S S

TGACCCTTATAAAGAATTTGGAGCTACCGTGGAGTTACTCTCGTTTTTGCCTTCTGACTT
TGACCCTTATAAAGAATTTGGAGCTACCGTGGAGTTACTCTCGTTTTTGCCTTCTGACTT
TGACCCTTATAAAGAATTTGGAGCTACCGTGGAGTTACTCTCGTTTTTGCCTTCTGACTT
TGACCCTTATAAAGAATTTGGAGCTACCGTGGAGTTACTCTCGTTTTTGCCTTCTGACTT
TGACCCTTATAAAGAATTTGGAGCTACCGTGGAGTTACTCTCGTTTTTGCCTTCTGACTT

hhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkkkkhkkkkkkk

CTTTCCTTCAGTACGAGATCTTCTAGATACCGCCTCAGCTCTGTATCGGGAAGCCTTAGA
CTTTCCTTCAGTACGAGATCTTCTAGATACCGCCTCAGCTCTGTATCGGGAAGCCTTAGA
CTTTCCTTCAGTACGAGATCTTCTAGATACCGCCTCAGCTCTGTATCGGGAAGCCTTAGA
CTTTCCTTCAGTACGAGATCTTCTAGATACCGCCTCAGCTCTGTATCGGGAAGCCTTAGA
CTTTCCTTCAGTACGAGATCTTCTAGATACCGCCTCAGCTCTGTATCGGGAAGCCTTAGA

B R R R R R R R I I I S S S S S S S S 3

GTCTCCTGAGCATTGTTCACCTCACCATACTGCACTCAGGCAAGCAATTCTTTGCTGGGG
GTCTCCTGAGCATTGTTCACCTCACCATACTGCACTCAGGCAAGCAATTCTTTGCTGGGG
GTCTCCTGAGCATTGTTCACCTCACCATACTGCACTCAGGCAAGCAATTCTTTGCTGGGG
GTCTCCTGAGCATTGTTCACCTCACCATACTGCACTCAGGCAAGCAATTCTTTGCTGGGG
GTCTCCTGAGCATTGTTCACCTCACCATACTGCACTCAGGCAAGCAATTCTTTGCTGGGG

hhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkkhkkkkkkk

GGAACTAATGACTCTAGCTACCTGGGTGGGTGTTAATTTGGAAGATCCAGCATCTAGAGA
GGAACTAATGACTCTAGCTACCTGGGTGGGTGTTAATTTGGAAGATCCAGCATCTAGAGA
GGAACTAATGACTCTAGCTACCTGGGTGGGTGTTAATTTGGAAGATCCAGCATCTAGAGA
GGAACTAATGACTCTAGCTACCTGGGTGGGTGTTAATTTGGAAGATCCAGCATCTAGAGA
GGAACTAATGACTCTAGCTACCTGGGTGGGTGTTAATTTGGAAGATCCAGCATCTAGAGA

hhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkkkhkkkkkkk
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1079-CIF PCR MluISall
1079-CIFpGEMT clone2
1079-CIFpGEMT clone2 MxPp
1079-CIFpENG-clonel
1079-CIFpENG_clonel MxPp

1079-CIF PCR MluISall
1079-CIFpGEMT_clone2
1079-CIFpGEMT_clone2 MxPp
1079-CIFpENG-clonel
1079-CIFpPENG clonel MxPp

1079-CIF PCR MluISall
1079-CIFpGEMT clone2
1079-CIFpGEMT clone2 MxPp
1079-CIFpENG-clonel
1079-CIFpENG_clonel MxPp

1079-CIF PCR MluISall
1079-CIFpGEMT_clone2
1079-CIFpGEMT_clone2 MxPp
1079-CIFpENG-clonel
1079-CIFpENG clonel MxPp

1079-CIF_PCR MluISall
1079-CIFpGEMT clone2
1079-CIFpGEMT_ clone2 MxPp
1079-CIFpENG-clonel
1079-CIFpENG _clonel MxPp

1079-CIF PCR MluISall
1079-CIFpGEMT_clone2
1079-CIFpGEMT clone2 MxPp
1079-CIFpENG-clonel
1079-CIFpENG_clonel MxPp

1079-CIF_PCR MluISall
1079-CIFpGEMT clone2
1079-CIFpGEMT_ clone2 MxPp
1079-CIFpENG-clonel
1079-CIFpENG_clonel MxPp

Chapitre 4

CCTAGTAGTCAGTTATGTCAACACTAATATGGGCCTAAAGTTCAGACAACTCTTGTGGTT
CCTAGTAGTCAGTTATGTCAACACTAATATGGGCCTAAAGTTCAGACAACTCTTGTGGTT
CCTAGTAGTCAGTTATGTCAACACTAATATGGGCCTAAAGTTCAGACAACTCTTGTGGTT
CCTAGTAGTCAGTTATGTCAACACTAATATGGGCCTAAAGTTCAGACAACTCTTGTGGTT
CCTAGTAGTCAGTTATGTCAACACTAATATGGGCCTAAAGTTCAGACAACTCTTGTGGTT

KA A A A A A A A A A A A A A A A A A Ak Ak kA Ak Ak Ak kA kA kA Ak khkhk kA Ak kA Ak kA kk ko, k%

TCACATTTCTTGTCTCACTTTTGGAAGAGAAACAGTTATAGAGTATTTGGTGTCTTTCGG
CCACATTTCTTGTCTCACTTTTGGAAGAGAAACAGTTATAGAGTATTTGGTGTCTTTCGG
CCACATTTCTTGTCTCACTTTTGGAAGAGAAACAGTTATAGAGTATTTGGTGTCTTTCGG
CCACATTTCTTGTCTCACTTTTGGAAGAGAAACAGTTATAGAGTATTTGGTGTCTTTCGG
CCACATTTCTTGTCTCACTTTTGGAAGAGAAACAGTTATAGAGTATTTGGTGTCTTTCGG

R R I R R e i I S

AGTGTGGATTCGCACTCCTCCAGCGTATAGACCACCAAATGCCCCTATCCTATCAACACT
AGTGTGGATTCGCACTCCTCCAGCGTATAGACCACCAAATGCCCCTATCCTATCAACACT
AGTGTGGATTCGCACTCCTCCAGCGTATAGACCACCAAATGCCCCTATCCTATCAACACT
AGTGTGGATTCGCACTCCTCCAGCGTATAGACCACCAAATGCCCCTATCCTATCAACACT
AGTGTGGATTCGCACTCCTCCAGCGTATAGACCACCAAATGCCCCTATCCTATCAACACT

KA A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A Ak Ak kA Ak Ak Ak Ak kA Ak khkk kA kA kA kA kk ok kK%

TCCGGAGACTACTGTTGTTAGACGACGAGGCAGGTCCCCTAGAAGAAGAACTCCCTCGCC
TCCGGAGACTACTGTTGTTAGACGACGAGGCAGGTCCCCTAGAAGAAGAACTCCCTCGCC
TCCGGAGACTACTGTTGTTAGACGACGAGGCAGGTCCCCTAGAAGAAGAACTCCCTCGCC
TCCGGAGACTACTGTTGTTAGACGACGAGGCAGGTCCcCTAGAAGAAGAaCTCCCTCGCC
TCCGGAGACTACTGTTGTTAGACGACGAGGCAGGTCCCCTAGAAGAAGAACTCCCTCGCC

B R R R R R I S S S S S

TCGCAGACGAAGGTCTCAATCGCCGCGTCGCAGAAGATCTCAATCTCGGGAATCTCAATG
CCGCAGACGAAGGTCTCAATCGCCGCGTCGCAGAAGATCTCAATCTCGGGAATCTCAATG
CCGCAGACGAAGGTCTCAATCGCCGCGTCGCAGAAGATCTCAATCTcGgGaATCTCAATG
CCGCAGACGAAGGtCTCAATCGCCGCGTCGCAGAAGATCTCAATCTCGGGAATCTCAATG
CCGCAGACGAAGGTCTCAATCGCCGCGTCGCAGAaGATCTCAATCTCGGGAATCTCAATG

dhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkkkkkkkk

TTAGTATTCCTTGGACTCATAAGGT GG~ —====—== === === === ———— =~
TTAGTATTCCTTGGACTCATAAGGTGGGAAACTGTCGACAATCACTAGTGAATTCGCGGC
TTAGTATTCCTTGGACTCATAAGGTGgGaaaCTgTCGACAATCACTAGTGAATTCGCGGC
TTAGTATTCCTTGGACtCATAAGGTGGGAAACTGTCGACAALCAACCTCTGGATTACARAA
TTAGTATTCCTTGGACTCATAAGGTGGGAAACTGT =~ — === === === === ————————

R R R R R R I I I S

CGCCTGCAGGTCGACCATATGGGAGA
CGCCTGCAGGTCGACC——=-——====
ATTTGTGAAAGAt ——==——===—==~—

b)  Alignement construction PCC, séquence sauvage

1079-PCC_PCR MluISall
1079-PCCpGEMT_clonell
1079-PCCpGEMT_clonell MxPp
1079-PCCpENG-clone27
1079-PCCpENG_clone27 MxPp

1079-PCC_PCR MluISall
1079-PCCpGEMT clonell
1079-PCCpGEMT_clonell MxPp
1079-PCCpENG-clone27
1079-PCCpENG clone27 MxPp

1079-PCC_PCR MluISall
1079-PCCpGEMT clonell
1079-PCCpGEMT_clonell MxPp
1079-PCCpENG-clone27
1079-PCCpENG_clone27 MxPp

1079-PCC_PCR MluISall
1079-PCCpGEMT_clonell
1079-PCCpGEMT_clonell MxPp
1079-PCCpENG-clone27
1079-PCCpENG _clone27 MxPp

—————————————— TACTAGGAGGCTGTAGGCATAAATTGGTCTGCGCACCAGCACCATG
TTACGCGtTctttGTACtAGGAGGCTGTAGGCATAAATTGGTCTGCGCACCAGCACCATG
TTACGCGTTCTTTGTACTAGGAGGCTGTAGGCATAAATTGGTCTGCGCACCAGCACCATG
——————————— TTGTACTAGGAGGCTGTAGGCATAAATTGGTCTGCGCACCAGCACCATG
—————— GTTCTTTGTACTAGGAGGCTGTAGGCATAAATTGGTCTGCGCACCAGCACCATG

KA KA A A A A A A A A A A A A A A AR A A A AR A AR A AR AN A A AN A AR KK

CAaCTTTTTCACCTCTGCCTAATCATCTCTTGTTCATGTCCTACTGTTCAAGCCTCCAAG
CAACTTTTTCACCTCTGCCTAATCATCTCTTGTTCATGTCCTACTGTTCAAGCCTCCAAG
CAACTTTTTCACCTCTGCCTAATCATCTCTTGTTCATGTCCTACTGTTCAAGCCTCCAAG
CAACTTTTTCACCTCTGCCTAATCATCTCTTGTTCATGTCCTACTGTTCAAGCCTCCAAG
CAACTTTTTCACCTCTGCCTAATCATCTCTTGTTCATGTCCTACTGTTCAAGCCTCCAAG

RS RS E R EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE SRR

CTGTGCCTTGGGTGGCTTTGGG CATGGACATTGACCCTTATAAAGAATTTGGAGCTACC
CTGTGCCTTGGGTGGCTTTGGG CATGGACATTGACCCTTATAAAGAATTTGGAGCTACC
CTGTGCCTTGGGTGGCTTTGGG CATGGACATTGACCCTTATAAAGAATTTGGAGCTACC
CTGTGCCTTGGGTGGCTTTGGG CATGGACATTGACCCTTATAAAGAATTTGGAGCTACC
CTGTGCCTTGGGTGGCTTTGGG CATGGACATTGACCCTTATAAAGAATTTGGAGCTACC

Rk kb b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b kb b b b b b b b b b b b b b bk b b b b b b b b b b b

GTGGAGTTACTCTCGTTTTTGCCTTCTGACTTCTTTCCTTCAGTACGAGATCTTCTAGAT
GTGGAGTTACTCTCGTTTTTGCCTTCTGACTTCTTTCCTTCAGTACGAGATCTTCTAGAT
GTGGAGTTACTCTCGTTTTTGCCTTCTGACTTCTTTCCTTCAGTACGAGATCTTCTAGAT
GTGGAGTTACTCTCGTTTTTGCCTTCTGACTTCTTTCCTTCAGTACGAGATCTTCTAGAT
GTGGAGTTACTCTCGTTTTTGCCTTCTGACTTCTTTCCTTCAGTACGAGATCTTCTAGAT

AR R SRS E S S S S SRR S S S SRS EEEEE SRR E R R R
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1079-PCC_PCR MlulISall
1079-PCCpGEMT clonell
1079-PCCpGEMT clonell MxPp
1079-PCCpENG-clone27
1079-PCCpENG_clone27_ MxPp

1079-PCC_PCR MluISall
1079-PCCpGEMT_clonell
1079-PCCpGEMT_clonell MxPp
1079-PCCpENG-clone27
1079-PCCpENG clone27 MxPp

1079-PCC_PCR MlulISall
1079-PCCpGEMT_clonell
1079-PCCpGEMT clonell MxPp
1079-PCCpENG-clone27
1079-PCCpENG_clone27_ MxPp

1079-PCC_PCR MlulISall
1079-PCCpGEMT_clonell
1079-PCCpGEMT_clonell MxPp
1079-PCCpENG-clone27
1079-PCCpENG clone27 MxPp

1079-PCC_PCR_MlulISall
1079-PCCpGEMT clonell
1079-PCCpENG_clone27 MxPp
1079-PCCpGEMT_clonell MxPp
1079-PCCpENG-clone27

1079-PCC_PCR_MlulISall
1079-PCCpGEMT clonell
1079-PCCpGEMT_clonell MxPp
1079-PCCpENG-clone27
1079-PCCpENG_clone27 MxPp

1079-PCC_PCR MluISall
1079-PCCpGEMT_clonell
1079-PCCpGEMT_clonell MxPp
1079-PCCpENG-clone27
1079-PCCpENG_clone27_ MxPp

1079-PCC_PCR MluISall
1079-PCCpGEMT_clonell
1079-PCCpGEMT_clonell MxPp
1079-PCCpENG-clone27
1079-PCCpENG_clone27 MxPp

1079-PCC_PCR MluISall
1079-PCCpGEMT clonell
1079-PCCpGEMT_clonell MxPp
1079-PCCpENG-clone27
1079-PCCpENG_clone27 MxPp

Chapitre 4

ACCGCCTCAGCTCTGTATCGGGAAGCCTTAGAGTCTCCTGAGCATTGTTCACCTCACCAT
ACCGCCTCAGCTCTGTATCGGGAAGCCTTAGAGTCTCCTGAGCATTGTTCACCTCACCAT
ACCGCCTCAGCTCTGTATCGGGAAGCCTTAGAGTCTCCTGAGCATTGTTCACCTCACCAT
ACCGCCTCAGCTCTGTATCGGGAAGCCTTAGAGTCTCCTGAGCATTGTTCACCTCACCAT
ACCGCCTCAGCTCTGTATCGGGAAGCCTTAGAGTCTCCTGAGCATTGTTCACCTCACCAT

R R S E I I S h I b b b b b h S E E S E I b b E b E S b S h h b b b E b b h E 3E b b b b 3h b b b b b b 3

ACTGCACTCAGGCAAGCAATTCTTTGCTGGGGGGAACTAATGACTCTAGCTACCTGGGTG
ACTGCACTCAGGCAAGCAATTCTTTGCTGGGGGGAACTAATGACTCTAGCTACCTGGGTG
ACTGCACTCAGGCAAGCAATTCTTTGCTGGGGGGAACTAATGACTCTAGCTACCTGGGTG
ACTGCACTCAGGCAAGCAATTCTTTGCTGGGGGGAACTAATGACTCTAGCTACCTGGGTG
ACTGCACTCAGGCAAGCAATTCTTTGCTGGGGGGAACTAATGACTCTAGCTACCTGGGTG

KA KA A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A AR A AR AR A A AR KK

GGTGTTAATTTGGAAGATCCAGCATCTAGAGACCTAGTAGTCAGTTATGTCAACACTAAT
GGTGTTAATTTGGAAGATCCAGCATCTAGAGACCTAGTAGTCAGTTATGTCAACACTAGT
GGTGTTAATTTGGAAGATCCAGCATCTAGAGACCTAGTAGTCAGTTATGTCAACACTAGT
GGTGTTAATTTGGAAGATCCAGCATCTAGAGACCTAGTAGTCAGTTATGTCAACACTAGT
GGTGTTAATTTGGAAGATCCAGCATCTAGAGACCTAGTAGTCAGTTATGTCAACACTAGT

R R I I I S h b b b b b h h E E S E E E h b E kb E b b S b b b b b h b b h h E b b b b b b b b b b b S

ATGGGCCTAAAGTTCAGACAACTCTTGTGGTTTCACATTTCTTGTCTCACTTTTGGAAGA
ATGGGCCTAAAGTTCAGACAACTCTTGTGGTTTCACATTTCTTGTCTCACTTTTGGAAGA
ATGGGCCTAAAGTTCAGACAACTCTTGTGGTTTCACATTTCTTGTCTCACTTTTGGAAGA
ATGGGCCTAAAGTTCAGACAACTCTTGTGGTTTCACATTTCTTGTCTCACTTTTGGAAGA
ATGGGCCTAAAGTTCAGACAACTCTTGTGGTTTCACATTTCTTGTCTCACTTTTGGAAGA

Rk ki ik b b b kb b b b b b b b b bk b b b b bk R b R R R e S

GAAACAGTTATAGAGTATTTGGTGTCTTTCGGAGTGTGGATTCGCACTCCTCCAGCGTAT
GAAACAGTTATAGAGTATTTGGTGTCTTTCGGAGTGTGGATTCGCACTCCTCCAGCGTAT
GAAACAGTTATAGAGTATTTGGTGTCTTTCGGAGTGTGGATTCGCACTCCTCCAGCGTAT
GAAACAGTTATAGAGTATTTGGTGTCTTTCGGAGTGTGGATTCGCACTCCTCCAGCGTAT
GAAACAGTTATAGAGTATTTGGTGTCTTTCGGAGTGTGGATTCGCACTCCTCCAGCGTAT

R R R R R R R R R R R R R R R R R R R I

AGACCACCAAATGCCCCTATCCTATCAACACTTCCGGAGACTACTGTTGTTAGACGACGA
AGACCACCAAATGCCCCTATCCTATCAACACTTCCGGAGACTACTGTTGTTAGACGACGA
AGACCACCAAATGCCCCTATCCTATCAACACTTCCGGAGACTACTGTTGTTAGACGACGA
AGACCACCAAATGCCCCTATCCTATCAACACTTCCGGAGACTACTGTTGTTAGACGACGA
AGACCACCAAATGCCCCTATCCTATCAACACTTCCGGAGACTACTGTTGTTAGACGACGA

R R R R R R R R R R R R R R R R

GGCAGGTCCCCTAGAAGAAGAACTCCCTCGCCTCGCAGACGAAGGTCTCAATCGCCGCGT
GGCAGGTCCCCTAGAAGAAGAACTCCCTCGCCTCGCAGACGAAGGTCTCAATCGCCGCGT
GGCAGGTCCCCTAGAAGAAGAACTCCCTCGCCTCGCAGACGAAGGTCTCAATCGCCGCGT
GGCAGGTCCCCTAGAAGAAGAACTCCCTCGCCTCGCAGACGAAGGTCTCAATCGCCGCGT
GGCAGGTCCCCTAGAAGAAGAACTCCCTCGCCTCGCAGACGAAGGTCTCAATCGCCGCGT

Rk ki ik b b b b b b b b b b b b R b b b b R R b Rk b

CGCAGAAGATCTCAATCTCGGGAATCTCAATGTTAGTATTCCTTGGACTCATAAGGTGG-
CGCAGAAGATCTCAATCTCGGGAATCTCAATGTTAGTATTCCTTGGACTCATAAGGTGGG
CGCAGAAGATCTCAATCTCGGGAATCTCAATGTTAGTattCcTTggACTCATAAGGTGGG
CGCAGAAGATCTCAATCTCGGGAATCTCAATGTTAGTATT————————————————————
CGCAGAAGATCTCAATCTCGGGAATCTCAATGTTAGTATTCCTTGGACTCATAAAGTGGG

EE R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R SRR SRR S

AAACTGTCGACAAT-————————————-
AAACTGTCGACAATCGAATTCCCGCGGC

c)  Alignement construction YAP, séquence sauvage

1079-YAP_PCR MluISall
1079-YAPPGEMT_ clonel
1079-YAPPGEMT clonel MxPp
1079-YAPpPENG-clone6
1079-YAPPENG_clone6_ MxPp

1079-YAP_PCR MlulISall
1079-YAPpGEMT clonel
1079-YAPPGEMT_ clonel MxPp
1079-YAPPENG-clone6
1079-YAPPENG clone6 MxPp

———————————————— GACATTGACCCTTATAAAGAATTTGGAGCTACCGTGGAGTTACT
CGATTACGCGTGCATGGACATTGACCCTTATAAAGAATTTGGAGCTACCGTGGAGTTACT
CGATTACGCGTGCATGGACATTGACCCTTATAAAGAATTTGGAGCTACCGTGGAGTTACT
AAGAAACGCGTGCATGGACATTGACCCTTATAAAGAATTTGGAGCTACCGTGGAGTTACT
———————————— CATGGACATTGACCCTTATAAAGAATTTGGAGCTACCGTGGAGTTACT

hhkhkkhkhkhkhkhkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkkkkkkx

CTCGTTTTTGCCTTCTGACTTCTTTCCTTCAGTACGAGATCTTCTAGATACCGCCTCAGC
CTCGTTTTTGCCTTCTGACTTCTTTCCTTCAGTACGAGATCTTCTAGATACCGCCTCAGC
CTCGTTTTTGCCTTCTGACTTCTTTCCTTCAGTACGAGATCTTCTAGATACCGCCTCAGC
CTCGTTTTTGCCTTCTGACTTCTTTCCTTCAGTACGAGATCTTCTAGATACCGCCTCAGC
CTCGTTTTTGCCTTCTGACTTCTTTCCTTCAGTACGAGATCTTCTAGATACCGCCTCAGC

B R R R R R R R R R I 3
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1079-YAP PCR MluISall
1079-YAPPGEMT clonel
1079-YAPpGEMT clonel MxPp
1079-YAPPENG-clone6
1079-YAPPENG_clone6 MxPp

1079-YAP PCR MluISall
1079-YAPPGEMT clonel
1079-YAPPGEMT clonel MxPp
1079-YAPPENG-clone6
1079-YAPPENG clone6 MxPp

1079-YAP PCR MluISall
1079-YAPpGEMT clonel
1079-YAPpGEMT clonel MxPp
1079-YAPPENG-clone6
1079-YAPPENG_clone6 MxPp

1079-YAP PCR MluISall
1079-YAPPGEMT clonel
1079-YAPPGEMT clonel MxPp
1079-YAPPENG-clone6
1079-YAPPENG clone6 MxPp

1079-YAP PCR MluISall
1079-YAPpGEMT clonel
1079-YAPpGEMT clonel MxPp
1079-YAPPENG-clone6
1079-YAPpENG clone6 MxPp

1079-YAP PCR MluISall
1079-YAPPpGEMT clonel
1079-YAPpGEMT clonel MxPp
1079-YAPPENG-clone6
1079-YAPpENG clone6 MxPp

1079-YAP PCR MlulISall
1079-YAPpGEMT clonel
1079-YAPpGEMT clonel MxPp
1079-YAPPENG-clone6
1079-YAPpENG clone6 MxPp

1079-YAP PCR MluISall
1079-YAPPGEMT clonel
1079-YAPPGEMT clonel MxPp
1079-YAPPENG-clone6
1079-YAPpENG clone6 MxPp

Chapitre 4

TCTGTATCGGGAAGCCTTAGAGTCTCCTGAGCATTGTTCACCTCACCATACTGCACTCAG
TCTGTATCGGGAAGCCTTAGAGTCTCCTGAGCATTGTTCACCTCACCATACTGCACTCAG
TCTGTATCGGGAAGCCTTAGAGTCTCCTGAGCATTGTTCACCTCACCATACTGCACTCAG
TCTGTATCGGGAAGCCTTAGAGTCTCCTGAGCATTGTTCACCTCACCATACTGCACTCAG
TCTGTATCGGGAAGCCTTAGAGTCTCCTGAGCATTGTTCACCTCACCATACTGCACTCAG

KA A A A A A A A A A A A A A A A A A A A kA Ak Ak Ak kA kA kA kk kA Ak hkhkhk kA Ak Ak kA hkkk kK%

GCAAGCAATTCTTTGCTGGGGGGAACTAATGACTCTAGCTACCTGGGTGGGTGTTAATTT
GCAAGCAATTCTTTGCTGGGGGGAACTAATGACTCTAGCTACCTGGGTGGGTGTTAATTT
GCAAGCAATTCTTTGCTGGGGGGAACTAATGACTCTAGCTACCTGGGTGGGTGTTAATTT
GCAAGCAATTCTTTGCTGGGGGGAACTAATGACTCTAGCTACCTGGGTGGGTGTTAATTT
GCAAGCAATTCTTTGCTGGGGGGAACTAATGACTCTAGCTACCTGGGTGGGTGTTAATTT

B R R R I i R R I I I S

GGAAGATCCAGCATCTAGAGACCTAGTAGTCAGTTATGTCAACACTAATATGGGCCTAAA
GGAAGATCCAGCATCTAGAGACCTAGTAGTCAGTTATGTCAACACTAATATGGGCCTAAA
GGAAGATCCAGCATCTAGAGACCTAGTAGTCAGTTATGTCAACACTAATATGGGCCTAAA
GGAAGATCCAGCATCTAGAGACCTAGTAGTCAGTTATGTCAACACTAATATGGGCCTAAA
GGAAGATCCAGCATCTAGAGACCTAGTAGTCAGTTATGTCAACACTAATATGGGCCTAAA

KA A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A Ak Ak kA Ak Ak Ak Ak kA Ak khkk kA kA kA kA kk ok kK%

GTTCAGACAACTCTTGTGGTTTCACATTTCTTGTCTCACTTTTGGAAGAGAAACAGTTAT
GTTCAGACAACTCTTGTGGTTTCACATTTCTTGTCTCACTTTTGGAAGAGAAACAGTTAT
GTTCAGACAACTCTTGTGGTTTCACATTTCTTGTCTCACTTTTGGAAGAGAAACAGTTAT
GTTCAGACAACTCTTGTGGTTTCACATTTCTTGTCTCACTTTTGGAAGAGAAACAGTTAT
GTTCAGACAACTCTTGTGGTTTCACATTTCTTGTCTCACTTTTGGAAGAGAAACAGTTAT

B R R R R R I S S S S S

AGAGTATTTGGTGTCTTTCGGAGTGTGGATTCGCACTCCTCCAGCGTATAGACCACCAAA
AGAGTATTTGGTGTCTTTCGGAGTGTGGATTCGCACTCCTCCAGCGTATAGACCACCAAA
AGAGTATTTGGTGTCTTTCGGAGTGTGGATTCGCACTCCTCCAGCGTATAGACCACCAAA
AGAGTATTTGGTGTCTTTCGGAGTGTGGATTCGCACTCCTCCAGCGTATAGACCACCAAA
AGAGTATTTGGTGTCTTTCGGAGTGTGGATTCGCACTCCTCCAGCGTATAGACCACCAAA

khkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkkkkkkhkkhkkkhkkkhkkkkkk

TGCCCCTATCCTATCAACACTTCCGGAGACTACTGTTGTTAGACGACGAGGCAGGTCCCC
TGCCCCTATCCTATCAACACTTCCGGAGACTACTGTTGTTAGACGACGAGGCAGGTCCCC
TGCCCCTATCCTATCAACACTTCCGGAGACTACTGTTGTTAGACGACGAGGCAGGTCCCC
TGCCCCTATCCTATCAACACTTCCGGAGACTACTGTTGTTAGACGACGAGGCAGGTCCCC
TGCCCCTATCCTATCAACACTTCCGGAGACTACTGTTGTTAGACGACGAGGCAGGTCCCC

dkhkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkkkkkkhkkkhkkhkkhkkkkkk

TAGAAGAAGAACTCCCTCGCCTCGCAGACGAAGGTCTCAATCGCCGCGTCGCAGAAGATC
TAGAAGAAGAACTCCCTCGCCTCGCAGACGAAGGTCTCAATCGCCGCGTCGCAGAAGATC
TAGAAGAAGAACTCCCTCGCCTCGCAGACGAAGGTCTCAATCGCCGCGTCGCAGAAGATC
TAGAAGAAGAACTCCCTCGCCTCGCAGACGAAGGTCTCAATCGCCGCGTCGCAGAAGATC
TAGAAGAAGAACTCCCTCGCCTCGCAGACGAAGGTCTCAATCGCCGCGTCGCAGAAGATC

B R R R R R R R I S I S S S S

TCAATCTCGGGAATCTCAATGTTAGTATTCCTTGGACTCATAAG--——-————————————
TCAATCTCGGGAATCTCAATGTTAGTATTCCTTGGACTCATAAGGTGGGAAACTGTCGAC
TCAATCTCGGGAATCTCAATGTTAGTATTCCTTGGACTCATAAGGTGGGAAACTGTCGAC
TCAATCTCGGGAATCTCAATGTTAGTATTCCTTGGACTCATAAGGTGGGAAACTGTCGAC
TCAATCTCGGGAATCTCAATGTTAGTATTCCTTGGACTCATAAGGTGGGAAACTGT—--~

khkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkkkkhkkhkkkhkkkkk

d) Alignement construction CIF, séquence mutée

TOL-CIF PCR MluISalIl
TOL-CIF pGEMT clone66 MxPp
TOL-CIF pGEMT clone66
TOL-CIF pENG clonel9
TOL-CIF pENG clonel9 MxPp

TOL-CIF PCR MlulISall
TOL-CIF pGEMT clone66 MxPp
TOL-CIF pGEMT clone66
TOL-CIF_pENG_clonel9
TOL-CIF_pENG_clonel9 MxPp

TOL-CIF_PCR MluISall
TOL-CIF pGEMT clone66_ MxPp
TOL-CIF_ pGEMT clone66
TOL-CIF pENG clonel9
TOL-CIF pENG clonel9 MxPp

——————————————————————————————————— TACTTCAAAGACTGTGTGTTTAAAG
YGGGCGACCGCGGGAATTCGATTACGCGTGAGGCATACTTCARAGACTGTGTGTTTAAAG
———————————— GCGGATCGATTACGCGTGAGGCATACTTCAAAGACTGTGTGTTTAAAG
—————————————————————————— CGTGAGGCATACTTCAAAGACTGTGTGTTTAAAG
—————————————————————————— CGTGAGGCATACTTCAAAGACTGTGTGTTTARAG

R Rk

ACTGGGAGGAGTTTGGGGAGGAGAYTAGGTTAA
ACTGGGAGGAGTTTGGGGAGGAGACTAGGTTAA
ACTGGGAGGAGTTTGGGGAGGAGACTAGGTTAA TTTATGTATTAGGAGGCTGTAGGC
ACTGGGAGGAGTTTGGGGAGGAGACTAGGTTAA TTTATGTATTAGGAGGCTGTAGGC
ACTGGGAGGAGTTTGGGGAGGAGACTAGGTTAATGATTTATGTATTAGGAGGCTGTAGGC

hhkhkhkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkkhkhk *Arrrrrrrrrrdx k& ,khkhkhhkhkhkhkhkhkhkhkkkhkkkhkkkkk

TYTWTGTATTAGGAGGCTGTAGGC

G
GATTTATGTATTAGGAGGCTGTAGGC
G
G

ATAAATTGGTCTGCGCACCATCWTCATGCAACTTTTTCACCTCTGCCTAATCATCTCTTG
ATAAATTGGTCTGCGCACCATCATCATGCAACTTTTTCACCTCTGCCTAATCATCTCTTG
ATAAATTGGTCTGCGCACCATCATCATGCAACTTTTTCACCTCTGCCTAATCATCTCTTG
ATAAATTGGTCTGCGCACCATCATCATGCAACTTTTTCACCTCTGCCTAATCATCTCTTG
ATAAATTGGTCTGCGCACCATCATCATGCAACTTTTTCACCTCTGCCTAATCATCTCTTG

AR SRS SRR RS SIS EEE R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R RS
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TOL-CIF PCR MluISall
TOL-CIF pGEMT clone66 MxPp
TOL-CIF pGEMT clone66
TOL-CIF pENG clonel9
TOL-CIF pENG clonel9 MxPp

TOL-CIF PCR MluISall
TOL-CIF pGEMT clone66 MxPp
TOL-CIF pGEMT clone66
TOL-CIF pENG clonel9
TOL-CIF pENG clonel9 MxPp

TOL-CIF PCR MluISall
TOL-CIF pGEMT clone66 MxPp
TOL-CIF pGEMT clone66
TOL-CIF pENG clonel9
TOL-CIF pENG clonel9 MxPp

TOL-CIF PCR MluISall
TOL-CIF pGEMT clone66 MxPp
TOL-CIF pGEMT clone66
TOL-CIF pENG clonel9
TOL-CIF pENG clonel9 MxPp

TOL-CIF PCR MluISall
TOL-CIF pGEMT clone66 MxPp
TOL-CIF pGEMT clone66
TOL-CIF pENG clonel9
TOL-CIF pENG clonel9 MxPp

TOL-CIF PCR MluISalIl
TOL-CIF pGEMT clone66 MxPp
TOL-CIF pGEMT clone66
TOL-CIF pENG clonel9
TOL-CIF pENG clonel9 MxPp

TOL-CIF PCR MlulISall
TOL-CIF pGEMT clone66 MxPp
TOL-CIF pGEMT clone66
TOL-CIF pENG clonel9
TOL-CIF pENG clonel9 MxPp

TOL-CIF PCR MluISalIl
TOL-CIF pGEMT clone66 MxPp
TOL-CIF pGEMT clone66
TOL-CIF pENG clonel9
TOL-CIF pENG clonel9 MxPp

TOL-CIF PCR MluISall
TOL-CIF pGEMT clone66 MxPp
TOL-CIF pGEMT clone66
TOL-CIF pENG clonel9
TOL-CIF pENG clonel9 MxPp

TOL-CIF PCR MluISalIl
TOL-CIF pGEMT clone66 MxPp
TOL-CIF pGEMT clone66
TOL-CIF pENG clonel9
TOL-CIF pENG clonel9 MxPp

TOL-CIF PCR MluISalIl
TOL-CIF pGEMT clone66 MxPp
TOL-CIF_ pGEMT clone66
TOL-CIF_ pENG_clonel9
TOL-CIF pENG_clonel9 MxPp

Chapitre 4

TWCATGTCCCACTYTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTGGCTTTGGG CATGGACAT
TACATGTCCCACTTTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTGGCTTTGGG CATGGACAT
TACATGTCCCACTTTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTGGCTTTGGG CATGGACAT
TACATGTCCCACTTTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTGGCTTTGGG CATGGACAT
TACATGTCCCACTTTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTGGCTTTGGG CATGGACAT

Kk hkhk Ak kA A A hAhKh KA AR A A A A A A A AR A AR A A A AN A A A AR A A A AN AR, ko hkhk ok ko, k%

TGACCCTTATAAAGAATTTGGAGCTACTGTGGAGTTACTCTCATTTTTGCCTKBTGACTT
TGACCCTTATAAAGAATTTGGAGCTACTGTGGAGTTACTCTCATTTTTGCCTTCTGACTT
TGACCCTTATAAAGAATTTGGAGCTACTGTGGAGTTACTCTCATTTTTGCCTTCTGACTT
TGACCCTTATAAAGAATTTGGAGCTACTGTGGAGTTACTCTCATTTTTGCCTTCTGACTT
TGACCCTTATAAAGAATTTGGAGCTACTGTGGAGTTACTCTCATTTTTGCCTTCTGACTT

R R R R I R R e i I I I Kk Kk kKK

CTATCCTWMCGTCCGAGATCTCCTAGATACCGCCTCAGCTCTATATCGGGAAGCTCTTGA
CTATCCTAACGTCCGAGATCTCCTAGGTACCGCCTCAGCTCTATATCGGGAAGCTCTTGA
CTATCCTAACGTCCGAGATCTCCTAGGTACCGCCTCAGCTCTATATCGGGAAGCTCTTGA
CTATCCTAACGTCCGAGATCTCCTAGGTACCGCCTCAGCTCTATATCGGGAAGCTCTTGA
CTATCCTAACGTCCGAGATCTCCTAGGTACCGCCTCAGCTCTATATCGGGAAGCTCTTGA

* Kk Kk kK kK KAk hkhkhkhkhkhk kA A Ak Ak Ak hkkx hkhkhkhkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkhkhkhkhkhkhhhhhhhhhkhkhkx*k

GTCTCCTGAGCATTGTWCACCTCACCATACAGCAMTCAGGCAAGCCATTCTCTGCTGGGG
GTCTCCTGAGCATTGTTCACCTCACCATACAGCAATCAGGCAAGCCATTCTCTGCTGGGG
GTCTCCTGAGCATTGTTCACCTCACCATACAGCAATCAGGCAAGCCATTCTCTGCTGGGG
GTCTCCTGAGCATTGTTCACCTCACCATACAGCAATCAGGCAAGCCATTCTCTGCTGGGG
GTCTCCTGAGCATTGTTCACCTCACCATACAGCAATCAGGCAAGCCATTCTCTGCTGGGG

KAKKAKAKAKAKAAKAAAA K A A, A A A A A A KA A A KK A KRR KR Ah A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A kK

GGAGTTAATGWCTCTAGCCACCTGGGTGGGCAATAATTTGCAAGATCCAGCATCCAGGGA
GGAGTTAATGTCTCTAGCCACCTGGGTGGGCAATAATTTGCAAGATCCAGCATCCAGGGA
GGAGTTAATGTCTCTAGCCACCTGGGTGGGCAATAATTTGCAAGATCCAGCATCCAGGGA
GGAGTTAATGTCTCTAGCCACCTGGGTGGGCAATAATTTGCAAGATCCAGCATCCAGGGA
GGAGTTAATGTCTCTAGCCACCTGGGTGGGCAATAATTTGCAAGATCCAGCATCCAGGGA

R R R R R R R R R R R R

TCTAGTAGTCAATTATGTTAATACTAATATGGGCCTAAAGATMAGGCAACTATTGTGGTT
TCTAGTAGTCAATTATGTTAATACTAATATGGGCCTAAAGATCAGGCAACTATTGTGGTT
TCTAGTAGTCAATTATGTTAATACTAATATGGGCCTAAAGATCAGGCAACTATTGTGGTT
TCTAGTAGTCAATTATGTTAATACTAATATGGGCCTAAAGATCAGGCAACTATTGTGGTT
TCTAGTAGTCAATTATGTTAATACTAATATGGGCCTAAAGATCAGGCAACTATTGTGGTT

KA KKK KA KA A KA A A A A A A A KA A A A A A A A A A AAAAAAAAAAAAANAKN A A A A A A A A AR A AN A KKK

CCATATTTCTTGCCTTACTTTTGGGAGAGAAACTGTACTTGAGTATTTGGTTTCTTTCGG
CCATATTTCTTGCCTTACTTTTGGGAGAGAAACTGTACTTGAGTATTTGGTTTCTTTCGG
CCATATTTCTTGCCTTACTTTTGGGAGAGAAACTGTACTTGAGTATTTGGTTTCTTTCGG
CCATATTTCTTGCCTTACTTTTGGGAGAGAAACTGTACTTGAGTATTTGGTTTCTTTCGG
CCATATTTCTTGCCTTACTTTTGGGAGAGAAACTGTACTTGAGTATTTGGTTTCTTTCGG

AR SRS EE R EE R SR EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE SRS

AGTGTGGATTCGCACTCCTCCCGCCTATAGACCACCAAATGCCCCTATCTTATCAACACT
AGTGTGGATTCGCACTCCTCCCGCCTATAGACCACCAAATGCCCCTATCTTATCAACACT
AGTGTGGATTCGCACTCCTCCCGCCTATAGACCACCAAATGCCCCTATCTTATCAACACT
AGTGTGGATTCGCACTCCTCCCGCCTATAGACCACCAAATGCCCCTATCTTATCAACACT
AGTGTGGATTCGCACTCCTCCCGCCTATAGACCACCAAATGCCCCTATCTTATCAACACT

RS RS E R EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE R

TCCGGAAACTACTGTTGTTAGACGACGAGGCAGGTCCCCTAGAAGAAGAACTCCCTCGCC
TCCGGAAACTACTGTTGTTAGACGACGAGGCAGGTCCCCTAGAAGAAGAACTCCCTCGCC
TCCGGAAACTACTGTTGTTAGACGACGAGGCAGGTCCCCTAGAAGAAGAACTCCCTCGCC
TCCGGAAACTACTGTTGTTAGACGACGAGGCAGGTCCCCTAGAAGAAGAACTCCCTCGCC
TCCGGAAACTACTGTTGTTAGACGACGAGGCAGGTCCCCTAGAAGAAGAACTCCCTCGCC

Rk ki kb b b b b b b b b bk b R b b b b b R R b b S R Rk b b

TCGCAGACGAAGATCTCAATCGCCGCGTCGCAGAAGATCTCAATCTCGGGGATCTCAATG
TCGCAGACGAAGATCTCAATCGCCGCGTCGCAGAAGATCTCAATCTCGGGGATCTCAATG
TCGCAGACGAAGATCTCAATCGCCGCGTCGCAGAAGATCTCAATCTCGGGGATCTCAATG
TCGCAGACGAAGATCTCAATCGCCGCGTCGCAGAAGATCTCAATCTCGGGGATCTCAATG
TCGCAGACGAAGATCTCAATCGCCGCGTCGCAGAaAGATCTCAATCTCGGGGATCTCAATG

RS RS EE SRR EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE RS

TTAGTATTCCTTGGACTCATA- == —— === ===~ —— oo
TTAGTATTCCTTGGACTCATAAGGTGGGAAACTGTCGACA-—————————————————-
TTAGTATTCCTTGGACTCATAAGGTGGGAAACTGTCGACAT - ————-——————=——-——-~
TTAGTATTCCTTGGACTCATAAGGTGGGAARCTGTCGACATCAACCTCTGGATTACARA
TTAGTATTCCTTGGACTCATAAGGTGGGAAACTGTCGA——=————==——=————————-

Kkhkhkkk Kk kK k) K* KX *
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Chapitre 4

e)  Alignement construction PCC, séquence mutée

TOL-PCC PCR MluISall
TOL-PCC_pGEMT clonel0
TOL-PCC_pGEMT clonelO MxPp
TOL-PCC_pENG-clonel4
TOL-PCC_pENG_cloneld MxP

TOL-PCC_PCR MluIsall
TOL-PCC_pGEMT clonelO
TOL-PCC_pGEMT clonelO_MxPp
TOL-PCC_pENG-cloneld
TOL-PCC_pENG _cloneld MxP

TOL-PCC_PCR MluISall
TOL-PCC_pGEMT clonel0
TOL-PCC_pGEMT clonelO MxPp
TOL-PCC_pENG-cloneld
TOL-PCC_pENG_cloneld MxP

TOL-PCC PCR MluISall
TOL-PCC pGEMT clonelO
TOL-PCC_pGEMT clonelO MxPp
TOL-PCC_pENG-cloneld
TOL-PCC pENG cloneld MxP

TOL-PCC_PCR_MluISall
TOL-PCC pGEMT clonelO
TOL-PCC_pGEMT clonelO MxPp
TOL-PCC_pENG-cloneld
TOL-PCC_pENG clonel4 MxP

TOL-PCC PCR MluISalIl
TOL-PCC pGEMT clonelO
TOL-PCC_pGEMT clonelO MxPp
TOL-PCC pENG-cloneld
TOL-PCC_pENG_cloneld MxP

TOL-PCC_PCR MluISall
TOL-PCC_pGEMT clonel0
TOL-PCC_pGEMT clonelO_ MxPp
TOL-PCC pENG-cloneld
TOL-PCC_pENG clonel4 MxP

TOL-PCC_PCR_MluISall
TOL-PCC pGEMT clonelO
TOL-PCC_pGEMT clonelO MxPp
TOL-PCC_pENG-clonel4d
TOL-PCC_pENG_cloneld MxP

TOL-PCC_PCR MluISall
TOL-PCC_pGEMT clonelO
TOL-PCC pGEMT clonelO MxPp
TOL-PCC_pENG-clonel4d
TOL-PCC_pENG cloneld4 MxP

TOL-PCC PCR MluISall
TOL-PCC_pGEMT clonel0
TOL-PCC_pGEMT clonelO_MxPp
TOL-PCC_pENG-cloneld
TOL-PCC pENG cloneld4 MxP

TOL-PCC_PCR MluISall
TOL-PCC_pGEMT clonelO
TOL-PCC pGEMT clonelO MxPp
TOL-PCC_pENG-clonel4
TOL-PCC _pENG clonel4 MxP

———————————————————————————————— TAGGAGGCTGTAGGCATAAATTGGTCTG
GCCGCGGGAATTCGATTACGCGTTCt TTGTACTAGGAGGCTGTAGGCATARATTGGTCTG
———————————————— TACGCGTTCTTTGTACTAGGAGGCTGTAGGCATARATTGGTCTG
————————————————————— GTTCTTTGTACTAGGAGGCTGTAGGCATAAATTGGTCTG
————————————————————— GTTCTTTGTACTAGGAGGCTGTAGGCATARATTGGTCTG

R R R S S b h h I b S S

CGCACCATCWTCATGCAACTTTTTCACCTCTGCCTAATCATCTCTTGTWCATGTCCCACT
CGCACCATCTTCATGCAACTTTTTCACCTCTGCCTAATCATCTCTTGTTCATGTCCCACT
CGCACCATCTTCATGCAACTTTTTCACCTCTGCCTAATCATCTCTTGTTCATGTCCCACT
CGCACCATCTTCATGCAACTTTTTCACCTCTGCCTAATCATCTCTTGTTCATGTCCCACT
CGCACCATCTTCATGCAACTTTTTCACCTCTGCCTAATCATCTCTTGTTCATGTCCCACT

R R R I I I R Ik kb b b b b b b b b b b b b I I I I I I bk b b b b b b b b b S S

CTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTGGCTTTGGG CATGGACATTGACCCTTATAAA
CTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTGGCTTTGGG CATGGACATTGACCCTTATAAA
CTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTGGCTTTGGG CATGGACATTGACCCTTATAAA
CTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTGGCTTTGGG CATGGACATTGACCCTTATAAA
CTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTGGCTTTGGG CATGGACATTGACCCTTATAAA

R R S E I I I S h I S b b h b h h E E S E E E b b h kb E b b S b L b b b b b E h b b b b b 3h b b b b b b i b

GAATTTGGAGCTACTGTGGAGTTACTCTCATTTTTGCCTKCTGACTTCTATCCTWMCGTC
GAATTTGGAGCTACTGTGGAGTTACTCTCATTTTTGCCTTCTGACTTCTATCCTAACGTC
GAATTTGGAGCTACTGTGGAGTTACTCTCATTTTTGCCTTCTGACTTCTATCCTAACGTC
GAATTTGGAGCTACTGTGGAGTTACTCTCATTTTTGCCTTCTGACTTCTATCCTAACGTC
GAATTTGGAGCTACTGTGGAGTTACTCTCATTTTTGCCTTCTGACTTCTATCCTAACGTC

KAKAKAKAKAKAKAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA A A KA, Ak hk kA Ak h ko k% Kk kK

CGAGATCTCCTAGATACCGCCTCAGCTCTATATCGGGAAGCTCTTGAGTCTCCTGAGCAT
CGAGATCTCCTAGATACCGCCTCAGCTCTATATCGGGAAGCTCTTGAGTCTCCTGAGCAT
CGAGATCTCCTAGATACCGCCTCAGCTCTATATCGGGAAGCTCTTGAGTCTCCTGAGCAT
CGAGATCTCCTAGATACCGCCTCAGCTCTATATCGGGAAGCTCTTGAGTCTCCTGAGCAT
CGAGATCTCCTAGATACCGCCTCAGCTCTATATCGGGAAGCTCTTGAGTCTCCTGAGCAT

R R R R R R R R R R R R R R R R

TGTTCACCTCACCATACAGCAMTCAGGCAAGCCATTCTCTGCTGGGGGGAGTTAATGWCT
TGTTCACCTCACCATACAGCAATCAGGCAAGCCATTCTCTGCTGGGGGGAGTTAATGACT
TGTTCACCTCACCATACAGCAATCAGGCAAGCCATTCTCTGCTGGGGGGAGTTAATGACT
TGTTCACCTCACCATACAGCAATCAGGCAAGCCATTCTCTGCTGGGGGGAGTTAATGACT
TGTTCACCTCACCATACAGCAATCAGGCAAGCCATTCTCTGCTGGGGGGAGTTAATGACT

KAKAKAKAKAKAKAAAAAAAAKAA A AA A, A A KA A A KA A A A KA A KA A A A A A AR AR AR AR A AR A AR AKX K%

CTAGCCACCTGGGTGGGCAATAATTTGCAAGATCCAGCATCCAGGGATCTAGTAGTCAAT
CTAGCCACCTGGGTGGGCAATAATTTGCAAGATCCAGCATCCAGGGATCTAGTAGTCAAT
CTAGCCACCTGGGTGGGCAATAATTTGCAAGATCCAGCATCCAGGGATCTAGTAGTCAAT
CTAGCCACCTGggTGGGCAATAATTTGCAAGATCCAGCATCCAGGGATCTAGTAGTCAAT
CTAGCCACCTGGGTGGGCAATAATTTGCAAGATCCAGCATCCAGGGATCTAGTAGTCAAT

RS RS EE SRR EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE RS

TATGTTAATACTAATATGGGCCTAAAGATCAGGCAACTATTGTGGTTCCATATTTCTTGC
TATGTTAATACTAATATGGGCCTAAAGATAAGGCAACTATTGTGGTTCCATATTTCTTGC
TATGTTAATACTAATATGGGCCTAAAGATaAGGCAACTATTGTGGTTCCATATTTCTTGC
TATGTTAATACTAATATGGGCCTAAAGATAAGGCAACTATTGTGGTTCCATATTTCTTGC
TATGTTAATACTAATATGGGCCTAAAGATAAGGCAACTATTGTGGTTCCATATTTCTTGC

KA K KA KA KA KA A KA A A A A A A A A A A A AAAAAKAAKN A A A A A A A A A A A A A A AR A A A A A A A A A KA A KKK

CTTACTTTTGGGAGAGAAACTGTACTTGAGTATTTGGTTTCTTTCGGAGTGTGGATTCGC
CTTACTTTTGGGAGAGAAACTGTACTTGAGTATTTGGTTTCTTTCGGAGTGTGGATTCGC
CTTACTTTTGGGAGAGAAACTGTACTTGAGTATTTGGTTTCTTTCGGAGTGTGGATTCGC
CTTACTTTTGGGAGAGAAACTGTACTTGAGTATTTGGTTTCTTTCGGAGTGTGGATTCGC
CTTACTTTTGGGAGAGAAACTGTACTTGAGTATTTGGTTTCTTTCGGAGTGTGGATTCGC

AR SRS EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE R

ACTCCTCCCGCCTATAGACCACCAAATGCCCCTATCTTATCAACACTTCCGGAAACTACT
ACTCCTCCCGCCTATAGACCACCAAATGCCCCTATCTTATCAACACTTCCGGAAACTACT
ACTCCTCCCGCCTATAGACCACCAAATGCCCCTATCTTATCAACACTTCCGGAAACTACT
ACTCCTCCCGCCTATAGACCACCAAATGCCCCTATCTTATCAACACTTCCGGAAACTACT
ACTCCTCCCGCCTATAGACCACCAAATGCCCCTATCTTATCAACACTTCCGGAAACTACT

AR SRS S S EEEEEEEEEEEESE R EEEEEEEEEEREEEEEEEEEEEEEEEEEEE R R RS

GTTGTTAGACGACGAGGCAGGTCCCCTAGAAGAAGAACTCCCTCGCCTCGCAGACGAAGA
GTTGTTAGACGACGAGGCAGGTCCCCTAGAAGAAGAACTCCCTCGCCTCGCAGACGAAGA
GTTGTTAGACGACGAGGCAGGTCCCCTAGAAGAAGAACTCCCTCGCCTCGCAGACGAAGA
GTTGTTAGACGACGAGGCAGGTCCCCTAGAAGAAGAACTCCCTCGCCTCGCAGACGAAGA
GTTGTTAGACGACGAGGCAGGTCCCCTAGAAGAAGAACTCCCTCGCCTCGCAGACGAAGA

Rk kb b bk b b b b b b b b b b b b b b b b b b bk bk b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b
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TOL-PCC_PCR MluISall
TOL-PCC_pGEMT clonelO
TOL-PCC_pGEMT clonelO MxPp
TOL-PCC_pENG-cloneld
TOL-PCC_pENG_cloneld MxP

TOL-PCC_PCR MluIsall
TOL-PCC_pGEMT clonelO
TOL-PCC_pGEMT clonelO_MxPp
TOL-PCC_pENG-cloneld
TOL-PCC pENG cloneld4 MxP

Chapitre 4

TCTCAATCGCCGCGTCGCAGAAGATCTCAATCTCGGGGATCTCAATGTTAGTATTCCTTG
TCTCAATCGCCGCGTCGCAGAAGATCTCAATCTCGGGGATCTCAATGTTAGTATTCCTTG
TCTCAATCGCCGCGTCGCAGAAGATCTCAATCTCGGGGATCTCAATGTTAGTATTCCTTG
TCTCAATCGCCGCGTCGCAGAAGATCTCAATCTCGGGGATCTCAATGTTAGTATTCCTTG
TCTCAATCGCCGCGTCGCAGAAGATCTCAATCTCGGGGATCTCAATGTTAGTATTCCTTG

R R R R R S

GACTCATAAGG—————= === === === === ——m o
GACTCATAAGGTGGGAAACTGTCTACAATCACTAGTGAATTCGCGGC--———-
GACTCATAAGGTGGGAAACTGTCGACAATCACTAGTGAATTCGCGGCCGCCTG
GACTCATAAGGTGGGAAACTGT————====——————————————————————
GACTCATAAGGTGGGAAACTGTCGA-—————=————===——————————————

Kkhkkkkkhkkkkk*k

f)  Alignement construction YAP, séquence mutée

TOL-YAP PCR MluISall
TOL-YAP pGEMT cloneb
TOL-YAP pGEMT clone5 MxPp
TOL-YAP pENG_cloneb
TOL-YAP pENG clone5 MxPp

TOL-YAP PCR MlulISall
TOL-YAP pGEMT cloneb
TOL-YAP pGEMT clone5 MxPp
TOL-YAP pENG cloneb
TOL-YAP pENG clone5 MxPp

TOL-YAP PCR MluISalIl
TOL-YAP pGEMT cloneb
TOL-YAP pGEMT clone5 MxPp
TOL-YAP pENG_cloneb5
TOL-YAP pENG clone5 MxPp

TOL-YAP PCR MluISall
TOL-YAP pGEMT cloneb
TOL-YAP pGEMT clone5 MxPp
TOL-YAP pENG cloneb
TOL-YAP pENG clone5 MxPp

TOL-YAP PCR MluISall
TOL-YAP pGEMT cloneb
TOL-YAP_ pGEMT clone5_ MxPp
TOL-YAP pENG cloneb
TOL-YAP pENG clone5 MxPp

TOL-YAP_PCR MluISall
TOL-YAP pGEMT cloneb
TOL-YAP pGEMT clone5 MxPp
TOL-YAP pENG cloneb
TOL-YAP_ pENG_clone5 MxPp

TOL-YAP PCR MluISall
TOL-YAP pGEMT cloneb
TOL-YAP_ pGEMT clone5_ MxPp
TOL-YAP pENG cloneb
TOL-YAP pENG clone5 MxPp

TOL-YAP_PCR MluISall
TOL-YAP pGEMT cloneb
TOL-YAP pGEMT clone5_ MxPp
TOL-YAP pENG_cloneb
TOL-YAP pENG_clone5 MxPp

TOL-YAP PCR MluISall
TOL-YAP pGEMT cloneb
TOL-YAP pGEMT clone5 MxPp
TOL-YAP pENG cloneb
TOL-YAP pENG clone5 MxPp

————————————————————————— KGACATTGACCCTTATAAAGAATTTGGAGCTACTG
CCGCGGGATTCGATTACGCGTGCATGGACATTGACCCTTATAAAGAATTTGGAGCTACTG
——————————————— ACGCGTGCATGGACATTGACCCTTATAAAGAATTTGGAGCTACTG
—————————————————————— CATGGACATTGACCCTTATAAAGAATTTGGAGCTACTG
—————————————————————— CATGGACATTGACCCTTATAAAGAATTTGGAGCTACTG

khkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkkkkkkkkk

TGGAGTTACTCTCATTTTTGCCTKKTGACTTCTATCCTTCCGTCCGAGATCTCCTAGATA
TGGAGTTACTCTCATTTTTGCCTGGTGACTTCTATCCTTCCGTCCGAGATCTCCTAGATA
TGGAGTTACTCTCATTTTTGCCTGGTGACTTCTATCCTTCCGTCCGAGATCTCCTAGATA
TGGAGTTACTCTCATTTTTGCCTGGTGACTTCTATCCTTCCGTCCGAGATCTCCTAGATA
TGGAGTTACTCTCATTTTTGCCTGGTGACTTCTATCCTTCCGTCCGAGATCTCCTAGATA

R R R R R e I R R R R I R I I

CCGCCTCAGCTCTATATCGGGAAGCTCTTGAGTCTCCTGAGCATTGTWCACCTCACCATA
CCGCCTCAGCTCTATATCGGGAAGCTCTTGAGTCTCCTGAGCATTGTACACCTCACCATA
CCGCCTCAGCTCTATATCGGGAAGCTCTTGAGTCTCCTGAGCATTGTACACCTCACCATA
CCGCCTCAGCTCTATATCGGGAAGCTCTTGAGTCTCCTGAGCATTGTACACCTCACCATA
CCGCCTCAGCTCTATATCGGGAAGCTCTTGAGTCTCCTGAGCATTGTACACCTCACCATA

khkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhk khkkkkkkkkkkk

CAGCAMTCAGGCAAGCCATTCTCTGCTGGGGGGAGTTAATGWCTCTAGCCACCTGGGTGG
CAGCACTCAGGCAAGCCATTCTCTGCTGGGGGGAGTTAATGACTCTAGCCACCTGGGTGG
CAGCACTCAGGCAAGCCATTCTCTGCTGGGGGGAGTTAATGACTCTAGCCACCTGGGTGG
CAGCACTCAGGCAAGCCATTCTCTGCTGGGGGGAGTTAATGACTCTAGCCACCTGGGTGG
CAGCACTCAGGCAAGCCATTCTCTGCTGGGGGGAGTTAATGACTCTAGCCACCTGGGTGG

KAAAK KAAKAAKAAAAAAAAAAAAA A A A A A A A A A A, hAh A A A A A AR A A AR A KK

GCAATAATTTGCAAGATCCAGCATCCAGGGATCTAGTAGTCAATTATGTTAATACTAATA
GCAATAATTTGCAAGATCCAGCATCCAGGGATCTAGTAGTCAATTATGTTAATACTAATA
GCAATAATTTGCAAGATCCAGCATCCAGGGATCTAGTAGTCAATTATGTTAATACTAATA
GCAATAATTTGCAAGATCCAGCATCCAGGGATCTAGTAGTCAATTATGTTAATACTAATA
GCAATAATTTGCAAGATCCAGCATCCAGGGATCTAGTAGTCAATTATGTTAATACTAATA

khkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkkxxx

TGGGCCTAAAGATMAGGCAACTATTGTGGTTCCATATTTCTTGCCTTACTTTTGGGAGAG
TGGGCCTAAAGATCAGGCAACTATTGTGGTTCCATATTTCTTGCCTTACTTTTGGGAGAG
TGGGCCTAAAGATCAGGCAACTATTGTGGTTCCATATTTCTTGCCTTACTTTTGGGAGAG
TGGGCCTAAAGATCAGGCAACTATTGTGGTTCCATATTTCTTGCCTTACTTTTGGGAGAG
TGGGCCTAAAGATCAGGCAACTATTGTGGTTCCATATTTCTTGCCTTACTTTTGGGAGAG

KAKAKAAKAAAAA A AA, A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A AR A A AR A A AR K KK

AAACTGTACTTGAGTATTTGGTTTCTTTCGGAGTGTGGATTCGCACTCCTCCCGCCTATA
AAACTGTACTTGAGTATTTGGTTTCTTTCGGAGTGTGGATTCGCACTCCTCCCGCCTATA
AAACTGTACTTGAGTATTTGGTTTCTTTCGGAGTGTGGATTCGCACTCCTCCCGCCTATA
AAACTGTACTTGAGTATTTGGTTTCTTTCGGAGTGTGGATTCGCACTCCTCCCGCCTATA
AAACTGTACTTGAGTATTTGGTTTCTTTCGGAGTGTGGATTCGCACTCCTCCCGCCTATA

khkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkkkkkhkkhkkhkkkkk

GACCACCAAATGCCCCTATCTTATCAACACTTCCGGAAACTACTGTTGTTAGACGACGAG
GACCACCAAATGCCCCTATCTTATCAACACTTCCGGAAACTACTGTTGTTAGACGACGAG
GACCACCAAATGCCCCTATCTTATCAACACTTCCGGAAACTACTGTTGTTAGACGACGAG
GACCACCAAATGCCCCTATCTTATCAACACTTCCGGAAACTACTGTTGTTAGACGACGAG
GACCACCAAATGCCCCTATCTTATCAACACTTCCGGAAACTACTGTTGTTAGACGACGAG

B R R R R R R R R R R I I 3

GCAGGTCCCCTAGAAGAAGAACTCCCTCGCCTCGCAGACGAAGATCTCAATCGCCGCGTC
GCAGGTCCCCTAGAAGAAGAACTCCCTCGCCTCGCAGACGAAGATCTCAATCGCCGCGTC
GCAGGTCCCCTAGAAGAAGAACTCCCTCGCCTCGCAGACGAAGATCTCAATCGCCGCGTC
GCAGGTCCCCTAGAAGAAGAACTCCCTCGCCTCGCAGACGAAGATCTCAATCGCCGCGTC
GCAGGTCCCCTAGAAGAAGAACTCCCTCGCCTCGCAGACGAAGATCTCAATCGCCGCGTC

hhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhhkhkhkhkhkhhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkkkhkkkkkk
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TOL-YAP PCR MluISalIl GCAGAAGATCTCAATCTCGGGGATCTCAATGTTAGTATTCCTTGGACTCRTAAGGTGGGA

TOL-YAP pGEMT cloneb GCAGAAGATCTCAATCTCGGGGATCTCAATGTTAGTATTCCTTGGACTCATAAGGTGGGA

TOL-YAP pGEMT clone5 MxPp GCAGAAGATCTCAATCTCGGGGATCTCAATGTTAGTATTCCTTGGACTCATAAGGTGGGA

TOL-YAP pENG cloneb GCAGAAGATCTCAATCTCGGGGATCTCAATGTTAGTATTCCTTGGACTCATAAGGTGGGA

TOL-YAP pENG clone5 MxPp GCAGAAGATCTCAATCTCGGGGATCTCAATGTTAGTATTCCTTGGACTCATAAGGTGGGA
Khkhkhkkdkhkhkhkkhkhkhkhkhkhkhhkhkhhkhhkhkhhkhkhhhkhhkhhkkhkhkhkkhkhkhkhkhkhkhd *hkkhkrkkdhr*k

TOL-YAP PCR MluISall AR ——m

TOL-YAP pGEMT cloneb AACTGTCGACAATCACTAGTGAATTCGCGGCCGCCTGCAGGTCGACCATATG

TOL-YAP pGEMT clone5 MxPp AACTGTCGAC—— — === = — — —m

TOL-YAP pENG cloneb AACTGT-———————————————————— - - - - ————————

TOL-YAP pENG clone5 MxPp AACTGT-———————————————————— - - - - ————————

* %

4.3.3. Titrage des surnageants viraux

a)  Quantification de I’antigéne p24

Les titres viraux en pg d’Ag p24/ml sont reportés dans le Tableau 8 concernant les
particules lentivirales exprimant les protéines du VHB. Le titre en Ag p24 ne permet pas de
prédire 1’efficacité de transduction, puisqu’il mesure a la fois les particules lentivirales
fonctionnelles et non fonctionnelles. Le nombre de particules virales est calculé selon
I’estimation qu’une particule virale contient entre 1500 et 2000 protéines p24 [166]. Les
titres obtenus en Ag p24 pour chacune de nos constructions sont similaires, ce qui montre

une bonne reproductibilité de la technique, indépendante du transgéne.

Tableau 8 : Résultats des mesures de 1’ Ag p24 sur les surnageants viraux.
La quantification de I’Ag p24 du VIH-1 est réalisée sur les surnageants purifiés par un test ELISA commercial.
1079 représente les séquences sauvages et TOL les séquences mutées dans le PBC et 1899. CIF = PBC + PC
+ C. PCC = PC + C. YAP = C. Le nombre de particules virales est calculé pour 1500 a 2000 protéines

p24/virus. PV = particules virales.

Identification des Titre du surnageant Nombre estimé de
particules lentivirales viral concentré particules virales
(pg Ag p24/ml) (PV/ml)

1079-CIF 1,4.10° 2,1a28.108
1079-PCC 4,7.10° 739,4.108
1079-YAP 9,7.10% 1,5a1,9.108
TOL-CIF 4,7.10° 7 49,4.108
TOL-PCC 1,4.10° 2,132,8.10°
TOL-YAP 5,2.10° 7,8.10831.10°
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b)  Quantification de ’ARN viral

Afin de vérifier la pertinence du titre Ag p24, nous avons quantifi¢ I’ARN lentiviral
dans les surnageants viraux. Les titres de chaque surnageant sont reportés dans le Tableau 9
et sont exprimés en copies d’ARN/ml. La réalisation du titre ARN permet de s’affranchir de
la présence de particules vides qui sont détectées par le test Ag p24. Le titre ARN peut
également surestimer le nombre de particules lentivirales puisque des virions contenant

plusieurs génomes peuvent exister.

Tableau 9 : Résultats des mesures de I’ARN sur les surnageants viraux.

La quantification du génome lentiviral est réalisée par RT-gPCR en comparant les Ct obtenus avec une gamme
externe. Les amorces ciblent des régions PBS/V du vecteur d’expression. 1079 représente les séquences
sauvages et TOL les séquences mutées dans le PBC et 1899. CIF = PBC + PC + C. PCC =PC + C. YAP =

C. PV = particules virales.

Identification des Titre du surnageant Nombre estimé de
articules lentivirales viral concentré particules virales
P (copies ARN/ml) (PV/ml)
1079-CIF 7,95.10° 2,1a2,8.108
1079-PCC 5,21.1010 7 a9,4.108
1079-YAP 2,34.10%° 1,5a1,9.108
TOL-CIF 7,4.10% 7 a9,4.10%
TOL-PCC 2,22.101 2,1a2,8.10°
TOL-YAP 7,19.10%° 7,8.10%a 1.10°
4.4, Conclusions et perspectives

Les particules lentivirales portant les séquences PBC, PC et C du VHB ont été
produites via la co-transfection transitoire dans des cellules HEK293T. Les séquences

sauvages et mutées dans le PBC et en position 1899 ont été utilisées.
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Au cours de la mise en place de la technologie lentivirale au laboratoire, nous avons
pu bénéficier du soutien technique de plusieurs équipes de recherche telles que le laboratoire
de Morphogéneése et Antigénicité du VIH et des virus des hépatites (MAVIVH) a Tours (Dr
Catherine Gaudy-Graffin) et le laboratoire du Centre d'Immunologie et des Maladies
Infectieuses (CIMI) a Paris (Pr Frangois Lemoine). Ces différents échanges nous ont permis
de maitriser assez rapidement les techniques de transfection des cellules et la production de
particules lentivirales. Une optimisation de la technique en ultra centrifugeant nos
surnageants cellulaires nous a permis de les concentrer jusqu’a 120 fois. Concernant la
culture cellulaire, les conseils avisés de 1’équipe du Centre de Recherche en Cancérologie
de Lyon (CRCL, Dr David Durantel), nous ont permis d’appréhender la culture de cellules

HepaRG et d’en réussir la mise en place au laboratoire.

Chaque production lentivirale a été titrée en quantifiant I’Ag p24 du VIH-1 exprimé
a la surface des particules, et par RT-gPCR pour quantifier le génome viral. Chacune de ces
données permet I’estimation du titre non fonctionnel. En effet, aucune de ces deux méthodes
ne peut vraiment prédire 1’efficacité de la transduction des cellules, puisqu’elles surestiment
le nombre de particules lentivirales qui sont capables de transduire les cellules. Cependant,
la facilité d’utilisation de ces deux techniques est un réel avantage. Le titre non fonctionnel
est alors utilisable pour transduire des cellules en tenant compte de la surestimation possible.

L’estimation du titre fonctionnel est la solution optimale pour transduire de fagon
efficace les cellules cibles afin d’étudier le rdle des protéines produites. En effet, il permet
d’estimer plus précisément la MOI, qui est le nombre de particules virales nécessaires pour
infecter une cellule. Ce titre peut étre obtenu en quantifiant I’ADN intégré dans le génome
cellulaire suite a la transduction de cellules HEK 293T, comme nous 1’avons décrit pour les
transgenes qui ne sont pas détectables directement par cytométrie en flux. La quantification

de ’ADN viral intégré est une des perspectives de ces travaux afin d’estimer le titre
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fonctionnel de chacune de nos productions, mais aussi pour corréler ce marqueur fiable a la

quantification de I’Agp24 ou de ’ARN viral.

Gréce a nos travaux précédents, nous avons vérifié que la transduction de la lignée
HepaRG était possible par la technologie lentivirale (cf Chapitre 3). Nous avons utilisé une
MOI équivalente a 2,4 environ, calculée a partir des données de cytométrie en flux apres
transduction des cellules HEK 293T. Cette condition était suffisante pour obtenir une
transduction significative des cellules HepaRG avec une détection de la GFP (Green
Fluorescent Protein) en microscopie a fluorescence et en cytométrie en flux. Dans le cadre
de la transduction par les particules lentivirales exprimant les protéines du VHB, nous allons
utiliser le protocole précédemment mis au point pour transduire les cellules HepaRG et ainsi
exprimer les protéines du VHB en lignée hépatocytaire. Pour cela, une estimation du titre
fonctionnel de nos particules lentivirales exprimant les protéines du VHB sera réalisée par
transduction des cellules HEK293T et quantification de I’ ADN intégré dans les suspensions
cellulaires. Une premiere transduction par les particules lentivirales portant la séquence PCC
sauvage a été réalisée en cellules HepaRG. L’expression de I’AgHBe a été vérifiee par
détection semi-quantitative de la protéine par ELISA, ce qui confirme le caractére

fonctionnel de nos particules lentivirales a exprimer la protéine HBe.

Nous pensons néanmoins que la MOI utilisée pour transduire nos particules
lentivirales exprimant les protéines du VHB dans les HepaRG devra étre revue pour
optimiser la production de protéines. En effet, il est nécessaire d’obtenir des taux de
production protéique in vitro suffisamment importants afin de pouvoir étudier les réles
respectifs des protéines HBe et HBc du VHB dans le developpement de la fibrose hépatique.
D’autre part, nous pensons que 1’utilisation de la protéine GFP en fusion de nos protéines

d’intérét aurait pu €tre un avantage dans la titration de nos particules lentivirales. En effet, il
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est largement décrit que la méthode de titration la plus pertinente est la cytométrie en flux.
Cependant, les fournisseurs interrogés pour I’acquisition d’Ac anti-HBe ou anti-HBc
utilisables en FACS ne proposent pas ces réactifs. Ainsi, nous ne pourrons utiliser cette

méthode de titration pour nos particules lentivirales contenant les séquences PC et C.
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Nous avons mené deux études cliniques dans des populations de patients porteurs
chroniques du VHB a différents stades de la maladie hépatique. Ces deux études ont
confirmé une forte prévalence des mutants PC, quel que soit le stade de la maladie, hépatite
chronique ou infection chronique AgHBe négative. Aucun lien n’a ét¢ montré entre la
séverité des lésions hépatiques et la présence de la mutation G1896A. En revanche, le double
mutant du PBC, moins prévalent, est significativement lié au risque de fibrose sévére. Nous
avons ¢également montré que 1’association de la mutation G1899A avec le mutant PBC
diminuait la sévérité de 1’atteinte hépatique, indépendamment de 1’age, du sexe et du
génotype. Peu d’études se sont intéressées a I’impact de la combinaison des mutations PBC
et PC sur I’évolution des Iésions hépatiques. Nous avons émis 1I’hypothese d’un possible role
antagoniste de la mutation G1899A en présence du double mutant PBC sur 1’évolution de la
fibrose via une probable modulation de I’expression des marqueurs pro-fibrotiques tels que
TGF-B, PDGF, a-SMAL. Un projet est actuellement en cours au laboratoire afin d’observer
les taux seriques de telles cytokines dans notre cohorte de patients infectés. Nous avons pu
mesurer par la technologie Luminex®, les niveaux d’expression de certaines cytokines pro-
inflammatoires décrites dans 1’évolution de la fibrose hépatiques : TGF-B, PDGF, collagéne
1, TIMP-1, MMP-1, resistin, TNF-a, M-CSF et les IL-6, 17 et 31. Les données sont en cours
d’analyse actuellement afin de déterminer la corrélation entre I’expression de ces cytokines

et la présence des mutations dans le PBC et a la position 1899.

Notre hypothése de départ suggérait un réle possible de la mutation G1896A dans
I’infection chronique AgHBe négative (anciennement phase de portage chronique). Au cours
des deux études cliniques menées chez les donneurs de sang et chez les patients infectés
chroniquement, nous avons confirme une prévalence élevée de cette mutation sans pouvoir
démontrer de lien significatif avec des lésions hépatiques minimes. Nous proposions

également de vérifier que la mutation G1896A apparaissait chez les patients au cours de
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I’histoire naturelle de la maladie. En effet, au cours de I’étude chez les patients infectés
chroniquement, nous avions collecté des échantillons séquentiels pour les patients, distants
d’au moins 6 mois. A posteriori, nous nous sommes rendu compte que ce délai était trop
restreint pour mettre en évidence une modification du profil des mutations PBC et PC. En
effet, I’histoire naturelle de 1’infection chronique par le VHB s’étend sur plusieurs années et
il aurait fallu obtenir des serums séquentiels distants d’au moins cinq a dix ans pour pouvoir
observer une évolution au niveau des séquences PBC et PC au cours du temps. La nouvelle
cohorte HEPATHER, lancée en 2012 et gérée par I’ANRS, pourrait permettre de réaliser des
études longitudinales afin de mieux comprendre 1’apparition de ces mutations dans I’histoire

naturelle de la maladie.

L’absence de lien démontré entre la présence de la mutation G1896A et la sevérité
de la fibrose hépatique explique la réorientation de nos travaux vers 1’étude des mutations
PBC et G1899A et leurs impacts sur le développement de la fibrose hépatique. Afin de mieux
comprendre ces mécanismes, nous avons mis au point un outil de production protéique dans
une lignée hépatocytaire via la technologie lentivirale permettant ainsi de développer une
approche fondamentale dans notre thématique principale de recherche. Dans un premier
temps, la transduction de cellules HepaRG différenciées par des particules lentivirales
exprimant la GFP nous a permis de valider : (i) la possibilité de transduire cette lignée
cellulaire par des lentivirus ; (ii) I’expression de la protéine dont la séquence codante est
portée par le vecteur lentiviral ; et (iii) la stabilité de production de la protéine d’intérét dans
le temps. En effet, nous avons montré par plusieurs techniques de titration des particules
lentivirales que la transduction des cellules HepaRG était efficace, notamment en quantifiant
I’ADN proviral intégré dans les cellules HepaRG transduites. L’expression de la protéine
GFP a été vérifiée en microscopie électronique et en cytométrie en flux, ce qui confirme que

les séquences codantes étaient correctement intégrées dans le génome cellulaire et qu’elles
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ont été soumises aux étapes de transcription et de traduction. Enfin, nous avons montré que
la protéine d’intérét était exprimée a long terme, et méme quatre semaines apres un passage

des cellules, ce qui a confirmé la stabilité de transduction de la technologie lentivirale.

Parallélement a la mise au point de notre outil de transduction des HepaRG, nous
avons produit les particules lentivirales exprimant les protéines HBc et/ou HBe du VHB.
Nous souhaitons ainsi exprimer ces protéines dans les HepaRG et étudier I’impact de la
production protéique sur la fibrose hépatique. Pour cela, la mise au point d’un modéle de co-
culture hepatocytes / CEF basé sur un systéme Transwell est en cours au laboratoire. Ce
systéeme permet de placer des cellules HepaRG dans le compartiment supérieur sur une
membrane microporeuse et les CEF dans le compartiment inférieur. Ainsi, les molécules
sécrétées par 'un ou I’autre des types cellulaires peuvent circuler librement dans le milieu
de culture. Il est alors possible de doser les cytokines produites par les CEF en réponse a une
stimulation par les HepaRG. Une fois ce modéle cellulaire validé, nous pourrons transduire
les hépatocytes avec les particules lentivirales exprimant les protéines du VHB et confirmer
la stimulation des CEF en mesurant la production des cytokines pro-fibrotiques comme le
TGF-B, le PDGF ou I’a-SMA1 par qPCR dans les surnageants cellulaires. Dans les
perspectives a plus long terme, I’utilisation de particules lentivirales contenant les séquences
mutées dans PBC et PC nous permettra d’étudier le retentissement de ces mutations dans
I’expression des cytokines pro-fibrotiques et de mesurer ainsi I’impact potentiel des mutants

PBC et PC dans la fibrogénése hépatique.

Au cours de ces deux derniéres années, plusieurs appels a projets ont été soumis sans
succeés. Le manque de résultats préliminaires et ’ambition du projet au vu de ’effectif de
notre equipe de recherche étaient des critiques récurrentes. La mise en place de plusieurs

collaborations avec des équipes de renommeée internationale nous a permis de maitriser la
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technologie lentivirale, de démarrer la mise en place d’'un modele cellulaire d’étude de la
fibrose, et d’obtenir les premiers résultats de production des protéines du VHB. Avec
I’avancée de nos travaux et la soumission d’un article dans le journal Scientific Reports,
nous espérons obtenir un financement lors du prochain appel d’offres de I’ANRS afin de

poursu ivre nos travaux.
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Mutations dans la région précore du virus de I’hépatite B et fibrose
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research

Résumé

L’infection par le virus de 1’hépatite B (VHB)
reste un probléme de santé publique avec plus de 880 000
déces chaque année dans le monde. Au stade chronique de
I’infection virale B, des complications peuvent survenir
comme la fibrose, la cirrhose et le carcinome hépato-
cellulaire. L'implication du VHB, de ses protéines ou de sa
variabilité génétique dans la fibrose hépatique reste a
élucider. Toutefois, des méta-analyses semblent montrer un
lien statistiquement significatif entre la présence de la
double mutation A1762T/G1764A dans le promoteur basal
du core (PBC) du VHB et la fibrose sévere. C’est pourquoi
nous avons orienté nos travaux de recherche selon deux
axes : ’implication des mutations du PBC et de la région
précore (PC) dans la sévérité des lésions hépatiques ainsi
que le role des protéines HBc et HBe du VHB dans
I’induction de la fibrogénése. Dans un premier temps, deux
études cliniques ont permis de confirmer 1’association
significative du double mutant PBC avec la fibrose sévére
indépendamment du génotype viral. Nous avons également
démontré un effet antagoniste de la mutation G1899A
située dans la région PC vis-a-vis du double mutant PBC
dans la sévérité de la fibrose. La deuxieme partie de nos
travaux a consisté a développer une technique innovante de
production de protéines en utilisant la transduction de la
lignée HepaRG par des vecteurs lentiviraux contenant la
séquence de la protéine GFP (green fluorescent protein). En
paralléle, nous avons synthétisé des particules lentivirales
contenant les séquences sauvages et mutées du PBC et de
la région PC, avec pour objectif de produire les protéines
HBc et HBe dans les HepaRG.

Mots clés
Virus de I’hépatite B — Mutations du promoteur basal du
core et precore — Technologie lentivirale — HepaRG —
Fibrose hépatique

Abstract

The hepatitis B virus (HBV) infection remains a
significant public health problem with more than 880 000
deaths every year worldwide. At the stage of chronic HBV
infection, complications can occur such as fibrosis,
cirrhosis and hepatocellular carcinoma. The role of HBV,
its protein and its genomic variability in fibrosis are still
unclear. Meta-analysis seems to indicate a strong link
between the double mutation A1762T/G1764A detection in
the basal core promotor (BCP) of HBV and the
development of fibrosis. In this context, our work aimed to
explore: i. the implication of BCP or precore (PC) regions
mutations on the severity of fibrosis, and ii. the role of HBc
and HBe proteins in fibrosis induction. For the first
approach, our studies confirmed the association between
the presence of the BCP double mutation and severe
fibrosis, independently of the viral genotype. We also
showed that the G1899A mutation in the PC region
presents an antagonist effect regarding the double BCP
mutant for fibrosis severity. In the second part of our work,
we developed an innovative technology to produce protein
via the transduction of HepaRG cells using lentiviral
technology with a plasmid vector containing GFP (green
fluorescent protein) sequence. We also obtained lentiviral
particles containing the wild and mutated sequences for the
BCP and PC regions, in order to produce HBc and HBe
protein in HepaRG cells and to explore of the pathogenic
role of BCP and PC mutants.

Key words
Hepatitis B virus — Basal core promotor and precore
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fibrosis



