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Résumé 

L’infection par le virus de l’hépatite B (VHB) reste un problème de santé publique 

avec plus de 880 000 décès chaque année dans le monde. Au stade chronique de l’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 à 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 sévère. C’est pourquoi nous avons 

orienté nos travaux de recherche selon deux axes : l’implication des mutations du PBC et de 

la région précore (PC) dans la sévérité des lésions hépatiques ainsi que le rôle des protéines 

HBc et HBe du VHB dans l’induction de la fibrogénèse. Dans un premier temps, deux études 

cliniques ont permis de confirmer l’association significative du double mutant PBC avec la 

fibrose sévère indépendamment du génotype viral. Nous avons également démontré un effet 

antagoniste de la mutation G1899A située dans la région PC vis-à-vis du double mutant PBC 

dans la sévérité de la fibrose. La deuxième partie de nos travaux a consisté à 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 parallèle, 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 l’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 

L’infection par le virus de l’hépatite B (VHB) relève d’un problème de santé publique 

mondial. En effet, plus de 2 milliards de personnes dans le monde ont déjà rencontré le virus, 

et parmi elles, plus de 257 millions de personnes sont infectées chroniquement. Selon 

l’Organisation Mondiale de la Santé (OMS), ce virus est responsable de plus de 880 000 

décès par an que ce soit lié à une hépatite fulminante ou lorsque que l’infection chronique 

évolue vers la cirrhose ou le cancer du foie [1]. Dans les pays à forte prévalence en Asie et 

en Afrique, le VHB représente la 1ère cause de cancer du foie. 

Depuis la découverte de l’antigène (Ag) Australia par Blumberg en 1965 [2], de 

nombreuses recherches ont été menées afin de connaitre la structure virale, le cycle cellulaire 

et la pathogénèse 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 protège d’un cancer, dont l’efficacité approche les 95% [4]. Dans 

les pays où l’infection par le VHB est endémique, la généralisation de la vaccination des 

enfants dès 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 l’OMS 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 l’infection chronique l’apparition de mutants 

phénotypiques qui pourraient être impliqués dans la physiopathologie de l’infection virale. 

Malgré de nombreuses études épidémiologiques, les mécanismes d’action reliant les mutants 

phénotypiques à l’évolution des lésions hépatiques restent controversés. De plus, peu de 

modèles d’études in vitro existent pour l’étude de ces mécanismes. 
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L’infection par le VHB dans le monde reste une problématique prioritaire pour 

l’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 l’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 caractères suivants : génome ADN complètement 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’hôte étroite. 

Cette famille comporte deux genres (Figure 1) : les Orthohepadnavirus, qui infectent 

principalement les mammifères et les Avihepadnavirus, trouvés chez les espèces aviaires [8]. 

La spécificité d’hôte est liée à 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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Figure 1 : Arbre phylogénétique représentant la famille des hepadnavirus [9]. 

Les génotypes A à J concernent les VHB humains. WMHBV (Woolly monkey) : souche infectant les singes 

lagothrix. Les GSHV (Ground Squirrel) et ASHV (Artic Squirrel) sont les virus de l’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 l’oie ; DHBV (Duck) : VHB du 

canard. 

1.1.2. La particule virale 

Après la découverte de l’Ag Australia par Blumberg dans le plasma d’un aborigène 

australien au début des années 1960, la présence de cet antigène sera identifiée comme 

marqueur de certaines des hépatites virales post transfusionnelles. La notion de virus de 

l’hépatite B et d’antigène HBs (AgHBs) 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]. 
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Les particules infectieuses sont de petites sphères d’environ 42 nm de diamètre dont 

l’enveloppe est une bi-couche lipidique issue de la membrane du réticulum endoplasmique 

(RE) cellulaire dans laquelle est enchâssée une grande quantité d’AgHBs (Figure 2). A 

l’intérieur de cette enveloppe, une capside icosaédrique composée de l’antigène HBc 

(AgHBc) enferme l’ADN viral et la polymérase virale. Bien que ce soit un virus enveloppé, 

le VHB est relativement résistant dans le milieu extérieur. 

 

 

Figure 2 : Représentation schématique du VHB. 

L’assemblage des protéines HBc en homodimères 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 à la 

membrane du RE cellulaire pour former l’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 bâtonnets (100nm) et des sphères (22nm) [10]. Le rôle de ces particules vides reste mal 

connu, mais l’hypothèse qui domine serait qu’elles permettent aux virions infectieux 

d’échapper au système immunitaire en augmentant artificiellement le nombre de cible pour 

les anticorps (Ac) neutralisants [11]. En effet, ces particules subvirales sont synthétisées en 

large excès par rapport aux virions [12]. 

Capside icosaédrique 

ADN viral 

Protéine majeure de surface 

Polymérase virale 

Protéine moyenne de surface 

Grande protéine de surface 
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A  

B  

Figure 3 : Modèles des structures virales circulantes du VHB [13]. 

(A) Visualisation en microscopie électronique des virions contenant l’ADN viral, et des filaments et sphères 

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

1.2. Génome et Protéines 

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

VHB est particulièrement 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 relâchée. Sa 

taille, variable selon les génotypes, est d’environ 3,2 kb. Cependant, la quantité 

d’information génétique portée est extrêmement importante. En effet, 4 cadres de lecture 

ouverts (Open Reading Frame ou ORF) chevauchants permettent la synthèse 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 flèches bleu clair, orange, 

violet et bleu foncé. A l‘extérieur du cercle vert où est reportée la numérotation du génome, en orange, les 

cadres de lecture ouverts permettant la synthèse des protéines d’enveloppe S, M et L. En bleu foncé, l’ORF 

concernant la protéine X. En bleu clair, le 4ème ORF qui code l’ARN pré-génomique donnant lieu à la synthèse 

de l’AgHBc et de la polymérase. L’AgHBe est codé par l’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 

EcoRI dans la région préS2. Les 2 brins sont inégaux et l’ADN circulaire est fermé de façon 

non covalente. Le brin de polarité négative (-) est le plus long. Une polymérase est liée de 

façon covalente à son extrémité 5’. Le brin de polarité positive (+) est incomplet. Son 

extrémité 5’ est complémentaire de l’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 synthèse de 7 protéines. 
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 La région préS/S code les 3 protéines d’enveloppe : la majeure S (Small) issue 

de la région 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. 

 Le gène P recouvre plus de 80% du génome et code une ADN polymérase 

ARN/ADN dépendante (pol). Cette enzyme possède ainsi une activité 

polymérase, reverse transcriptase et RNase H. 

 Le gène X code la protéine HBx. 

 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 synthèse d’une pré-protéine 

maturée en antigène HBe (AgHBe) ; l’autre au début du gène C permettant 

l’expression de l’AgHBc. 

c) Eléments régulateurs 

La transcription de l’ADN est médiée par la présence de séquences régulatrices 

virales (Figure 4). Parmi celles-ci, les séquences EN1 et EN2 pour Enhancer I et II qui 

permettent d’activer la transcription de l’ensemble des ARN viraux via différentes cytokines 

hépatiques notamment, et de certains gènes hôtes intervenant dans la régulation du cycle 

cellulaire [15]. La séquence GRE (Glucocorticoïde Responsive Element), située dans le gène 

S, permet d’augmenter jusqu’à cinq fois l’activité transcriptionnelle via EN1 [16]. Enfin une 

séquence PRE (Post-transcriptionnal Regulatory Element) est probablement impliquée dans 

la régulation de l’épissage des ARN viraux et l’export des ARNm viraux non épissés vers le 

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

 Le promoteur préS1 contrôle la transcription de l’ARNm de la protéine préS1. Ce 

promoteur est faible avec une forte spécificité hépatocytaire et est régulé par EN1. 

 Le promoteur S contrôle 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. 

 La fonction, la position, le rôle du promoteur X sont mal connus. In vitro c’est un 

promoteur fort, mais son activité apparait régulée négativement dans le foie [18]. 

 Le promoteur basal du core (PBC) contrôle deux transcriptions : celle de l’ARN pré-

génomique (ARNpg) et celle de l’ARNm PC. Son rôle est primordial puisque 

l’ARNpg est la matrice pour la réplication du génome viral et pour la synthèse des 

ARNm 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 particulièrement 

importante lors de l’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 gène PC/C, contient le codon d’initiation de l’AgHBc et les mutations 

en positions 1896 et 1899 que nous détaillerons plus loin dans le manuscrit. 
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Figure 5 : Structure du signal d’encapsidation  

En gras, les codons d’initiation de la transcription : le premier codon initie la transcription de l’ARNm PC, le 

second celui de l’ARNpg. La séquence DR1 est soulignée. Le signal  joue un rôle primordial lors des étapes 

d’encapsidation de l’ADN viral et d’initiation de la transcription inverse en permettant à la polymérase virale 

de se fixer à l’ARNpg. 

 

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 même 

endroit (Figure 4). 

1.2.2. Les protéines virales 

a) La polymérase 

L’ADN polymérase est codée par la plus grande partie du génome, l’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 

rôle essentiel dans l’initiation de la réplication du génome viral [3]. En effet, c’est cette forme 
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protéique de 183 acides aminés (aa) qui est fixée de manière covalente à l’extrémité 5’ du 

brin (-). 

Les activités polymérases sont assurées par le domaine « transcriptase inverse / ADN 

polymérase ». Cette protéine d’environ 165 aa permet la transcription de l’ARNpg en brin 

(-) et la synthèse du brin (+) à partir du brin (-). 

Entre ces deux régions, un domaine « espaceur » de 227 aa est décrit. Ce domaine 

est fréquemment muté  mais ne remet pas en question les fonctionnalités de la polymérase. 

Il en assure également la flexibilité qui va permettre aux domaines à activité enzymatique 

de fonctionner de façon optimale.  

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

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

 

 

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

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

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

régions RT/pol et RNAse H regroupent les fonctions enzymatiques de la protéine. 

b) La protéine HBc 

La protéine HBc est issue de la transcription de la région C à partir du 2ème codon 

d’initiation présent dans l’ORF PC/C. Cette protéine (185 aa) est traduite à partir de 

l’ARNpg sous le contrôle du PBC. Elle n’est pas sécrétée mais est constitutive de la capside 

virale. Les molécules hélicoïdales d’HBc d’environ 22kDa s’assemblent en homodimères 

par un pont disulfure dans la partie N-terminale. Trois dimères s’associent alors pour former 

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

(A) Un dimère d’AgHBc. (B) Une capside de symétrie T=4 principalement retrouvée chez les patients (environ 

95% des virions), constituée de 120 dimères d’AgHBc. La capside de symétrie T=3 est construite à partir de 

90 dimères d’AgHBc. 

 

La partie C terminale de la protéine est très 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 l’ADN viral dans la cellule lors de l’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 l’ADN circulaire clos de manière covalente (ADNccc), 

la reverse transcription de l’ADN viral. Certaines études ont également étudié les 

interactions de la protéine C avec certaines protéines cellulaires [20]. 

  

A B 
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c) La protéine HBe 

Bien qu’issu de la même ORF PC/C que l’AgHBc, l’AgHBe, est codé directement 

par l’ARNm PC. La traduction de cet ARNm est médiée par le PBC et conduit à une pré-

protéine précurseur de 25kDa. Cette pré-protéine comporte 29 aa supplémentaires par 

rapport à l’AgHBc. Le peptide signal en N-terminale permet de l’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 à la protéine HBe de 16kDa (Figure 

8) [21]. 

 

 

Figure 8 : Etapes de la synthèse de l’AgHBe. 

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

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 l’hypothèse 

prédominante serait que cette protéine, qui n’est pas constitutive des particules virales mais 

qui possède un fort potentiel immunogène, détourne le système immunitaire et favorise ainsi 

l’échappement viral. En effet, aucune donnée ne montre que cette protéine est indispensable 

au cycle viral. Cependant, la quantité d’AgHBe est clairement corrélée à la charge virale et 

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

Le génome du VHB permet la synthèse de 3 protéines de surface ou protéines 

d’enveloppe : la protéine majeure codée par le gène S et les protéines moyenne et large 

codées respectivement par les régions préS2/S et préS1/préS2/S (Figure 4). Ces 3 protéines 

forment l’enveloppe des particules virales infectieuses et non infectieuses. La partie C-

terminale, c’est-à-dire la région S, est commune aux trois formes de protéine d’enveloppe. 

Cette région est responsable de l’enchâssement des protéines dans la membrane du RE. 

Ainsi, les trois molécules, protéines S, M et L, sont intégrées à la membrane par la même 

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 synthèse est médiée par le promoteur S. 

La protéine moyenne M (31kDa) comporte une extension en N-terminale qui sera 

présente dans la lumière du RE donc à la surface des particules virales. Son expression est 

également sous l’influence du promoteur S et elle possède un deuxième site de glycosylation 

par rapport à l’AgHBs. 

La troisième protéine, L, 39kDa, est issue de son propre ARNm dont l’expression est 

médiée par le promoteur préS1. La protéine L est présente sous 2 formes. Dans la première, 

la partie N-terminale (préS1 particulièrement) est complètement orientée dans la lumière du 

RE et donc exprimée à 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 l’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 : Lumière du RE et surface des particules virales. Myr : acide myristique. La protéine S 

est largement majoritaire. L’enchâssement dans la membrane du RE de la protéine L existe sous deux formes. 

La première conformation de la protéine L est indispensable à l’entrée des virus dans la cellule, alors que la 

deuxième permet de lier la capside à l’enveloppe dans les particules virales. 

 

Ces trois protéines portent le même 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 à M et L [23]. 

e) La protéine HBx 

La protéine X est codée par la région X sous l’influence du promoteur X. Le gène X 

est une région très conservée entre les génotypes, plus que le reste du génome. Cette petite 

protéine (17kDa) porte bien son nom, puisque son rôle reste encore aujourd’hui mal connu 

et controversé. De nombreuses fonctions virales, cellulaires, immunitaires et oncogènes lui 

sont attribuées, ce qui lui confère potentiellement un rôle important dans l’établissement de 

l’infection [24]. Notamment, l’impact de la protéine HBx avec la p53 cellulaire a été décrit 
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récemment : la protéine virale serait associée à 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 l’expression de la voie cellulaire TRIF induisant 

l’interféron (IFN) par la protéine HBx permettrait au virus d’échapper au système 

immunitaire et ainsi d’établir une infection chronique [26]. Cependant, cette protéine est 

absente chez le DHBV alors que l’infection chronique est possible chez le canard. Le rôle 

de cette protéine est aujourd’hui encore exploré, notamment son implication dans les 

processus oncogènes [24]. 

1.3. Cycle viral et physiopathologie 

1.3.1. Cycle viral 

Compte tenu de l’absence de modèles efficaces de culture du VHB, les premières et 

principales étapes du cycle viral ont été décrites par l’étude d’un modèle de culture de 

cellules hépatiques primaires infectées par le DHBV. Cependant, les virus aviaires comme 

le DHBV ne possèdent que 40% d’homologie avec le VHB et les différences dans leur cycle, 

leur structure, leur composition génétique sont donc nombreuses. De plus, l’acquisition, 

l’entretien et l’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 équipe française afin d’obtenir un nouveau modèle d’étude de l’infection par le VHB 

qui soit le plus fidèle 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 particulièrement 

les marqueurs spécifiques 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 dernières 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 où ils sont traduits en 

protéines virales (5) ou encapsidés avec la polymérase pour l’ARNpg (6). La capside contenant l’ARNpg est 

soit maturée via le RE pour devenir un virion relâché par la cellule (8b), soit orientée vers le noyau pour 

alimenter le stock d’ADNccc (8a). Parallèlement, certaines protéines virales sont sécrétées par la cellule : les 

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

a) Reconnaissance et attachement de la particule virale 

La première étape du cycle est l’attachement viral à la cellule cible. La forte 

spécificité d’hôte d’une part et le tropisme strict d’autre part seraient en partie liée à 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 altère la spécificité d’hôte du VHB [31]. 

Récemment, l’étape précoce d’attachement viral a été décrite plus précisément en montrant 

que le virus se lie à l’hépatocyte via les protéoglycanes héparanes sulfates (HSPG) exprimés 
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à 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 préS1, et plus 

particulièrement la région du Receptor Binding Site (RBS) située entre les aa 9 et 15 [32, 

33]. Cependant, ces mêmes études font également l’expérience d’éteindre l’expression du 

NTCP dans des cellules permissives comme les HepaRG et n’observent qu’une réduction de 

l’infection et non pas une absence totale, ce qui suggère que ce récepteur n’est pas le seul 

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

b) Internalisation de la particule virale 

Concernant l’internalisation du virion dans la cellule hépatique, deux hypothèses 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 l’enveloppe dans l’endosome 

puis libération de la nucléocapside dans le cytoplasme [35]. Parallèlement, un deuxième 

mécanisme a été décrit proposant une fusion de l’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 l’endocytose de la particule virale, le peptide de 

fusion mis en évidence pourrait alors intervenir dans la fusion de l’enveloppe virale avec la 

membrane de l’endosome avant la libération de la capside [37]. Ces voies d’internalisation 

restent encore controversées et très 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 grâce aux signaux de localisation cellulaire de l’AgHBc puis le génome mature 

phosphorylé est libéré dans le noyau via l’interaction avec les complexes des pores 
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nucléaires. La molécule d’ADN est alors sous forme relâchée circulaire (ADNrc) et liée à la 

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

décrites pour le VHB [41]. 

d) Constitution de l’ADNccc 

Une fois dans le noyau, l’extrémité du brin (+) incomplet de l’ADNrc est pris en 

charge par une polymérase, mais son origine reste encore indéterminée : est-ce la polymérase 

virale liée de manière covalente ou est-ce une polymérase de l’hôte [3] ? Bien que son 

existence soit largement démontrée et acceptée, les étapes de la formation de l’ADNccc 

restent obscures. En effet, l’ADNrc doit être débarrassé de l’amorce ARN présente à 

l’extrémité 5’ du brin (+), de la polymérase virale liée à l’extrémité 5’ du brin (-) et des 

séquences répétées à cette même extrémité (DR1). Puis, les 2 brins doivent être liés pour 

former une molécule circulaire. Des topoisomérases cellulaires interviendraient alors pour 

compacter cette molécule à l’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 l’information génétique virale et persiste dans le noyau des cellules infectées durant 

toute leur vie. D’une part, l’ADNccc est la matrice pour la synthèse des transcrits viraux, et 

d’autre part, la conformation de l’ADNccc lui confère une très grande stabilité dans le noyau. 

Ainsi, l’ADNccc est lié à la persistance du virus en conservant un stock relativement constant 

de 10 à 50 copies par cellule, et à 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 l’ADNrc et l’ADNccc, peuvent également être intégrées 

dans le génome de la cellule hôte. Cette étape représente une impasse dans le cycle viral 

puisque les séquences ne peuvent être transcrites en ARNpg, mais serait potentiellement 

impliquée dans les mécanismes d’oncogénèse en modifiant l’expression des gènes proches 
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du site d’intégration. Ce phénomène est peu fréquent (1 pour 100 000 cellules) et les sites 

d’intégration dans le génome de la cellule paraissent aléatoires. Les mécanismes reliant 

l’intégration de séquences virales et le développement de lésions hépatiques restent peu 

connus, mais plusieurs hypothèses sont avancées, comme l’apparition de mutation suite à 

l’insertion, l’expression de protéines virales oncogènes ou l’instabilité des chromosomes 

ayant intégré des séquences du VHB [43]. 

e) Transcription du génome viral 

L’ARN polymérase cellulaire interagit alors avec l’ADNccc pour former les ARNpg 

et les ARNm nécessaires à la synthèse 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 être 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 à l’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, 

l’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 synthèse du 

brin (+). Ainsi, de nouvelles capsides matures sont formées contenant un ADNrc dont la 

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

Dans le même temps, les ARNm sont traduits en protéines virales qui vont être soit 

sécrétées, soit servir à la formation des nouveaux virions. 

La protéine C est traduite dans le cytoplasme à partir de l’ARNpg. Elle s’auto-

assemble pour former la nucléocapside virale qui intégrera l’ARNpg. Celui-ci servira de 

matrice pour synthétiser l’ADNrc dans les nucléocapsides. 

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

Les protéines d’enveloppe, traduites à partir des ARNm préS2/S et préS1/préS2/S, 

sont insérées dans la membrane du RE. Les nucléocapsides contenant l’ADNrc sont dirigées 

vers le RE et s’y attache via les domaines pré-S1 et pré-S2 de la protéine L exprimés du côté 

cytosolique. Le bourgeonnement de la membrane permet la libération de virions dans la 

lumière 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 l’accumulation dans la cellule des protéines d’enveloppe produites en large 

excès. 

h) Sécrétion des particules virales 

Les particules virales sont transportées dans l’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 excès sont recyclées vers le noyau pour augmenter le stock 

d’ADNccc dans le noyau, mais ce phénomène 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 

très résistant dans le milieu extérieur. Les contaminations interhumaines directes sont 

fréquentes, qu’elles soient horizontales (sexuelles, parentérales) ou verticales (mère-enfant). 

La chronicité de l’infection est définie par la persistance de l’AgHBs plus de 6 mois 

dans le sang du patient. Le risque de passage à la chronicité augmente avec la précocité de 

l’infection : le risque de passage à la chronicité est de 90% chez les nouveau-nés contaminés 

à la naissance versus 6% lorsque la contamination survient à l’âge adulte [46]. L’existence 

de symptômes cliniques lors d’une hépatite aiguë dépend également de l’âge de l’infection : 

l’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 géographiquement variable, avec des zones de très fortes 

prévalences comme l’Asie du Sud-Est et l’Afrique subsaharienne, des régions de prévalence 

modérée (Europe de l’Est, Japon, Amérique du Sud) et d’autres avec une faible prévalence 

(Amérique du Nord et Europe de l’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 problème de santé publique, et ce malgré l’existence d’un 

vaccin efficace. Les campagnes de prévention, de vaccination des enfants et de traitement y 

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

Des zones de fortes prévalences (vert très foncé) contrastent avec des zones très faiblement endémiques (vert 

très clair). La majorité des pays se situent dans des zones de prévalence intermédiaire (vert foncé à clair). Les 

données de prévalence datent de 2005. 

1.3.3. Physiopathologie 

a) Histoire naturelle 

Le VHB n’est pas un virus cytopathogène. Les lésions hépatiques sont provoquées 

par le système immunitaire qui, en réponse à l’agression virale, détruit les cellules infectées. 

C’est lorsque le système immunitaire s’emballe que la cytolyse hépatique est amplifiée et 

que les lésions deviennent sévères. Lorsque le patient est contaminé par le VHB à l’âge 

adulte, l’évolution de l’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 

l’hôte et l’établissement d’un équilibre entre le virus et le système immunitaire. Cette phase, 

auparavant nommée « phase de tolérance immune », est aujourd’hui appelée « infection 
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chronique B AgHBe positive » selon les recommandations de l’Association Européenne 

pour l’Etude du Foie (EASL) [52]. Rarement (moins de 1% des cas), on observe une hépatite 

fulminante qui mène au décès dans 80% des cas en l’absence de transplantation hépatique 

(Figure 12). 

 

 

Figure 12 : Histoire naturelle de l’infection par le VHB à l’âge adulte. 

L’infection résolutive est caractérisée par la disparition de l’AgHBs et l’apparition des Ac anti-HBc et anti-

HBs. L’infection chronique est définie par la persistance de l’AgHBs plus de 6 mois dans le sang du patient. 

La cirrhose et le carcinome hépatocellulaire sont les conséquences à 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 

l’infection par le VHB est différente selon le moment de l’infection (naissance, petite enfance ou âge adulte) 

[46, 53].  
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b) Hépatite aiguë 

Chez l’adulte, l’infection aiguë étant le plus souvent asymptomatique, elle passe 

inaperçue et le diagnostic n’est posé qu’ensuite, au cours de l’infection chronique ou à 

l’occasion de la découverte d’une autre pathologie. Après une période d’incubation entre un 

et trois mois, on peut observer une phase pré-ictérique caractérisée par des symptômes non 

spécifiques : nausées, asthénie, fièvre, arthralgies et troubles digestifs. Un ictère plus ou 

moins intense peut ensuite être observé et orientera le diagnostic vers une hépatite. 

Le marqueur biologique qui apparait le premier est l’AgHBs, qui disparait dans le cas 

d’une infection résolutive en moins de 6 mois. L’ADN viral et l’AgHBe sont également 

transitoirement détectables. Puis les Ac anti-HBc, IgM puis IgG, apparaissent et sont 

conservés par le système immunitaire du patient. Ils témoignent du contact avec le virus et 

restent stables au cours de la vie. Enfin, l’infection résolutive est marquée par la 

séroconversion HBs, avec l’apparition des Ac anti-HBs. (Figure 13). Les symptômes 

cliniques sont liés à l’augmentation du taux d’AgHBs. 

 

 

Figure 13 : Cinétique des marqueurs du VHB au cours de l’infection aiguë. 

Des symptômes cliniques peuvent apparaître au cours de l’infection aiguë, comme une augmentation des 

transaminases qui signe une cytolyse hépatique liée à la réaction du système immunitaire envers le virus. La 

fenêtre sérologique correspond au délai après 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 l’AgHBs plus de six mois dans 

le sang du patient. L’installation du virus chez l’hôte suite à un échappement au système 

immunitaire est peu fréquente chez l’adulte, alors que chez l’enfant, elle survient dans la 

quasi-totalité des cas, notamment en lien avec l’immaturité du système immunitaire. 

L’infection chronique est le plus souvent asymptomatique et sa découverte est fortuite ou 

tardive. En effet, l’évolution naturelle est la cytolyse hépatique sévère 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 à 5% par an en l’absence de traitement chez les 

patients atteints de cirrhose (Figure 12). 

La cinétique des marqueurs biologiques répond à une succession de plusieurs phases 

reliées à l’équilibre existant entre le système immunitaire de l’hôte et la réplication virale. 

Si un élément vient à déséquilibrer cette relation, alors l’infection évolue vers des lésions 

hépatiques plus sévères. L’histoire naturelle de l’infection chronique se découpe en quatre 

phases principales. Les cinquième et sixième phases sont en marge de l’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 l’infection par le VHB. 

L’ancienne terminologie a été remplacée lors de la conférence de l’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 être variables d’un patient à un autre. 

 

 

Lors de l’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 : l’AgHBe 

et l’ADN viral peuvent être détectés en grande quantité dans le sérum 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 entraîne 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 l’on peut observer une séroconversion HBe avec apparition des anticorps et disparition 

de l’antigène, 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 système immunitaire et la réplication virale qui 

est contrôlée. Les marqueurs directs dont l’AgHBe sont alors faiblement exprimés, limitant 

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

 

Si l’équilibre entre le système immunitaire et la réplication virale est compromis, une 

hépatite chronique AgHBe négative (anciennement hépatite chronique) peut s’installer de 

façon précoce ou tardive. L’hépatite chronique est caractérisée par l’apparition des Ac anti-

HBe et des transaminases élevées signant une atteinte hépatique modérée à sévère. Dans 

certains cas, une séroconversion HBs spontanée peut être observée et signe alors une 

infection résolutive, mais l’ADNccc reste présent dans les cellules. 

Cette persistance virale explique le risque de réactivation à partir de l’ADNccc dans 

certaines circonstances cliniques comme l’immunodépression. Dans cette phase de 

réactivation, on observe un rebond de l’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 dernière des six phases décrites est l’infection occulte. Celle-ci correspond à une 

perte de l’AgHBs et un ADN faiblement réplicatif. Les complications histologiques sont 

plutôt peu sévères, et un contexte d’immunodépression favoriserait également l’évolution de 

l’infection vers cette sixième phase [54]. 
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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, c’est-à-dire isolé à partir de plasmas de patients séropositifs pour 

le VHB [4]. De ces plasmas ont été isolées des fractions d’AgHBs très immunogène. Grâce 

à ces antigènes, la réponse immunitaire du patient est stimulée et synthétise des anticorps 

neutralisants qui le protègeront 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 gène 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 

à 10UI/ml (Unités Internationales), est d’environ 95% pour 3 ou 4 doses administrées selon 

le vaccin [55]. Il existe des patients non répondeurs à la vaccination (moins de 5%) dont les 

facteurs de risques seraient le sexe masculin, l’âge supérieur à 40 ans, le tabagisme, 

l’immunodépression et certains groupes HLA (Human Leukocyte Antigen) [56]. La 

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

 

En 1991, l’OMS a lancé une campagne mondiale d’éradication du VHB en annonçant 

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 

l’avis de l’OMS suite à une polémique installée dans les médias sur la relation soupçonnée 

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, après 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 liée au remboursement depuis 2008 du vaccin 

hexavalent qui comprend la valence VHB. En revanche, la couverture vaccinale chez 

l’adolescent souffre du creux vaccinal entre 1998 et 2007 et reste inférieure à 50% [58]. 

Dans ce contexte d’amélioration de santé publique et d’absence de preuve concernant 

l’existence de liens entre vaccination et affection démyélinisante, l’OMS recommande de 

vacciner les nourrissons le plus tôt possible et les adultes des populations à risque suivantes : 

personnes issues de zones de forte endémie, professionnels de santé, personnes vivant en 

milieu carcéral, patients infectés par le virus de l’immunodéficience humaine (VIH) ou le 

virus de l’hépatite C (VHC), usagers de drogues par voie intraveineuse, personnes ayant des 

comportements sexuels à risque. 

1.4.2. Traitements curatifs 

Deux types de molécules sont actuellement utilisés : les analogues nucléosidiques et 

nucléotidiques 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 manière optimale une perte de l’AgHBs. Lors de l’infection par le VHB, la clairance de 

l’AgHBs et la séroconversion Ac anti-HBs sont nécessaires pour considérer l’infection 

comme résolue. Cette séroconversion est rarement observée, et les molécules actuelles ne 

permettent pas d’éliminer l’ADNccc des cellules. Ainsi, dans le contexte de l’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 contrôle de la réplication virale 

ou contrôle virologique c’est-à-dire une charge virale inférieure à 3 log UI/ml, une 



  Revue bibliographique 

44 

normalisation des transaminases et une stabilisation ou régression des lésions 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 l’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 l’efficacité du traitement est réalisé par la mesure de la charge virale 

plasmatique. La quantification de l’AgHBs peut également être 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 à l’IFN : 

la baisse du titre d’AgHBs en dessous de 1 500UI/ml après douze semaines de traitement est 

prédictive d’une perte de l’AgHBe et d’une charge virale inférieure à 2 000UI/ml dans 45% 

des cas. Inversement, l’absence de diminution du titre (génotypes A et D) ou un taux 

supérieur à 20 000UI/ml (génotypes B et C) est associée à une faible probabilité de réponse 

virologique [61]. 

1.5. Variabilité 

Classiquement, la variabilité des virus à ADN est inférieure à celle des virus à ARN. 

Cependant, pour le VHB et l’ensemble des Hepadnavirus, on observe une variabilité 

génétique particulièrement élevée qui peut s’expliquer par trois mécanismes principaux. 

 Reverse transcription 

Au cours du cycle viral, le génome du VHB passe par un intermédiaire ARN comme 

matrice pour l’ADN génomique qui est encapsidé pour la formation de nouveaux virions. 

L’ADN polymérase ARN dépendante virale utilisée à 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 associé à cette étape du cycle viral. Le taux d’erreur est 
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estimé à 10-5 substitutions/base/cycle [62]. Même si ce taux est similaire à celui observé chez 

certains virus à ARN, il est 10 000 fois plus élevé que chez les autres génomes ADN [63]. 

 Réplication virale élevée 

Par ailleurs, on observe une forte réplication virale pour le VHB, avec 1012 virions 

produits par jour lors de l’infection chronique, ce qui multiplie d’autant les possibilités de 

mutations aléatoires [62]. 

 Persistance virale 

L’autre particularité du cycle viral qui influe sur cette variabilité importante est la 

persistance cellulaire de l’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 gènes alors que le fitness de 

la particule virale doit être conservé [64]. On parle de quasi-espèces 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 à l’évolution naturelle des Hepadnavirus au cours du 

temps et la variabilité phénotypique qui correspond à l’émergence de variants mieux adaptés 

à 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 paramètres décrits plus hauts, 

conduit à l’existence de sérotypes ou de génotypes. La classification en sérotypes 

caractérisés par le polymorphisme de l’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 séquençage complet du génome viral ou de la région S. 

a) Caractéristiques génomiques 

Deux génotypes sont définis par une divergence de plus de 8% entre les séquences 

complètes, et les sous-types diffèrent au minimum de 4% [65, 66]. Concernant la 

caractérisation des génotypes, on parle également de clustering en analyse phylogénétique 

[66]. Actuellement, selon l’homologie des séquences et les clusters phylogénétiques, huit 

génotypes identifiés de A à H sont officiellement recensés (Figure 14). 

 

Deux autres génotypes I et J ont été récemment décrits mais non intégrés à ce jour 

dans la classification taxonomique publiée par l’ICTV (International Committee on 

Taxonomy of Viruses). Cependant, selon les dernières recommandations de l’EASL, le 

génotype I 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 à partir de 250 séquences complètes 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 génome viral est également différente selon les génotypes, entre 

3182 et 3248 nucléotides ( 

 

Tableau 2). Le génotype G a notamment 36 nucléotides supplémentaires à l’extrémité 

N-terminale de la région C : la taille de l’AgHBc est donc augmentée de 12 aa [63]. Au 

contraire, le génotype D présente 33 nucléotides de moins à l’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’après Kay et Zoulim [64]). 

(*) Absence de classification officielle selon l’ITCV. ($) Les numéros Genbank sont donnés à titre indicatif, 

plusieurs séquences sont répertoriées pour chaque génotype dans la base de données Genbank. Les sérotypes 

mentionnés sont les sérotypes majoritaires retrouvés pour chaque génotype. 

 

 

Il est également possible et même fréquent d’observer des recombinaisons intra et 

inter génotypes. Ce phénomène s’explique par la possibilité pour un sujet d’être co-infecté 

par deux génotypes différents qui cohabiteraient chez l’hôte. Cette cohabitation est favorable 

à un génotype qui est majoritairement détecté, alors que le second peut émerger suite à 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 être le siège d’évènements 

recombinants. La première hypothèse serait une recombinaison ARN-ARN durant 

l’encapsidation de l’ARNpg. Mais la plus plausible serait l’existence d’ADNccc de deux (ou 

plus) génotypes différents dans le noyau de la cellule où de tels évènements 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 I et J seraient également des virus 

recombinants. Le génotype I a été décrit chez trois patients et il s’apparenterait à un 

recombinant de trois souches A, C et G [71]. Le génotype J serait un recombinant du 

génotype humain C et du virus de l’hépatite B du gibbon [69]. Bien qu’une seule souche ait 

été mise en évidence, l’analyse phylogénétique suggère un passage de barrière d’espèce. Ces 

recombinaisons sont donc très importantes dans l’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 plutôt 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 à lui décrit en Amérique centrale et Sud [72]. Le 

génotype I est décrit en Asie (Vietnam, Laos, Inde) et le génotype J a été identifié chez un 

patient ayant voyagé à 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 à accentuer le brassage génétique en favorisant les recombinaisons et les 

mutations. Ces deux phénomènes dépendent alors de facteurs viraux, mais aussi 

environnementaux ou hôte dépendants (facteur ethnique notamment). 

 

 

Figure 15 : Répartition géographique des génotypes du VHB [72]. 

Pour construire cette carte, 3179 séquences complètes du VHB ont été étudiées venant de 46 régions 

géographiques. Les différences avec les données de la littérature sont dues à l’utilisation exclusive de génomes 

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

du VHB. 

c) Impact clinique 

De nombreuses études ont porté sur l’implication des génotypes dans la sévérité de la 

maladie hépatique. Les résultats restent controversés [77]. Dans les études asiatiques, où les 

génotypes B et C sont très largement majoritaires, il apparait que l’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 démontré que la séroconversion HBe est moins fréquente et plus 

tardive au cours de l’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 phénomènes facilitent 

l’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 l’AgHBs par rapport aux 

génotypes C et D, mais pas de différence concernant la séroconversion HBe. Dans les études 

européennes où il existe une codominance des génotypes D et A, le génotype D apparait plus 

pathogène. En effet, il serait associé à un plus mauvais pronostic histologique, mais 

également à des séroconversions HBs et HBe plus rares et plus tardives respectivement. 

L’incidence du CHC est également supérieure à 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 à 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 

l’infection. Au Mexique, il a été montré que le génotype H était plus fréquemment décrit 

dans les infections occultes pour lesquelles l’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 aiguës [70]. Malgré le nombre d’études menées 

dans quasiment toutes les régions du globe, elles sont confrontées à la répartition 

géographique très différente des génotypes et il existe donc un biais dans la composition des 

cohortes. D’une manière générale, il est difficile de lier le génotype du VHB avec la sévérité 

des lésions hépatiques tant les facteurs influents sont nombreux et variés (hôte, 

environnement…). 
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1.5.2. Variabilité phénotypique 

Comme expliqué précédemment, chez un même individu, la population virale 

circulante est composée de différentes souches sauvages et mutées sur différentes positions 

du génome : on parle de quasi-espèces virales. Ces variants sont génétiquement très proches 

avec une homologie de séquences supérieure à 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 être 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 à la souche sauvage. 

Inversement, en l’absence de pression de sélection, c’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 l’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 l’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 fréquemment décrites concernent la région de la polymérase 

pour les mutations de résistances aux anti-viraux, la région de l’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 arrêt 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 l’ADN polymérase du VHB qui 

se produisent au cours du cycle viral. L’instauration du traitement va favoriser l’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 l’enzyme. Le résultat est que l’affinité de la polymérase pour 

les molécules antivirales est diminuée et l’efficacité du traitement est altérée [64]. Il faut 

noter qu’une numérotation particulière du gène de la polymérase a été mise en place pour 

permettre d’identifier de façon consensuelle les différentes mutations associées à la 

résistance au niveau des acides aminés. Cette numérotation commence au premier acide 

aminé du domaine RT/Pol qui est codifié « rt1 » [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 (rtM204I/V) est particulièrement décrite (Figure 16). Cette mutation majeure, en 

modifiant le motif YMDD du site catalytique de l’enzyme, devient délétère pour le fitness 

viral. D’autres mutations compensatoires sont alors souvent associées à la mutation 

rtM204I/V, comme la rtL180M qui permet de restaurer le niveau de charge virale [14, 64]. 

La mutation rtM204I/V confère une résistance croisée à plusieurs molécules de par la 

position extrêmement stratégique qu’elle occupe (lamivudine, emtricitabine, telbivudine). 
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Figure 16 : Mutations principales décrites dans le gène RT/Pol (d’après 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 

1er acide aminé de la région RT/Pol commençant par un motif conservé EDWGPC entre les différents 

génotypes est nommé « rt1 ». Le site catalytique de l’enzyme est codé par le domaine C. Lorsque le motif 

YMDD, également conservé entre les génotypes, est modifié suite à 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 à 

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

 

Pour définir la capacité de la molécule antivirale à sélectionner les souches 

résistantes, on parle de barrière génétique. Plusieurs critères sont utilisés pour la définir : le 

nombre de mutations nécessaires pour atteindre la résistance, l’impact de la mutation sur la 

capacité réplicative et sur la sensibilité à l’antiviral mais également la concentration 

plasmatique optimale pour que la molécule soit active. On parle de barrière génétique basse 

lorsque le nombre de mutations nécessaire pour entrainer une résistance est faible ou qu’une 

seule mutation peut impacter la sensibilité à toute une classe thérapeutique. C’est notamment 

le cas pour la lamivudine et l’emtricitabine. A l’inverse, l’entécavir, analogue de dernière 

génération, possède une barrière génétique élevée, puisque quatre à cinq mutations dans les 
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domaines B et D de la polymérase sont nécessaires pour atteindre la résistance à cette 

molécule. 

b) Mutants de l’enveloppe 

Parmi les mutations permettant au virus d’échapper au système 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 l’AgHBs 

est la cible principale des anticorps synthétisés dans la réponse humorale, donc induits 

naturellement lors de l’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 l’antigénicité de la protéine d’enveloppe. Ainsi, les anticorps 

dirigés contre l’AgHBs sauvage n’ont qu’une faible affinité pour l’AgHBs produit par ces 

souches mutées. On parle de mutants d’échappement vaccinal puisqu’ils sont largement 

décrits chez les enfants nés de mères séropositives et vaccinés à la naissance, mais ils sont 

également retrouvés chez des patients non vaccinés. Ainsi, ces variants minoritaires existant 

dans la quasi espèce peuvent émerger chez les transplantés hépatiques suite à l’injection 

d’immunoglobulines anti-HBs [64]. Il est très probable que les substitutions décrites soient 

nécessaires mais non suffisantes à l’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 évènements sont rares et la prévalence des mutants 

d’échappement à 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 l’affinité des Ac anti-HBs pour l’antigène (Figure 17). 

La majorité de ces variants d’échappement à 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 l’existence des ORF chevauchants, les mutations de la 

polymérase impactent le gène S et inversement. Ainsi, certaines mutations de résistances 

aux antiviraux peuvent modifier la conformation de l’AgHBs. Par exemple, les rtM204I et 

rtA181T introduisent un codon stop prématuré dans le gène S aux positions 196 et 172 

respectivement, avec pour conséquence la production d’une protéine S tronquée [82]. 

Inversement, la mutation G145A qui correspond à un changement rtW153Q, permettrait de 

restaurer la fonction de réplication des mutants de résistance sélectionnés sous pression de 

sélection thérapeutique [83]. 

 

 

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 à 149 (ronds verts). Les 

changements d’acides aminés dans ce domaine de la protéine S entraînent un changement conformationnel et 

une diminution de l’affinité des anticorps. 
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Les mutants de l’enveloppe peuvent impacter la sensibilité de détection de l’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 l’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 V131I, qui correspondent au double 

mutant du PBC, aboutissent à 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 à la régulation négative. Parmi celles-ci, la V5M et la P38S, 

qui sont également, par chevauchement du gène de la polymérase, des positions liées à la 

résistance aux antiviraux (codons rt204 et rt236). Ces mutations ont été décrites comme 

associées à des lésions hépatiques sévères. Mais comme le rôle de la protéine X est encore 

mal défini, il est difficile de déterminer précisément l’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 très conservée car riche en éléments 

régulateurs qui influencent la transcription, l’encapsidation virale et la synthèse des 

protéines. D’autre part, son importance dans le cycle cellulaire (matrice pour la transcription 

de l’ARNpg) lui confère une importante stabilité nécessaire au bon déroulement de la 

réplication virale. De plus, l’ORF PC/C possède deux codons d’initiation en phase en 

position 1814 et 1901. Les mutations dans les régions PBC, PC et C sont assez fréquentes et 

très 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 fréquemment décrite est une double substitution A1762T et G1764A. 

Ces mutations modifient un site de fixation à un récepteur nucléaire, ce qui implique une 

baisse de la synthèse des ARN pilotés par ce promoteur, à savoir l’ARNpg et l’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 l’ARNpg uniquement [86]. Ainsi, seul l’ARNm PC est impacté et la 

synthèse de l’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, même si l’apparition du site 

de fixation à 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]. 

 

 

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’après 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 synthèse de 

l’AgHBe et la capacité réplicative du virus (Tableau 3). Cependant, ces mutations sont peu 

étudiées, et leur impact sur le pouvoir pathogène 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 lésions hépatiques) 

[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 rôle important au niveau de la protéine X, du fait des cadres de lectures chevauchants. 

 

 

Substitutions dans la région PC 

De nombreuses mutations ponctuelles sont décrites dans la région PC du génome du 

VHB. Les premières 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 à une virémie positive [93]. L’étude moléculaire des souches 

virales a montré l’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 entraîne l’arrêt de la synthèse du précurseur protéique PC 

(Figure 19). 

 

 

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

La substitution G1896A implique l’apparition d’un codon stop en position 28 dans la transcription du gène 

PC/C. L’ARNm PC issu de cette transcription conduit à la synthèse de l’AgHBe via un précurseur protéique. 

Ainsi, chez les patients porteurs d’un virus présentant cette mutation, la détection de l’AgHBe est la plupart 

du temps impossible. 

 

Contrairement au double mutant du PBC, la mutation G1896A est décrite plus 

spécifiquement 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-espèce qui la porte est donc favorisée (Figure 20). Au 

contraire, concernant les génotypes A, F et H, la base en position 1858 appariée au cœur 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 deuxième évènement 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 décrite pour les génotypes A, F et H mais serait 

plutôt une mutation de compensation (Figure 20). 

D’autres mutations ont été décrites dans le gène PC, comme une substitution 

G1899A. L’impact sur la synthèse de l’AgHBe est moindre puisque cette substitution 

nucléotidique n’entraine pas l’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 empêche 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 façon 

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 l’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 synthèse 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 même 

manière que la G1896A, un codon stop en position 28 ce qui implique l’arrêt de la synthèse 

de l’AgHBe [92]. 

Sont également décrites des substitutions dans le codon d’initiation de la traduction de 

l’ARNm PC, aux positions 1814, 1815 ou 1816 (Figure 20). En l’absence de codon 

d’initiation, la traduction est interrompue et la pré-protéine PC n’est pas produite [97]. 

D’autres mutations peuvent être retrouvées, comme une C1817T, ou une G1898A mais 

leurs descriptions sont limitées et leur impact sur l’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 l’ARNpg, représente une 

cible pour le système immunitaire. Ainsi, les acides aminés constituant la structure reconnue 

par les lymphocytes sont fréquemment modifiés par le biais de mutations intervenant dans 

la région C du virus. Ces mutations altèrent 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  génotype : 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 gène C (après le codon 1). La taille de l’AgHBc 

est alors plus grande et sans retentissement fonctionnel puisque des particules virales sont 

formées avec la même 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 espèce 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 gène C. Ces délétions impactent fortement la structure 

de la capside, formée par des dimères de protéine HBc et les retentissements sur la réplication 

peuvent être multiples : assemblage de la capside impossible, encapsidation de l’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 très récentes, ont été menées concernant l’impact 

des mutations dans le PBC et les régions PC et C sur la fibrose hépatique et l’évolution vers 

de lésions sévères [100, 101]. Des méta-analyses ont également été récemment publiées pour 

pouvoir définir les associations significatives entre mutations de ces régions et sévérité des 

lésions 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 présence est liée à une évolution des lésions hépatiques de mauvais pronostic [70]. 

En France, sa présence a été corrélée à des stades de fibrose sévère (>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-espèce est favorable à l’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 à 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 sévères et le CHC. Les méta-analyses ont d’ailleurs confirmé ces données 

à plus grande échelle et en réduisant les biais de cohorte pouvant être liés à l’âge, au génotype 

ou à l’ethnie. Il est également supposé que l’effet fibrosant du double mutant PBC serait lié 

aux changements d’acides aminés dans le gène X dans la région C-terminale imposés par les 

cadres de lecture chevauchants [70]. 
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Certaines études ont aussi montré que l’accumulation du nombre de mutations dans 

le PBC favorise la sévérité des lésions, notamment l’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% à 70% [75, 101, 108]. La mutation est aussi bien décrite chez les 

porteurs chroniques, que dans les hépatites aiguës, 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 liée à la sévérité des lésions hépatiques et à 

l’apparition du CHC, mais d’autres études n’ont pas retrouvé de lien significatif [100, 102, 

103, 109]. Quelques études se sont intéressées au rôle de l’AgHBe dans la réponse 

immunitaire dirigée contre le VHB. Parmi celles-ci, il a été montré que l’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 l’AgHBe [112]. A l’inverse, l’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 

l’expression du TLR-2 a également été décrite chez les patients présentant des lésions 

hépatiques sévères, comme pour le TLR-4 [112, 114]. L’augmentation du niveau de TLR-2, 

dont l’action sur l’expression de cytokines inflammatoires est largement décrite, est 

également associée dans ces études à une augmentation des transaminases pouvant traduire 

l’intensité de la réponse immunitaire de l’hôte contre le VHB [114]. 

La mutation G1899A, plus récemment décrite, reste également soumise à controverse 

quant à son implication dans la sévérité des lésions hépatiques. Certaines études, notamment 

asiatiques, ont montré un lien statistique entre la présence de la mutation G1899A et 
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l’évolution vers le CHC [107, 116, 117]. Ces données ont été confirmées par une méta-

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

2. La fibrose hépatique au cours de l’hépatite B 

La fibrose hépatique est un mécanisme de cicatrisation pathologique mis en place 

dans le foie suite à des agressions tissulaires chroniques. Plusieurs facteurs peuvent induire 

l’inflammation des tissus hépatiques : hépatites virales B et C, maladie auto-immune, 

pathologie biliaire, intoxication. Dans l’hépatite B, la destruction massive par le système 

immunitaire des cellules infectées entraine une inflammation importante, parfois non 

maitrisée. L’évolution des poussées de fibrose dans l’hépatite chronique B est l’apparition 

d’une cirrhose dont l’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 fibrogénèse de cause virale restent encore peu connus. 

2.1. Définitions 

La fibrogénèse est un processus dynamique de production de matrice extracellulaire 

(MEC). Au cours de l’infection par le VHB, l’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 fibrogénèse 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 collagènes, 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 fibrogénèse non maitrisée et d’une fibrolyse inhibée. 

Ainsi, lors de l’infection virale, la MEC se dépose en excès dans les espaces portes du foie 

[120]. L’accumulation de tissu collagène qui en résulte détruit complètement l’architecture 

tissulaire du foie. Ce phénomène peut être réversible si l’agression est limitée dans le temps. 

Le tissu atteint peut être réparé en restaurant l’équilibre fibrogénèse / fibrolyse. Mais lors de 

l’infection virale B, la chronicité de l’agression hépatique ne permet pas de retrouver un 

équilibre et de limiter les lésions. 

Les cellules étoilées du foie (CEF) jouent un rôle primordial dans l’établissement de 

la fibrogénèse [121]. Ces cellules, peu nombreuses dans le foie sain, sont localisées dans 

l’espace de Disse. Elles sont alors à l’état quiescent et leur fonction principale est le stockage 

de la vitamine A [122]. Lors du processus de fibrogénèse, leur activation serait à l’origine 

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

2.2. Physiopathologie 

Lors de l’hépatite chronique B, les hépatocytes infectés sont massivement détruits 

par le système immunitaire. Ces lésions entraînent la libération de cytokines qui vont 

permettre l’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 parallèle, les cytokines synthétisées 

par les CEF activées permettraient alors d’entretenir la différenciation des CEF quiescentes 

et ainsi amplifier le processus de fibrogénèse (Figure 21). 
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Figure 21 : Processus de fibrogénèse faisant intervenir les CEF [123]. 

TGF : Transforming Growth Factor. MMP : Métalloprotéase matricielle. ECM : Extracellular matrice 

(MEC). Suite à 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 façon 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 collagène dans le foie sain. Lorsqu’elles sont activées, les 

CEF diminuent la synthèse des MMP et augmentent la production des inhibiteurs des MMP à savoir les TIMP. 

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

2.2.1. Activation des CEF 

Lors de l’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 à l’immunité innée dirigée 

contre les agents pathogènes (bactéries, virus) [118]. Le TLR4 notamment, récepteur 

protéique transmembranaire a été décrit à la surface des CEF et il a été relié à la réponse 

immunitaire innée dirigée contre le VHB. La fixation du ligand sur ce récepteur entraine 

l’activation d’une voie de signalisation cellulaire indépendante de l’IFN, la voie MyD88. 

Cette voie conduit à l’activation de nombreuses cytokines pro-inflammatoires, comme le 

TGF-β (Transforming Growth Factor), les interleukines (IL) 6, 10, et 12 notamment, ainsi 

que le TNF-α (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 libèrent des cytokines comme 

le TGF-, le Platelet Derived Growth Factor (PDGF) qui permettent l’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]. 

 

 

Figure 22 : Mécanismes principaux d’activation des CEF. 

Les CEF peuvent être 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 à leur tour 

les CEF quiescentes. Ainsi, grâce à ces mécanismes paracrines et autocrines, les CEF 

hépatiques restent activées en permanence et maintiennent la fibrogénèse. Parmi ces 

cytokines, l’action du TGF- est largement démontrée. Mais le PDGF et certaines 

interleukines sont également décrites, ainsi que le collagène (type I et III) et la fibronectine. 

Ces deux dernières molécules sont des composants de la MEC, ce qui implique que la 

dérégulation de la MEC entretient également l’activation des CEF [125]. 



  Revue bibliographique 

70 

2.2.3. Prolifération de la MEC 

Les CEF activées produisent l’ensemble des composants de la MEC. De plus, elles 

modifient complètement leur comportement initial, avec la perte de leur fonction principale 

de stockage de la vitamine A, mais également l’acquisition de nouvelles fonctionnalités : la 

prolifération, la contractilité, la fibrogénèse, 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 collagène. Le statut de CEF 

activée permet également d’augmenter la quantité de composants de la MEC synthétisée par 

cellule, c’est-à-dire la capacité de fibrogénèse. La faible expression protéique des 

métalloprotéases matricielles (MMP), notamment la MMP-1, par les CEF activées ainsi que 

l’augmentation de l’expression des TIMP, inhibiteur des MMP, modifie la dégradation du 

micro environnement cellulaire en limitant la destruction des collagènes. Ce phénomène 

accentue la désorganisation de la MEC et amplifie le processus de fibrogénèse en favorisant 

l’accumulation de tissu fibreux [122] (Figure 23). 
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Figure 23 : Nouvelles fonctionnalités des CEF activées (d’après Friedman [122]). 

Les CEF activées acquièrent de nouvelles fonctionnalités et perdent leur principale caractéristique à l’état 

quiescent à savoir le stockage de la vitamine A. De nombreuses cytokines sont synthétisées qui vont permettre 

à la fibrose de se développer : activation de la fibrogénèse par le TGF-β, diminution de la fibrolyse 

(augmentation de la synthèse des TIMP et diminution des MMP), prolifération cellulaire importante amplifiant 

le phénomène. 

2.2.4. Marqueurs de la fibrogénèse 

L’expression de certaines protéines est modifiée lors de l’activation des CEF 

(Tableau 4). Le marqueur principal est le TGF-β. En effet, cette cytokine intervient d’une 

part dans l’activation paracrine des CEF par les hépatocytes infectés, mais également dans 

la stimulation paracrine et l’entretien des CEF activées. C’est une cytokine pro-

inflammatoire qui induit une augmentation de la synthèse des collagènes, protéoglycanes et 

glycoprotéines, ainsi que des TIMP. Ses fonctionnalités sont largement décrites, mais 

l’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, l’IL-6 apparait augmentée 

par la protéine C du VHB via trois voies cellulaires dont la voie NF-B [126]. 

L’augmentation de l’expression de l’IL-17 est également décrite dans l’infection par le VHB 

et est corrélée à la sévérité des lésions hépatiques [127]. Une équipe s’est également 

intéressée à l’IL-31 pour montrer que l’expression de cette interleukine pro-inflammatoire 

est augmentée chez les sujets atteints d’infection chronique B par rapport aux sujets contrôles 

[128]. Les protéases et les inhibiteurs intervenant dans le mécanisme de fibrolyse qui est 

inhibé sont également des marqueurs clés de l’apparition et de l’entretien des lésions 

hépatiques. Ainsi, les MMP-1 qui ciblent particulièrement les collagènes et les TIMP sont 

décrit comme essentiels [119]. 

 

Le collagène I est le constituant principal du tissu fibreux et l’augmentation de sa 

synthèse 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 l’activation des CEF [119, 122]. 
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Tableau 4 : Différences d’expressions protéiques et de fonctionnalités entre les CEF 

quiescentes et les CEF activées (d’après Lamireau et al. [119]). 

La fonction principale des CEF quiescentes est le stockage de la vitamine A. Cette fonction est perdue après 

leur activation. Les interleukines pro-inflammatoires sont notamment l’IL-6, IL-17, IL-31 dans le cas de 

l’infection par le VHB. 

 

2.3. Rôle des protéines du VHB dans la fibrose hépatique 

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

du VHB dans la fibrose hépatique. 

 

Concernant la protéine HBx, des travaux menés en système de milieu de culture 

conditionné ont démontré que la protéine virale induisait notamment la sécrétion de TGF-β, 

collagène I et α-SMA (Smooth Muscle Actin) par les hépatocytes et favorisait donc la 

prolifération et l’activation des CEF [129]. Une étude a confirmé ces résultats en co-culture 

CEF / lignée hépatocytaire exprimant HBx de façon 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 α-SMA, 
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TGF-β et le collagène I [130]. Une autre étude très récente a proposé qu’HBx intervienne 

dans le développement de la fibrose hépatique en régulant positivement via un microARN 

(miR), l’enzyme qui catalyse la formation du collagène [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 fibrogénèse via 

le TGF-β [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 collagène 1 et de α-SMA [132]. 

Enfin, une étude a montré que la protéine HBc rendait les hépatocytes plus sensibles à 

l’apoptose induite par le TNF-α [133]. 

 

Une seule étude très récente a étudié l’impact de la protéine PC sur l’expression des 

gènes 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 gène PC ou le gène 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 fibrogénèse et dans l’activation et la prolifération des CEF.  

  



  Revue bibliographique 

75 

3. Modèles d’études protéiques in vitro 

Les connaissances sur le cycle viral, le développement de molécules antivirales et 

l’étude des résistances aux antiviraux ont fortement évolué dans la dernière décennie, 

notamment grâce à l’amélioration des modèles d’études disponibles pour le VHB. Les 

modèles animaux, que nous n’aborderons pas dans ce manuscrit ont permis de grandes 

avancées dans la compréhension de l’infection par le VHB. In vitro, la mise au point de 

modèles cellulaires reste essentielle pour définir de nombreuses étapes clés du cycle viral 

d’une part mais aussi pour mieux appréhender l’évolution vers l’infection chronique. En 

effet, l’infection in vitro par le VHB a longtemps été impossible et reste encore aujourd’hui 

à améliorer. 

3.1. Cultures cellulaires 

Afin d’étudier chaque détail du cycle viral et l’impact du VHB sur la cellule et son 

environnement, il serait idéal que le modèle cellulaire reproduise exactement l’infection in 

vivo. Cependant, ce modèle n’est pas disponible à ce jour, notamment en raison du tropisme 

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

La culture d’hépatocytes primaires humains (HPH) reste le modèle 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 à d’importantes contraintes, éthiques 

notamment. En effet, les HPH sont issus de prélèvements 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 

génétique humaine impose des caractéristiques différentes des cellules selon les 

prélèvements. 

 

 

Figure 24 : Hépatocytes en culture au lendemain de l’ensemencement (photothèque 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 collagène afin d’en assurer l’adhérence. Leur morphologie est plutôt 

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 

modèles 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 très bien caractérisées : elles expriment 

beaucoup de molécules spécifiques du foie ainsi que les marqueurs plasmatiques (albumine, 

transferrine, fibrinogène…). Leur morphologie diffère des HPH puisque ce sont des cellules 

d’aspect épithélial présentant un seul noyau (Figure 25). L’acquisition et l’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 

l’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 à celle des HPH et surtout, l’expression des 

récepteurs, transporteurs membranaires et des facteurs de transcription spécifiques au foie 

est également comparable entre les deux types cellulaires. 

 

 

Figure 26 : Cellules HepaRG en culture (image fournie par l’équipe du Pr Zoulim). 

A gauche, 1 jour après l’ensemencement : les cellules sont indifférenciées et présentent une morphologie de 

type épithéliale. A droite, les mêmes 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 

être entretenu pendant plusieurs mois. 

  



  Revue bibliographique 

79 

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]. Il est 

également démontré que l’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 l’absence du récepteur NTCP découvert il y a peu comme nécessaire à l’entrée du virus. 

Certaines études ont montré que la production de virion était possible suite à la transfection 

directe du génome du VHB, mais ces résultats sont controversés [136]. Au laboratoire, une 

étude sur l’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, l’efficacité du désinfectant a été évaluée en mesurant l’AgHBs sécrété dans le milieu 

de culture, ce qui suggère 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 l’entrée dans la cellule. Cependant, l’infection 

des HepaRG reste peu efficace. Malgré des conditions d’infections très particulières et 

adaptées, seulement 20% des cellules sont finalement infectées par le VHB. Le taux maximal 

d’infection est obtenu en utilisant des cellules très différenciées, une longue incubation avec 

les virions, à une température de 32°C plutôt que 37°C et l’ajout de polyéthylène 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 

l’accès à l’ensemble des cellules serait limité [28]. Cette faible efficacité d’infection et 
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l’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 altèrent les 

membranes cellulaires et l’infection des hépatocytes par des virions en leur présence pourrait 

être biaisée. 

L’infection directe par le VHB est donc encore confrontée à de sérieuses limites, 

malgré les avancées importantes de ces dernières années, notamment grâce à la lignée 

HepaRG. Aucun système cellulaire ne permet actuellement de reproduire in vitro l’infection 

chronique par le VHB. 

3.2.2. Transfection transitoire 

Dans le cas où le virus n’est pas mis directement en contact avec la cellule pour 

l’infecter, mais que c’est le génome viral qui est transféré dans les cellules, on parle de 

transfection. Lorsque l’expression du génome viral n’est pas stable dans la cellule, on parle 

de transfection transitoire. En effet, l’ADN transfecté est perdu au cours du temps suite à la 

dégradation cellulaire des ADN plasmidiques et à 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, après 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 être réalisée à l’aide de PCR (Polymerase Chain Reaction) quantitatives 

(qPCR) très sensibles. L’avantage principal est que l’expression des protéines virales reste 

soumise aux promoteurs viraux uniquement et respecte donc les synthèses naturelles du virus 

[138]. 

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

dans la cellule. Dans ce cas, l’équivalent ADN de l’ARNpg est intégré dans un vecteur de 
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transfection sous l’influence d’un promoteur fort. Une telle technologie a été bénéfique dans 

la compréhension du rôle des protéines du VHB, mais aussi dans celui des éléments 

régulateurs [15]. Les premières études ayant permis de relier les mutants de la polymérase à 

des résistances aux antiviraux ont été menées par transfection transitoire et mutagénèse 

dirigée. Cependant, ces tests de première génération étaient limités par une réplication assez 

faible et par le fait que la présence de quasi-espèces virales n’était pas du tout prise en 

compte. De nouvelles études ont mis au point récemment des tests utilisant des clones de 

l’ensemble de la quasi-espèce 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, 

l’impact de la réplication virale sur la cellule reste difficile à analyser. De plus, le caractère 

transitoire de la transfection ne permet pas d’étudier à long terme les effets de la réplication 

du VHB sur la cellule. 

3.2.3. Lignées cellulaires à expression stable 

Afin d’améliorer l’étude du cycle viral, la lignée HepG2 a été modifiée pour exprimer 

de façon stable le génome du VHB. Cette lignée, HepG2.2.15 a été obtenue en transfectant 

un dimère de génome viral à l’aide d’un vecteur portant une résistance à la généticine. Après 

sélection, les cellules exprimant les protéines virales ont été multipliées et la stabilité de 

l’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 être 

utilisés ensuite sur d’autres types cellulaires. La lignée HepG2.2.15 a ouvert la voie des 

lignées cellulaires à 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 

Parallèlement à ces techniques d’infection, des techniques de transduction par le 

génome viral total ou partiel ont été mises au point. Plusieurs technologies peuvent être 

utilisées, présentant chacune des avantages et inconvénients dans l’étude du VHB. Parmi 

celles-ci, l’utilisation de baculovirus, de vecteurs dérivés de virus associés aux adénovirus 

(AAV) ou de vecteurs lentiviraux. Ces trois techniques peuvent être utilisées pour délivrer 

le génome du VHB à l’intérieur d’hépatocytes en culture et ainsi explorer la réplication, la 

synthèse 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 transgène dans le noyau de la cellule sans s’y 

répliquer et en engendrant que peu d’effets cytopathogènes. Le gène d’intérêt est alors inséré 

dans un vecteur de transfert présentant des séquences homologues au génome super enroulé 

du baculovirus. La recombinaison a lieu entre le gène d’intérêt et le génome du baculovirus 

dans une cellule d’insecte. Les baculovirus contenant le gène d’intérêt peuvent ensuite 

infecter des cellules en culture comme des hépatocytes et délivrer le transgène au noyau afin 

qu’il soit traduit. Le transgène peut être une simple séquence protéique ou le génome viral 

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

Le gène d’intérêt est flanqué des séquences de recombinaisons du gène de la polyhédrine présent sur le génome 

des baculovirus. L’insertion du gène d’intérêt dans le génome superenroulé du baculovirus a lieu dans les 

cellules d’insectes. Les baculovirus comportant le gène d’intérêt sont sélectionnés et transduits dans une lignée 

cellulaire comme les HepG2 qui permet la production de virion ou de protéines recombinantes selon le gène 

intégré initialement [140, 141]. 

 

Des études ont été menées sur la capacité d’infection des HepG2 par un baculovirus 

contenant 1,3 unités de génome du VHB à la place du gène codant la polyhédrine. En effet, 

il est nécessaire de délivrer cette quantité de génome afin de pouvoir obtenir l’ARNpg qui 

est plus long que le génome lui-même. Le modèle mis au point permet d’obtenir une 

réplication élevée du VHB. Il permet également de détecter l’ADNccc, même en faible 

quantité [140]. Ce système de transduction se révèle particulièrement intéressant pour 

l’étude de génomes mutés du VHB, notamment concernant les mutations de résistances. En 

effet, il suffit d’intégrer au baculovirus un génome modifié par mutagénèse dirigée. Ce 

système permet également d’évaluer l’efficacité de traitements antiviraux à 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 à 25 nm de diamètre. 

Leur découverte est liée à la mise en évidence de contaminant de cultures d’adénovirus d’où 

leur appellation. La co-infection entre un AAV et un adénovirus est nécessaire pour conduire 

à un cycle de réplication efficace. Cependant, aucune maladie humaine n’est aujourd’hui liée 

à une infection par les AAV. Seuls deux gènes sont codés par le génome des AAV : le gène 

rep est nécessaire à la réplication virale alors que le cap code les protéines structurales. Ces 

gènes sont bornés par deux séquences terminales répétées inversées (ITR). En l’absence de 

virus associé qui permettrait aux AAV de compléter leur cycle de réplication, le génome est 

intégré spécifiquement dans le génome de la cellule hôte et reste latent. Il existe plus de 100 

variants d’AAV qui se distinguent par leur capside. Cette grande diversité leur confère un 

tropisme varié et des caractéristiques de transduction différentes [142]. 

La construction d’AAV recombinant (rAAV) est possible en remplaçant les 

séquences codantes par le gène d’intérêt 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 très permissives. Le premier 

plasmide contient le gène d’intérêt borné par les séquences ITR du rAAV. Le second, appelé 

plasmide d’enveloppe, apporte les gènes codants les protéines rep et cap des AAV. Le 

troisième ou plasmide helper, comprend les gènes nécessaires à la complétude du cycle viral 

du rAAV (Figure 28). Initialement, la construction de vecteur rAAV nécessitait l’infection 

de la cellule permissive par les adénovirus directement pour apporter les gènes accessoires. 

Actuellement, l’utilisation d’un plasmide pour l’apport de ces gènes permet de limiter les 

contaminations [143]. Ensuite, l’infection des cellules cibles par le rAAV est classique 

puisque ce virus est facilement cultivable, et le transgène 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 à la réplication, cap : protéines structurales ou VP), le 

plasmide d’intérêt contient le transgène borné par les séquences nécessaires à l’intégration du génome dans 

le génome de la cellule hôte, le plasmide helper apporte les protéines des adénovirus nécessaires à la 

complétude du cycle AAV (E4 pour l’induction de l’apoptose, E2A pour la réplication de l’ADN, VA pour la 

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

 

L’inconvénient majeur de cette technologie est la faible capacité d’intégration limitée 

à 4,7kb. Cependant, la faible toxicité, l’absence de maladie associée chez l’homme, la 

possibilité de cibler des cellules particulières selon le génotype d’AAV utilisé en font des 

points forts. Ces caractéristiques sont particulièrement 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 modèle d’infection chez la souris qui permettrait d’étudier le cycle viral ou l’effet de 

molécules antivirales [145, 146]. Egalement, l’infection d’une souris transgénique par un 

rAAV contenant le génome du VHB a permis de détecter le cccDNA dans le foie de l’animal 

de façon persistante. Ce modèle pourrait ouvrir la voie d’études pour de nouvelles molécules 
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antivirales ciblant l’ADNccc [147]. Peu d’études utilisent cette technologie pour transduire 

une partie du génome du VHB. Seulement deux études asiatiques publiées ont utilisé cette 

technologie pour transduire des cellules dentritiques avec un rAAV contenant d’une part 

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

c) Vecteurs lentiviraux 

Les Lentivirus sont des virus enveloppés à génome ARN de la famille des 

Retroviridae. Ce sont des virus caractérisés par une longue période d’incubation, d’où leur 

nom, et un effet cytopathogène fort sur les cellules du système 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 première étape, le VIH pénètre dans la cellule par fusion des 

membranes. L’ARN viral est alors décapsidé et rétro-transcrit puis transporté vers le noyau 

pour que l’ADN proviral s’intègre dans le génome de la cellule hôte. Lors de la deuxième 

étape, les gènes 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 

l’utiliser in vitro nécessite la suppression de la phase post intégrative du cycle viral et des 

gènes pathogènes pour l’homme afin de sécuriser la technologie. Le principe de la 

technologie repose sur le remplacement des gènes pathogènes par un ou plusieurs gènes 

d’intérêt dans le génome de la particule lentivirale pour pouvoir ensuite reproduire la phase 

pré-intégrative dans la cellule cible. L’intégration des gènes d’intérêt dans le génome de la 

cellule permet une expression stable du transgène sans production de particules infectieuses. 

Les lentivirus ont donc l’avantage de n’entraîner aucune réaction immunitaire. Comme tous 

les vecteurs intégratifs, leur utilisation en thérapie génique reste soumise à la contrainte de 

la maitrise du site d’intégration dans le génome cellulaire. Concernant leur utilisation en 
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recherche in vitro, ils ont l’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 gènes nécessaires à la constitution des particules dans des 

cellules HEK293T : 

 Le plasmide d’expression contient le gène d’intérêt et les séquences 

conservées qui agissent en cis, c’est-à-dire qui doivent être retrouvées dans 

les particules virales. 

 Le plasmide d’enveloppe contient les gènes 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 gènes des protéines structurales qui 

agissent en trans pour former les particules virales. Les séquences LTR (Long 

Terminal Repeat) ont été délétées pour éviter l’encapsidation et la retro-

transcription de cet ARN. 

Construction du plasmide d’expression 

Le plasmide d’expression est construit par clonage moléculaire. Le gène d’intérêt, 

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 à la fixation de la 

protéine rev du VIH-1 qui va permettre l’export des transcrits viraux vers le 

cytoplasme ; 

 La séquence Ψ est un signal spécifique pour l’encapsidation ; 

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

de retro-transcription ; 
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 La séquence cPPT (central PolyPurine Tract) est nécessaire à la synthèse du 

brin positif et à l’import nucléaire de l’ADN proviral. 

 

Le gène d’intérêt est sous l’influence d’un promoteur fort, comme le promoteur CMV 

(Cytomegalovirus) qui est un promoteur viral ou le promoteur EF1- (Elongation Factor) 

qui est un promoteur d’origine humaine. Ils entrainent des niveaux très importants de 

réplication du gène qu’ils contrôlent. De part et d’autres des séquences codantes (séquences 

VIH-1 et gène d’intérêt), des séquences non codantes LTR sont positionnées. Elles sont 

nécessaires à l’encapsidation des transcrits ARN et à leur rétro-transcription. La séquence 

U3, qui contient un promoteur viral et est nécessaire à l’intégration de l’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 

(WHV Post-transcriptional Response Element) peut également être utilisée pour augmenter 

l’expression du gène d’intérêt (Figure 29). 

 

 

Figure 29 : Plasmide d’expression contenant le gène d’intérêt. 

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 transgène (PBS, Ψ, RRE et cPPT) sont les séquences 

régulatrices en cis. EF1- est le promoteur qui contrôle le transgène. WPRE est une séquence non rétrovirale 

qui amplifierait l’expression du transgène. U3 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 l’expression est contrôlée par un 

promoteur fort (Figure 30). En effet, cette protéine confère aux particules lentivirales un très 

large tropisme, notamment dans les cellules humaines. Seules quelques cellules ne sont pas 

transductibles par des particules exprimant la VSV-G à leur surface puisqu’elles n’expriment 

pas le récepteur qui a récemment été identifié [150]. L’utilisation de la VSV-G à la surface 

de l’enveloppe des particules lentivirales induit qu’elles suivent le cycle viral des virus VSV 

quant à la reconnaissance, l’entrée dans la cellule et la décapsidation des vecteurs. 

 

 

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 gène de la glycoprotéine du VSV (VSV-G) est sous l’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 à la 

formation de particules lentivirales effectives. Ces séquences sont sous l’influence d’un 

promoteur fort souvent viral comme le CMV. Plusieurs protéines virales sont nécessaires à 

l’obtention du vecteur lentiviral. Le plasmide d’encapsidation ou de transcomplémentation 

contient donc les protéines gag, pro, pol, tat et rev. La séquence Ψ a été délétée pour éviter 

toute encapsidation des protéines du VIH-1 (Figure 31). La séquence gag code les protéines 

de capside nécessaires pour l’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 séquence pol permet la synthèse des enzymes intervenant dans la réplication virale, la 

réverse transcriptase et l’intégrase. Les gènes tat et rev sont nécessaires lors de l’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 l’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. 

 

 

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 transgène gag, pro, pol, tat et rev sont issues du 

VIH-1et sont nécessaires en trans à l’obtention de particules virales effectives. CMV est un promoteur fort. Ψ 

signifie que la région Ψ 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 très 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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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 

HEK293T. Chaque plasmide exprime les protéines structurales, enzymatiques ou accessoires en cis ou en trans 

nécessaires à 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 être ultracentrifugé pour améliorer la concentration des particules. 

 

Le titre viral peut être estimé par la mesure en ELISA (Enzyme Linked 

ImmunoSorbent Assay) de l’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 être utilisé en réalisant une 

RT-qPCR ciblant les gènes 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 l’Ag p24 ou des particules virales défectives pour le titre ARN [153]. Si le transgène le 

permet, il est possible d’utiliser des techniques indirectes de quantification après 

transduction des cellules par les particules lentivirales. En effet, l’utilisation de la cytométrie 

en flux est soumise à l’existence d’Ac marqué par un fluorochrome dirigé contre la protéine 

Plasmide d’expression 
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d’intérêt ou à l’utilisation d’une protéine d’intérêt directement fluorescente ou construite en 

fusion avec une protéine fluorescente comme la GFP (Green Fluorescent Protein). La 

quantification de l’ADN intégré par qPCR est également possible après transduction de 

cellules [152]. 

 

La technologie lentivirale présente de nombreux avantages pour son utilisation in 

vitro. En effet, c’est un système d’expression stable dans les cellules quiescentes ou en 

division. De plus, la possibilité de pseudotyper les particules permet d’obtenir un tropisme 

très large. Autre avantage, il n’y a aucun effet cytopathogène de ces particules lentivirales, 

ce qui garantit l’absence d’interférence lors de la production de protéines virales (si le 

transgène est d’origine viral) dans les cellules cibles. L’inconvénient majeur supporté est la 

question de la biosécurité. Cependant, depuis plusieurs années, ce paramètre s’améliore 

continuellement pour qu’aujourd’hui, ce ne soit plus un problème pour les études in vitro. 

Contrairement aux AAV, les vecteurs lentiviraux présentent de plus un faible potentiel 

immunogène et une capacité de clonage allant jusqu’à 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 l’utilisation de ces particules construites 

par la technologie lentivirale, que la présence du NTCP à la surface des cellules était un 

élément nécessaire mais non suffisant à l’établissement de l’infection par le VHB [155]. Il a 

également été démontré que l’utilisation d’un vecteur lentiviral exprimant la protéine HBc 

induisait une réponse immunitaire cellulaire chez la souris [156]. Peu d’études se sont 

intéressées à 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 

l’ADN du VHB et de l’AgHBs était supérieur en utilisant la technologie lentivirale par 

rapport aux AAV [157]. 
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Concernant le PBC, l’implication des mutations dans la sévérité 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 rôle des mutants PC reste 

controversé. Au cours de ces travaux, nous avons abordé l’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 françaises concernant la prévalence des mutants des régions PC 

et PBC. La première étude, menée en collaboration avec l’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 à l’occasion de leur 

don. La deuxième étude, multicentrique et financée par l’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 français. Dans cette deuxième étude, l’objectif secondaire était d’établir un lien 

entre la présence des mutations PC et PBC et la sévérité des lésions hépatiques chez les 

patients infectés par le VHB. 

2- Nous nous sommes orientées vers une approche plus fondamentale de l’étude du 

rôle des mutations des régions PC et PBC sur la sévérité des lésions hépatiques. A travers le 

projet Lenticore, nous souhaitons apporter des outils et des connaissances supplémentaires 

concernant l’impact in vitro des mutations des PBC et PC sur la fibrose hépatique. Ce projet 

comporte plusieurs étapes : 

 construire les particules lentivirales contenant des séquences d’intérêt du VHB 

 produire les protéines HBe et HBc après transduction des lignées HepaRG 

La mise en place de ces outils technologiques constitue une approche innovante dans l’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 à ce jour. Enfin, le dernier objectif du projet 
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Lenticore sera d’étudier le rôle des protéines HBe et HBc du VHB et des mutants PBC et 

PC dans la modulation de la sécrétion de cytokines pro-fibrotiques (collagène 1, TGF-β, 

PDGF, α-SMA, MMP-1) par les hépatocytes. La culture du VHB restant toujours difficile, 

un modèle de co-culture d’hépatocytes et de cellules hépatiques stellaires est en 

développement au laboratoire. Ce troisième volet reste une perspective à poursuivre suite à 

ce travail de thèse. 

 



 

 

TRAVAUX DE THESE 



Chapitre 1 

97 

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 

l’équilibre entre le système immunitaire de l’hôte et l’agent pathogène. Au cours de la phase 

d’infection chronique AgHBe négative, anciennement nommée « portage inactif », le 

système immunitaire contrôle parfaitement la réplication virale qui est très réduite voire 

inhibée. Ce mécanisme explique que les lésions hépatiques soient minimes, et le patient est 

souvent asymptomatique. Certains auteurs se sont intéressés à la prévalence des mutants PC 

et du PBC dans une population particulière 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 

français, nous avons initié un projet en collaboration avec le Dr Syria Laperche (INTS) et 

les Etablissements Français 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 l’AgHBs confirmée sur un deuxième prélèvement, a été réalisée entre 2006 et 

2007. Les sérologies VIH et VHC étaient négatives, et les patients naïfs de traitement contre 

le VHB. Les données épidémiologiques (âge, sexe, origine géographique, mode de 
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contamination) et des données cliniques ont été colligées à l’aide d’un questionnaire diffusé 

préalablement à tous les centres de transfusion. 

Le statut sérologique vis-à-vis du VHB a été fourni par l’INTS. Contrairement au 

statut Ac antiHBe, les résultats de l’AgHBe n’étaient malheureusement disponibles que pour 

une minorité de patient (77/200). La charge virale VHB par qPCR en temps réel, le 

génotypage des souches de VHB par séquençage de la polymérase et la recherche des 

mutations par séquençage des régions PBC et PC ont également été réalisés au laboratoire 

de Virologie du CHU d’Angers. Concernant le génotypage, les séquences réalisées ont été 

comparées une à une à une banque de données contenant l’ensemble des 8 génotypes décrits. 

La quantification de l’AgHBs a également été réalisée afin de montrer l’intérêt d’utiliser ce 

marqueur virologique dans cette population particulière 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 UI/ml versus 4,28 log UI/ml, p= 0,0002) ainsi qu'un titre AgHBs plus 

faible (3,73 log UI/ml versus 4,21 log UI/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 l’effectif trop faible des populations virales détectées n’a pas permis 
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d’obtenir des résultats probants. D’autre part, l’absence de données concernant la gravité des 

lésions hépatiques a limité l’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 suggère une infection virale moins productive chez ces patients avec 

un contrôle de la réplication virale par le système 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 hypothèse. Ces 

résultats posent la question du rôle de la mutation G1896A dans la sévérité des lésions 

hépatiques. En effet, dans notre étude, la mutation G1896A était plutôt associée à une 

évolution favorable de la maladie hépatique. Les différentes phases décrites dans l'histoire 

naturelle de l'hépatite chronique B suivent un processus dynamique au cours du temps sous 

la pression de la réponse immunitaire de l'hôte. La sélection des mutants PBC et PC pourrait 

également contribuer à ce processus complexe selon des mécanismes encore inconnus. 
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2. Chapitre 2 : Etude de l’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. Calès 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 françaises 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 naïfs de traitement. Ce projet a été supporté par l’ANRS (2008-

2, CSS7 n°1399). Notre objectif secondaire était l’étude de l’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 prélèvements congelés 

issus de quatorze centres français répartis sur la métropole et participant au groupe 

AC11/AC33 de l’ANRS. Les données épidémiologiques, virologiques et histologiques ont 

été recueillies à l’inclusion des patients. Le génotypage a été réalisé par séquençage direct 

de la région polymérase du VHB et les séquences comparées à une banque de données 

contenant les 8 génotypes. La recherche des mutations dans les régions PBC et PC a été 

réalisée par séquençage 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 être colligées pour 252 patients recrutés entre 2009 

et 2013. Ces données étaient essentielles à la comparaison des souches mutées et sauvages 
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vis-à-vis des lésions hépatiques. Parmi eux, 26,2% (66/252) présentaient un stade de fibrose 

sévère supérieur ou équivalent à F3 en score Metavir, 73,8% (166/252) ne présentaient pas 

ou peu de lésions (F0-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) élevé 

a été retrouvé chez 44% des patients. Les données de prévalence des génotypes ont confirmé 

les données de notre première étude à 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 sévères (≥ F3) comme l’âge, le sexe et les transaminases 

élevées. L’analyse des Odds-ratios (OR) montre que la présence du double mutant isolé est 

plutôt en faveur de lésions hépatiques sévères (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 à un risque de fibrose sévère alors que la mutation G1899A, lorsqu’elle 

est associée au double mutant du PBC est plutôt en faveur de lésions peu sévères (OR = 0,39 

– IC : 0,04 – 3,76). Ces résultats suggèrent donc un rôle antagoniste de la mutation G1899A 

vis-à-vis du double mutant du PBC dans le risque de fibrose sévère (p=0,015). 

Enfin, à partir de ces données biologiques et virologiques, nous avons pu établir un 

modèle de prédiction de fibrose. La courbe ROC (Receiver Operating Characteristic ou 

courbe de performance) construite à l’aide des variables âge, 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 modèle proposé. 

Le premier graphique représente la courbe ROC : AUROC (area under ROC) = 0,86 – IC : 0,80 – 0,91. Le 

deuxième graphique montre les sensibilité (en rouge) et spécificité (en bleu) de la technique, ainsi que l’index 

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

 

A posteriori, et suite à 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 à la mutation PBC que pour 8 patients. Sans données de fibrose, il 

est difficile de relier ce profil à la sévérité des lésions 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 l’effectif de cette cohorte (n = 

166). L’AgHBcr correspond aux produits issus de la traduction du gène PC/C, à savoir 

l’AgHBe, l’AgHBc et la pré-protéine PC [162]. Nous avons ensuite étudié la corrélation 

entre le taux d’AgHBcr et l’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 à la présence du double mutant BCP ou de la mutation G1899A. Ces 

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

de l’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 sévère. En revanche, l’effet antagoniste 

de la mutation G1899A vis-à-vis du double mutant du PBC sur le risque de fibrose sévère 

est un résultat original non retrouvé dans la littérature internationale. Nous montrons une 

diminution significative de la prévalence des lésions hépatiques sévères chez les patients 

infectés par une souche virale portant l’association du double mutant et de la mutation 

G1899A par rapport au groupe de sujets infectés par un virus muté uniquement dans le PBC. 

La mutation G1899A a été décrite dans plusieurs phases de l’infection comme dans les 

hépatites fulminantes ou associée à un risque élevé de CHC [116, 164]. Mais peu d’études 

se sont intéressées au rôle de l’association des mutations dans les régions PBC et PC au cours 

de l’histoire naturelle de la maladie. Notre hypothèse serait que les mutants PBC et PC, qui 

apparaissent au cours de l’évolution naturelle de l’hépatite B, pourraient interagir avec les 

mécanismes cellulaires de l’induction de la fibrogénèse hépatique et moduler l’expression 

des marqueurs pro- et anti-fibrotiques.  
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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 à Scientific Reports 

Il existe actuellement un manque d’outils in vitro simples et efficaces pour l’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 l’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 l’infection virale. 

Afin d’améliorer les connaissances sur l’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 modèle en utilisant 

le gène de la GFP afin de pouvoir facilement vérifier l’efficacité de la transduction des 

HepaRG, l’expression de la protéine d’intérêt et la stabilité de la production protéique dans 

le temps. 

Nous avons montré par plusieurs techniques de titration que notre modèle était 

fonctionnel, notamment en quantifiant l’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 l’expression de la GFP était stable sur 

plusieurs semaines même après 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 à de nouvelles études de productions 

protéiques dans la lignée HepaRG, notamment dans le cadre de l’étude de la 

physiopathologie du VHB. Quelques améliorations, notamment au niveau du pourcentage 

de cellules exprimant le transgène pourront être réalisées afin d’optimiser cette méthode de 

transduction de cellules hépatocytaires par la technologie lentivirale. Pour cela, l’hypothèse 

majeure posée est l’augmentation de la MOI (Multiplicity Of Infection). 
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Introduction 1 

There is a lack of in vitro models relevant for the study of liver diseases or functions. In fact, 2 

the experimental models used to investigate the process of viral infection for viruses which 3 

are difficult to maintain in cell culture, as HBV, and elucidate the mechanisms of viral 4 

replication, have significant limitations. Primary human hepatocytes (PHH) are losing liver 5 

functions during culture as drug metabolism or polarity. The method of preparation is time 6 

consuming and the human genetic diversity involves heterogeneous material for quality and 7 

limited availability. Although many different liver-derived cell lines exist, they do not 8 

exhibit all of the in vivo liver receptor or functions that are necessary to study the viral cycle. 9 

Indeed, transfected hepatic cells lines as HuH7 or HepG2 permit the HBV cycle life, but the 10 

virus entry can’t be studied because of the lack of specific receptor. By contrast, HepaRG 11 

cells do express the membrane receptors, like NTCP and allow HBV entry. Therefore, as 12 

previous published, HepaRG cells are the one of major cellular models for studying HBV 13 

biology 1,2. 14 

HepaRG cells are bi-potent progenitor cells and represent a good example of complete 15 

differentiation of liver progenitor cells in vitro. This cell line is a well-established hepatic 16 

cell system able to differentiate into both hepatocyte-like cell and cholangiocyte-like cells 17 

in the presence of dimethylsulfoxide (DMSO) and hydrocortisone 3. HepaRG is an efficient 18 

in vitro model used for multiples applications: study of absorption, distribution, metabolism 19 

and excretion, toxicity testing applications (hepatotoxicity, virology…), BioArtificial Livers 20 

and transgenic liver humanized mice. They offer similar molecular characteristics as PHH, 21 

including morphology, nuclear receptors, expression of key metabolic enzymes, and drug 22 

transporters 3,4. Unlike PHH, HepaRG cells have the advantage of being easily accessible 23 

and represent a suitable alternative in vitro cell model to PHH. 24 

https://www.heparg.com/rubrique-features
https://www.heparg.com/rubrique-features


Chapitre 3 

121 

The gene transfer methods related to HepaRG mainly described in the literature use synthetic 25 

vectors with lipofection and electroporation techniques 5,6. Most studies of liver cells lines 26 

transfection using non-viral strategies (synthetic vectors) with a plasmid containing viral 27 

sequences are frequently carried out in order to produce viral proteins, as production of HBV 28 

proteins 7-9. Lentiviral technology is an efficient method to mediate gene transfer to a large 29 

number of cells types, using vectors usually derived from the human immunodeficiency 30 

virus genome and pseudotypage of recombinant particle with the envelope glycoprotein G 31 

of the vesicular stomatitis virus (VSV-G). In addition, integration of the transgene into the 32 

host genome provides time-prolonged and stable expression of the vector containing protein. 33 

Lentiviral expression system is able to overcome the plasmid transfection experimental 34 

requirements, such as the cell cycle stage (quiescent or dividing cells) or the transfection 35 

permissiveness of each cell type. Furthermore, there is no cytopathogenic effect with this 36 

technology 10,11. Thus, lentiviral expression system can efficiently deliver the HBV genome 37 

in quiescent hepatocytic cells for instance differentiated HepaRG cells and primary 38 

hepatocytes. Since lentiviral transduction of HepaRG is not described in the literature, it is 39 

therefore interesting to transduce HepaRG cells using this innovative technology to express 40 

proteins. So, this paper describes for the first time the production of lentiviral vectors 41 

protocols, titration methods, transduction protocols in differentiated HepaRG cells. 42 

Materials and methods 43 

Cell Lines 44 

HEK 293T (ATCC® CRL-3216 ™) cells, used for transfection and transduction, are human 45 

embryonic kidney cells transformed with the SV40 T-antigen. HEK 293T cells were 46 

maintained in Dulbecco's modified Eagle's medium (DMEM, Gibco ®) supplemented with 47 
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10% fetal calf serum (Fetal Bovine Serum FBS, Gibco®), 2 mM L-glutamine (Gibco®) in 48 

a humidified incubator containing 5% CO2 in air at 37°C. 49 

The HepaRG cell line (UMR INSERM 1052 CNRS 5286-Cancer Research Center, Lyon) is 50 

maintained in William's Medium E medium (Gibco®) supplemented with 10% FetalClone® 51 

II Serum (HyClone ™), 2 mM GlutaMAX ™ (Gibco®), 5 μg/mL human insulin (Sigma-52 

Aldrich®), 50 μM hydrocortisone (SERB laboratory), 1.8% DMSO (Sigma-Aldrich®) and 53 

50U/mL penicillin/streptomycin in a humidified incubator containing 5% CO2 in air at 37°C. 54 

Four weeks minimum culture in this medium is required to obtain differentiated HepaRG 55 

cells. 56 

Plasmids used for co-transfection 57 

Three plasmids are necessary to provide an efficient transfection of HEK 293T and to 58 

produce effective viral particles. The first is the vector plasmid, pENG1 EF1α-GFP, which 59 

contains the GFP gene and the sequence cis expressed for replication and genome 60 

integration. The second is the envelope vector presenting the VSV-G gene used to enlarge 61 

the tropism of the lentiviral particle. The third is the encapsidation plasmid, pCMV-9 which 62 

encodes the necessary genes trans expressed for the construction of lentiviral particle. All 63 

the vectors have been kindly provided by the team of Pr Lemoine, CIMI Paris. 64 

Production of lentiviral particles 65 

Transfection of HEK293T 66 

The three plasmids were co-transfected into HEK 293T cells to produce lentiviral particles 67 

pseudotyped with the VSV-G envelope: the plasmid vector pENG1 EF1α-GFP (5.6 μg), the 68 

encapsidation plasmid pCMV-9 (4.4 μg) and the envelope plasmid VSV- G (2 μg) (Figure 69 

1). 2 x105 HEK 293T cells were seeded per well in a 24 well plate, 24 h prior to transfection 70 

in DMEM medium supplemented without antibiotics. Twelve μg of plasmids were added to 71 
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a mixture of FuGENE® 6 Transfection Reagent (Promega)/Opti-MEM™ (Gibco®) 72 

according a FuGENE/DNA ratio of 3:1. The whole was incubated for 15 min at room 73 

temperature and then was deposited on the cells. Culture supernatant was harvested 72 h 74 

after transfection, purified by low-speed centrifugation (5 min, 500 g) and filtered through a 75 

0.45μm filter. High-titer viral stocks were prepared by concentrating viral supernatants 100-76 

200 fold by ultracentrifugation (2 h, 50 000 g) and then stored at -80 °C. 77 

 78 

Figure 1: Co-transfection of the vector plasmid, packaging plasmid and envelope plasmid 79 

into 293T cells. The envelope plasmid VSV-G expresses the envelope glycoprotein of the 80 

vesicular stomatitis virus (VSV-G) under the control of the CMV promoter. The 81 

encapsidation plasmid pCMV9 expresses the proteins necessary for the formation of the 82 

capsid (gag and pol), of the regulatory elements (tat, rev) under the control of the CMV 83 

promoter and is deleted from the sequence ψ. It expresses the structural and enzymatic 84 

proteins of HIV-1 necessary for the formation of a particle, encapsulating the coding 85 

sequences of the vector plasmid, retro-transcribing it, importing it into the nucleus and 86 

integrating it into the cell genome to express the sequences of interests. 87 

HIV-1 Gag (p24) measurement 88 

The p24 concentration in viral supernatants was determined by certified p24 immunoassay 89 

ELISA (VIDAS® HIV P24 II, bioMérieux) according to the manufacturer’s instructions. 90 
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Dilutions 10-3 and 10-4 of the concentrated viral supernatant were tested. The dilutions were 91 

carried out in DMEM medium. The titer is expressed in pg p24/mL. 92 

RNA titer 93 

RNA content of viral supernatant was quantified with a RT-qPCR. Viral supernatant (5 µL) 94 

was extracted using NucleoSpin® RNA kit (Macherey-Nagel). Purified RNA was 95 

resuspended in 60 µL Rnase-free H20. Twelve and half microliters of RNA was mixed with 96 

a master mix containing 2.5 µM Random hexamer (ThermoFischer Scientific), 1 X Reaction 97 

Buffer (ThermoFischer Scientific), 20U Rnase inhibitor (ThermoFischer Scientific), 1 mM 98 

dNTP, 200U (Eurogentec), RevertAid H Minus Reverse Transcriptase (ThermoFischer 99 

Scientific). Mastermix and RNA were incubated for 10 min at 25°C, 60 min at 42°C and 10 100 

min at 70°C. For real-time PCR, previously described primers FPLV2 and RPLV2 and probe 101 

LV2 were used 12. 5 µL of cDNA was mixed with a mastermix containing 1X TaqMan™ 102 

Universal PCR MasterMix (ThermoFisher Scientific), 320 nM of forward (FPLV2) and 103 

reverse (RPLV2) primer, 200 nM of the lentiviral probe (LV2). Amplification was 104 

performed using one cycle of 95°C for 10 min and 30 cycles of 95°C for 30 s and 60°C for 105 

2 min. The titer is expressed in RNA copies/mL. 106 

Transduction of HEK 293T cells 107 

GFP titer: flow cytometry 108 

HEK 293T cell transduction was performed with lentiviral particles containing the reporter 109 

gene GFP. One hundred thousand HEK 293T cells were seeded per well in a 12-well plate. 110 

Twenty-four hours later, cells were counted and dilutions 1, 10-1, 10-2, 10-3,10-4 and 10-5 of 111 

pENG1 EF1α-GFP vector supernatants were prepared in DMEM medium supplemented 112 

with 10% FBS. Then, 10 µL of each dilution were added in 500 µL of DMEM medium 113 

supplemented with 10% FBS and 8 μg/mL Polybrene® (Sigma) and incubated with cells. 114 
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Seventy-two hours after the addition of the viral supernatant, expression of GFP was 115 

observed by an inverted fluorescence microscope (Leica DMI6000 B). 116 

Then, cells were collected after adding 0.05% trypsin-EDTA, centrifuged for 5 min at 500 g 117 

at 4°C and cell pellet is suspended in 1% paraformaldehyde (Sigma) in order to fix cells and 118 

inactivate viral particles. A further centrifugation at 500 g for 5 min was carried out and cell 119 

pellet was suspended in 1 mL of cold Phosphate Buffered Saline 1X. A sample was analyzed 120 

for fluorescence with a FACSCantoTM BD flow cytometer (BD Biosciences). The titer was 121 

expressed in TU/mL (Transducing Units, TU) and calculated from the following equation: 122 

(number of target cells 24h after seeding) x (virus dilution factor) x (percentage of GFP-123 

positive cells) / (volume of viral supernatant added in mL). GFP titers were calculated an 124 

average of FACS values at vector dilutions (in duplicate) corresponding to 1-20% of GFP-125 

positive cells in FACS (Fluorescence Assisted Cell Sorting) analysis. Selecting values in this 126 

range decreases the risk of analyzing cells with multiple copies of the vector, which would 127 

underestimate titer. Measurement of GFP in FACS after limiting dilution in cell culture 128 

provided data of transduction efficiency and the remaining functional viral titer.  129 

DNA titer 130 

For determining DNA titers, genomic DNA from transduced cells was isolated 4 days after 131 

transduction using the NucleoSpin® Tissue kit (Macherey-Nagel) according manufacturer’s 132 

recommendations. For real-time PCR analysis, 5 µL of genomic DNA was mixed with 12.5 133 

µL of PCR master mix consisting of 2X TaqMan Universal MasterMix (Thermofisher), 320 134 

nM of each forward (FPLV2), and reverse (RPLV2) primer, 200 nM of the lentiviral probe 135 

(LV2). Five µL of genomic DNA from untransduced cells were used for negative controls. 136 

All reactions were carried out in duplicate and amplifications were performed using one 137 

cycle of 95°C for 10 min, and 30 cycles of 95°C for 30 s and 60°C for 2 min. Vector plasmid 138 

DNA amplification was performed using concentrations ranging from 1.23 x 107 copies/µL 139 
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to 1.23 x 103 copies/µL to generate a standard curve. We used the GAPDH gene to normalize 140 

the qPCR results. The number of vector DNA molecules in transduced cells was calculated 141 

by comparing threshold cycle (Ct) values of samples to that of the plasmid standard curve. 142 

Vectors DNA titer was determined by considering the following parameters according to 143 

protocol: number of cells plated and infected (number of cells count in day 2), lentiviral copy 144 

number per cell, and volume of used lentivirus. Lentiviral copy number per cell was 145 

determined by: (copy number LV2) / (copy number GAPDH) x 2. DNA titer (TU/mL) was 146 

calculated according to the following formula: (Primary number of cells count in day 2) x 147 

(lentiviral copy number per cell) x (dilution factor) / (volume of used lentivirus in mL).  148 

Transduction of differentiated HepaRG cells 149 

After 4 weeks of culture in the presence of DMSO and hydrocortisone, the differentiated 150 

HepaRG cells were transduced by lentiviral particles containing the GFP transgene to a 151 

Multiplicity Of Infection (MOI) of 2.4. The MOI tested was deduced using the following 152 

equation: (viral titer in TU/mL) x (volume of viral supernatant added to cells in mL) / 153 

(number of cells seeded). Viral supernatant and 8 μg/mL of Polybrene® were added to the 154 

usual medium on approximately 2.105 HepaRG cells. After addition of the viral supernatant, 155 

the expression kinetics of GFP in the cells was observed by fluorescence microscopy at 156 

different times: 48, 72, 96 h and 9 days after transduction. The test was carried out in 157 

duplicate. The percentage of GFP-positive cells 9 days after transduction in FACS analysis 158 

was determinate.  159 
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Results 160 

Transfection of HEK 293T and viral titration 161 

Three assays of lentiviral production were performed and p24 Ag was measured after 162 

concentration by centrifugation. The mean concentration of p24 in viral supernatants was 163 

5.83 ± 3.65 x 105 pg/mL (range 3.24 x 105 to 1 x 106 pg/mL). 164 

Each lentiviral supernatant was also quantified for viral RNA. The mean obtained was 7.52 165 

x 1010 copies/mL (range 7.95 x 109 to 2.22 x 1011 copies/mL). 166 

Transduction of HEK 293T and functional titration 167 

Twenty-four hours after seeding, approximately 2 x 105 target cells were count. The 168 

threshold of fluorescence for FACS results were determined with the negative control which 169 

is untransduced cells. The cells expressing GFP showed significant fluorescence for FITC 170 

canal. The GFP titer following transduction by lentivirus was 3.2 x 107 TU/mL (n=1). The 171 

concentrated viral supernatant titer was calculated with an average GFP positive cell count 172 

of 15.8%, corresponding to the viral supernatant diluted 10-1 (Figure 2-A). For the 173 

concentrated pure viral supernatant, 53% of the cells produced fluorescence (Figure 2-B). 174 

  175 
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 176 

 177 

Figure 2: Quantification of the GFP expression by flow cytometry in the cells 293T 178 

following the transduction of these cells by lentiviruses. The horizontal axis represents the 179 

forward scatter size (FSC-A) where an increased signal may indicate an increase in cell size 180 

or budding. The vertical axis indicates the intensity of the GFP fluorescence (FITC-A). Blue 181 

dots represent the cells expressing GFP. Red dots represent the cells that do not express 182 

GFP. The GFP positivity threshold of the cells is determined according to the negative 183 

control (untranslated cells). The titer of the concentrated viral supernatant is calculated with 184 

an average GFP positive cell count of 15.8%, corresponding to the viral supernatant diluted 185 

10-1 (A). With 10 μL of concentrated pure viral supernatant, the percentage of GFP positive 186 

cells is 53% (B).   187 
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Moreover, expression of GFP observed in fluorescence microscopy confirmed that our 188 

lentiviral transduction was effective (Figure 3). 189 

190 

Figure 3: Phase contrast and fluorescence microscopy of 293T cells expressing GFP 191 

following the transduction of these cells by lentiviruses containing GFP gene. The cells 192 

emit fluorescence during the transduction of these cells with 10 μL of concentrated pure 193 

viral supernatant (A). Without the addition of lentivirus, cells did not emit fluorescence (B). 194 

The scale bar represents 10μm (A-B).   195 
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Using the qPCR, the quantitation of cells was 67,560 for the well containing 10 µL of the 196 

dilution 10-1 according to the GAPDH detection comparing to the standard curve. 219,200 197 

copies of lentiviral genome were quantified for the same well. DNA titer calculated with 198 

qPCR was 1.3 x 109 TU/mL (n=1) (Table 1). 199 

Table 1: Determination of lentiviral titers by qPCR. TU = Titer Units 200 

 Dilutions 

 1 10-1 

GAPDH average 

(copies/extract) 
67,560 49,000 

LV2 average 

(copies/extract) 
1,184,000 219,200 

Lentiviral copy / cell 48.3 6.5 

Titer 

(TU/mL) 
9.7 x 108 1.3 x 109 

Transduction of differentiated HepaRG cells 201 

Ten days after transduction of HepaRG cells, the percentage of GFP positive cells was 9.6% 202 

when observed in FACS (Figure 4). The threshold of fluorescence for FACS results was 203 

determined according to the values observed with negative control which was untransduced 204 

cells. The cells which expressed GFP showed significant fluorescence for FITC canal. 205 

Expression of GFP was also confirmed by microscopy (Figure 5). 206 
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 207 

Figure 4: Quantification of the GFP expression by flow cytometry in the cells HepaRG 208 

following the transduction of these cells by lentiviruses. The horizontal axis represent the 209 

forward scatter size (FSC-A) where an increased signal may indicate an increase in cell size 210 

or budding. The vertical axis indicates the intensity of the GFP fluorescence (FITC-A). Blue 211 

dots represent the cells expressing GFP. Red dots represent the cells that do not express 212 

GFP. The GFP positivity threshold of the cells is determined according to the negative 213 

control (untranslated cells). The percentage of GFP positive cells at MOI 2.4 is 9.6%. 214 

 215 

Figure 5: Phase contrast and fluorescence microscopy of HepaRG cells expressing GFP 216 

following the transduction of these cells by lentiviruses containing GFP gene 9 days after 217 

transduction. The cells emit fluorescence during the transduction of these cells at MOI 2.4. 218 

The scale bar represents 10μm.  219 
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Discussion 220 

The transduction of HepaRG cells by lentiviruses for the expression and studies of proteins 221 

has never been described in the literature. It is important to distinguish the terms "infection" 222 

and "transduction". The infection corresponds to the completion of a complete replicative 223 

cycle, whereas transduction refers to the entry of a viral vector and the expression of the 224 

transgene in a cell. The main difficulties for the proteins production by gene transfer 225 

technology are expression rate and long-term stability. Most gene transfer methods that 226 

relate to HepaRG use synthetic vectors with lipofection and electroporation techniques. In 227 

fact, Laurent et al. described that plasmid DNA and formulations with neutral co-lipids, the 228 

lipophosphoramidate compounds KLN47 and BSV10, allowed expression of the GFP in 229 

~50% of adherent progenitor HepaRG cells, while electroporation targeted GFP expression 230 

in ~85% of both progenitor and differentiated cells in suspension 5. Moreover, Demazeau et 231 

al. reported that egg phosphatidylcholine/Diether-NH2-based liposomes enabled an efficient 232 

transfection in both HEK293T and proliferating progenitor HepaRG cells 6. The authors 233 

established a new efficient lipofection-mediated gene transfer in hepatocyte-like HepaRG 234 

cells. Effective transduction of HepaRG cells is also possible with recombinant 235 

baculoviruses carrying the genome of interest 11. Furthermore, Zhao et al. demonstrated that 236 

the adenoviral vector-mediated transduction yields 10-fold higher viral titers than the 237 

transient transfection approach 13. However, a high cell death rate and laborious development 238 

is reported for electroporation method. For lipofection method, reproducibility and low yield 239 

of intracellular penetration are unsatisfactory. For recombinant baculoviruses and adeno 240 

associated vector, expression of the protein over time is limited because the viral genome 241 

does not integrate into the cellular genome, so it’s not persistent infection.  242 

According to our results in fluorescence microscopy and FACS, lentiviral technology is 243 

efficient in differentiating HepaRG cells: GFP expression is stable and time-prolonged. 244 
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Indeed, expression of the GFP is observed in ~10% of differentiated HepaRG cells after 10 245 

days of transduction and this expression is prolonged by 4 weeks after a passage of HepaRG 246 

cells (data not shown). The use of lentiviruses may be able to overcome the cell cycle, the 247 

cell permissiveness and cytopathogenic effect. Lentiviral vectors are efficient vehicles for 248 

stable gene transfer in hepatocytes, and the capacity to transduce a large scale of cells is a 249 

real advantage. In our experience, HepaRG cells appeared to be easy to transduce by 250 

lentiviral particles, according to the classical constraints of cellular culture. This line didn’t 251 

present any difficulties for cultivation and maintenance if the recommended reagents were 252 

used. 253 

Evaluation of lentiviral titer is required in order to determine whether produced lentiviral 254 

particles are effective. Various methods of functional and non-functional lentiviral titration 255 

have been described in literature, including p24 antigen ELISA, RNA titers, FACS and 256 

qPCR. The p24 concentration determination in viral supernatants by ELISA is a simple and 257 

rapid method that allows obtaining quickly a titer. Nevertheless, this quantitative analysis 258 

overestimates the number of lentiviral particles because it measures both functional particles 259 

(p24 protein associated with lentivirus) and non-functional (free p24 protein) 14. The RNA 260 

quantification in the viral supernatant is more reliable than the p24 assay because the p24 261 

titers are unaffected by the omission of the transfer plasmid. However, as p24 titer, it cannot 262 

predict a functional titer due to the inevitable formation of defective particles during the 263 

production process. The RNA and p24 titer observed are consistent with those of the 264 

literature 14. We show that our lentiviral particle production is reproducible according the 265 

weak standard deviation observed between our assays. 266 

To upscale the functional titer of our production, FACS analysis was realized, but it was 267 

limited to the vectors with expression of fluorescent transgenes or to interest protein with 268 

existing fluorescent antibodies. 269 
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The quantification of the proviral DNA integrated in the transduced 293T cells is likely to 270 

provide a more accurate measurement of the viral titer than the quantification of the particles 271 

in the culture supernatant. In fact, only viruses competent for transduction will be detected 272 

by this method. However, studies have shown that integration events were not necessarily 273 

correlated with gene expression because a significant proportion of provirus fits into genome 274 

regions that are unlikely to transcribe genes 12. In order to overcome this inconvenience, 275 

Lizée et al. developed a real-time quantitative Reverse-Transcriptase Polymerase Chain 276 

Reaction (RT-qPCR) method to rapidly and precisely quantify transgenic mRNA copies 277 

following transduction. In addition, studies have shown that quantitative analysis of 278 

transgene mRNA levels were well-correlated with GFP fluorescence observed in cytometry 279 

15. 280 

An expression of the GFP protein in differentiated HepaRG cells at an MOI of 2.4 was 281 

observed in microscopy and FACS with a weak proportion of cells infected. The MOI may 282 

be increase to upscale this proportion and also the efficiency of transduction. 283 

So, we conclude that HepaRG transduction by lentiviral technology will subsequently be 284 

useful for many applications as studying the hepatic fibrogenesis and producing specific 285 

HBV proteins. Indeed, news studies are necessary to explore the relationship between 286 

stellate hepatic cells and hepatocyte during the development of fibrosis in hepatitis B 287 

infection. The measurement of secreted pro-fibrotic markers by stellate hepatic cells in 288 

response to viral infection of hepatocytes can explain several steps of this process. We 289 

hypothesize that the development of an innovative tool as transduction of differentiated 290 

HepaRG cells is a technological advance for studying HBV in vitro. 291 

  292 
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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 thèse est orienté sur les différentes techniques réalisées pour 

parvenir à la production de particules lentivirales exprimant les protéines HBc et/ou HBe du 

VHB. En effet, parallèlement à 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 l’impact de cette production protéique sur l’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 : l’ARNm PC qui est traduit 

en protéine HBe et l’ARNpg qui sert de matrice pour la synthèse des protéines HBc et pol. 

Le mécanisme régulant la transcription de ces deux ARNm reste inconnu. Il est difficile de 

connaître 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 à trois constructions différentes 

permettant soit la synthèse concomitante des protéines HBe et HBc soit la production isolée 

de la protéine HBc (Figure 34) : 

 La construction CIF : elle contient la séquence du PBC et les régions PC et 

C. Elle nous permettra d’évaluer la synthèse des protéines HBc et HBe sous 

le contrôle du PBC et d’évaluer l’impact du double mutant du PBC sur la 

production in vitro des protéines HBc et HBe ; 

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

nous permettra de synthétiser les protéines HBe et HBc sans l’influence du 
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PBC et d’évaluer l’impact de leur production sur l’expression des marqueurs 

pro-fibrotiques ; 

 La construction YAP : elle contient la séquence du gène C isolée. Elle nous 

permettra d’étudier individuellement le rôle de la protéine HBc dans 

l’induction de la fibrose. La comparaison des mesures réalisées suite à la 

transduction des hépatocytes par la particule exprimant uniquement la 

protéine C avec celles réalisées par la construction PCC nous permettra 

d’appréhender l’impact de la protéine HBe indépendamment du rôle de la 

protéine HBc. 

 

 

Figure 34 : Constructions des plasmides d’expression contenant les séquences des régions 

PBC, PC et C. 

La construction CIF contient les trois régions cibles à savoir le PBC et les gènes PC et C. La construction 

PCC contient les régions PC et C afin de produire les protéines HBe et HBc sous l’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 rôle des mutants du PBC 

et de la région PC dans la fibrogénèse hépatique. En effet, l’étude clinique menée chez les 

patients chroniquement infectés a montré une implication significative du double mutant 

PBC et de la mutation G1899A dans l’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 être comparés à 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 à partir 

de séquences mutées aux positions 1762/1764 et 1899 pour les trois constructions CIF, PCC 

et YAP. Ainsi, nous avons dû 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 l’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 fœtal (Fetal Bovine Serum FBS, Gibco®) et 2 mM de L-glutamine 

(Gibco®). L’incubation des cellules est réalisée dans une étuve à 37°C et sous atmosphère 

humide contenant 5% de CO2. 

Pour l’étude de l’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®), 5µg/ml d’insuline humaine (Sigma-Aldrich®), 50µM 

d’hydrocortisone (SERB laboratoire) et 50U/ml de pénicilline/streptomycine. Après deux 

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

à 37°C en atmosphère humide contenant 5% de CO2. 

4.2.2. Obtention des séquences d’intérêt 

a) Echantillons sources 

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

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

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

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

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

 

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

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

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

ont été obtenues. 
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b) Extraction de l’ADN du VHB 

Les acides nucléiques ont été extraits par une technique automatisée utilisant la silice 

magnétique sur l’automate easyMAG® (BioMérieux) à partir de 200µl de plasmas conservés 

à -20°C. 

c) Amplification des séquences d’intérêt 

La technique d’amplification des séquences d’intérêt par PCR nichée a été 

développée au laboratoire. Les amorces de première PCR, COF et COR, sont respectivement 

situées en amont du PBC et en aval du gène C [165]. Le mélange réactionnel de 50µl est 

composé de 1X de Premix Ex Taq™ (TaKaRa), 250nM de chaque amorce (Tableau 6) et 

10µl d’extrait d’acides nucléiques. L’amplification est réalisée par 30 cycles de 10 secondes 

à 98°C, 30 secondes à 53°C et 1 minute à 72°C dans le thermocycleur Veriti® (Applied 

Biosystems™). 

 

Tableau 6 : Amorces utilisées lors de l’amplification des séquences d’intérêt (régions PBC, 

PC, C) et du séquençage. 

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) : MluI (ACGCGT) pour les amorces sens, SalI 

(GTCGAC) pour l’amorce antisens. 
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Trois PCR nichées sont réalisées afin d’amplifier les différents fragments d’intérêt à 

savoir la séquence complète contenant le PBC et les gènes PC et C, la séquence ne contenant 

que les gènes codant PC et C et la séquence contenant uniquement le gène C. La séquence 

complète est nommée « 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 utilisées 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 à l’aide du logiciel 

Primer3web (version 4.0.0). Les amorces sens présentent à l’extrémité 5’ un site de 

restriction MluI 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 SalI (Tableau 6). Le mélange réactionnel est composé 

de 20µl de Premix Ex Taq™ (TaKaRa) et 0,5µM de chaque amorce sous un volume final de 

35µl auxquels sont ajoutés 5µl de produit de 1ère PCR. Le même profil de température qu’en 

première 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 à 260nm et 280nm au spectrophotomètre 

NanoDrop® ND-1000 (Thermo Fisher Scientific). Les produits d’amplification sont dilués 

en eau PPI à 2ng/µl. 
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e) Vérification 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), 1µl de BigDye® Terminator v3.1 (Thermo Fisher Scientific), 

0,5µM d’amorce (sens ou anti-sens) et 10ng de produit de PCR purifié sous un volume final 

de 20µl. Le profil de température est composé d’une dénaturation initiale à 96°C pendant 1 

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

Les produits de PCR de séquence sont purifiés par précipitation à l’isopropanol. 

Quatre-vingt microlitres d’isopropanol 75% sont ajoutés au mélange réactionnel de PCR de 

séquence. Après homogénéisation, les barrettes sont centrifugées à 1800g pendant 45min. 

Le culot est repris dans 20µl de formamide hautement déminéralisée (Hi-Di Formamide, 

Thermo Fisher Scientific). 

La séparation des produits de séquence est réalisée par migration capillaire en gel de 

polyacrylamide sur l’automate ABI 3130xl Genetic Analyzer (ThermoFisher Scientific). Les 

séquences obtenues pour chaque fragment sont analysées à l’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’intérêt 

dans le vecteur d’expression, il est nécessaire de procéder à un pré-clonage dans un vecteur 

plasmidique classique. Nous utilisons au laboratoire le pGEM®-T Easy Vector (Promega). 

C’est un plasmide pré-linéarisé qui présente un T à 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’intérêt est inséré au niveau du MCS qui est 

situé au milieu du gène lacZ (Figure 35). Ainsi, si l’insertion du fragment d’intérêt 
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fonctionne, le gène lacZ est non opérationnel. Si le plasmide se referme sur lui-même, le 

gène lacZ sera opérationnel. L’utilisation d’un indicateur coloré de dégradation du galactose 

permettra de discriminer les colonies ayant intégré le plasmide contenant le gène d’intérêt 

du plasmide seul. 

 

 

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

Ce vecteur est pré-linéarisé et permet l’insertion du fragment d’intérêt directement après l’amplification par 

PCR. L’insertion du fragment d’intérêt est possible dans le MCS situé dans le gène lacZ. Ce vecteur porte le 

gène de résistance à l’ampicilline. Les amorces universelles T7 et SP6 bornent le MCS. 

 

La ligation est réalisée pendant une nuit à 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’intérêt. Dans notre cas, les quantités théoriques ajoutées 

sont de 40ng pour CIF, 36ng pour PCC et 29ng pour YAP, 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 à 

42°C et 2 minutes dans la glace).Après une pré-culture liquide à 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 100µg/ml 

d’ampicilline (Sigma-Aldrich®) dans la masse, 0,4mM d’IPTG (Isopropyl ß-D-1-

ThioGalactopyranoside, Eurobio) et 40mg/µl 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 l’inducteur de la réaction 

enzymatique permettant à lacZ de catalyser le substrat coloré X-gal. Ainsi, les colonies ayant 

un gène lacZ opérationnel c’est-à-dire ne contenant pas le fragment d’intérêt seront bleues. 

Inversement, les colonies blanches contiennent le plasmide ayant intégré l’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’intérêt 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). Après purification des produits de PCR, les fragments amplifiés 

sont séquencés 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 MluI et SalI aux extrémités. 

Une maxi-prep est réalisée à partir d’un clone intègre à l’aide du kit NucleoBond® 

Xtra Maxi (Macherey-Nagel) selon les recommandations du fabricant. Cette étape nous 

permet d’obtenir une suspension plasmidique à environ 1µg/µl, concentration minimale 

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

a) Restriction enzymatique  

Pour l’insertion du gène d’intérêt dans le vecteur d’expression, le sens d’insertion est 

important puisque l’objectif est de produire la protéine à partir de ce gène. Ainsi, il est 

important de maitriser cette insertion en utilisant une ligation à bouts cohésifs différents en 

5’ et 3’ d’où l’utilisation de sites de restriction. D’une part le vecteur d’expression, circulaire, 

et d’autre part le plasmide de pré-clonage contenant le gène d’intérêt, subissent une 

restriction enzymatique avec MluI et SalI. Les enzymes de restriction ont été définies à l’aide 

du logiciel ApE –A Plasmid Editor v2.0.47 (biologylabs.utah.edu) en vérifiant l’absence des 

sites au milieu du fragment d’intérêt. 

Le mélange réactionnel est composé de 10U d’enzyme de restriction MluI 

(Promega), 16U d’enzyme de restriction SalI (Promega), 0,1µg/µL de BSA (Bovine Serum 

Albumin) acétylée, 1X de tampon de restriction enzymatique (Promega), et 1µg de plasmide. 

Le volume final est ajusté à 20µl avec de l’eau purifiée. La réaction dure 4 heures à 37°C en 

thermocycleur. 

L’efficacité de la restriction enzymatique est ensuite vérifiée par migration 

électrophorétique en gel d’agarose 2% grâce au système E-Gel® SizeSelect™ Agarose Gels 

(Thermo Fisher Scientific) qui permet de récupérer la bande d’intérêt dans un puit présent 

au milieu du gel (Figure 36). Les fragments d’intérêt sont récupérés et purifiés grâce au kit 

NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up (Macherey-Nagel) selon les recommandations du 

fabricant. Une quantification est réalisée au spectrophotomètre NanoDrop® ND-1000 (cf 

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

Les deux premiers puits correspondent au dépôt du produit de restriction enzymatique du plasmide contenant 

le fragment CIF (783pb). Les deux suivants correspondent à PCC (717pb) et les deux derniers à YAP 

(583pb).Les bandes les plus hautes correspondent au plasmide linéarisé (environ 3kb). Les bandes les plus 

basses correspondent aux fragments d’intérêt. De l’eau purifiée est déposée dans le puit de recueil de manière 

à ce que le fragment soit en suspension au moment de son passage pour être récupérer. 

b) Clonage dans le vecteur d’expression 

Le plasmide d’expression pENG1 EF1α-GFP utilisé nous a été gracieusement fourni 

par l’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 dernière étant délétée de la partie U3. Les séquences PBS, Ψ, RRE et cPPT 

sont également présentes en amont du promoteur EF1-α qui va contrôler l’expression du 

transgène. Enfin, la séquence WPRE est également présente sur ce plasmide. Ces séquences 

sont nécessaires à la rétro-transcription et à l’encapsidation du transgène (cf 3.2.4.c) 

Vecteurs lentiviraux). L’insertion du gène d’intérêt a lieu dans le MCS dans lequel sont 

présents les sites de restriction MluI et SalI (Figure 37). Le vecteur présente également un 

promoteur EF1-α, qui est un promoteur fort non viral qui permettra d’exprimer fortement le 

transgène, et le gène de résistance à l’ampicilline. Le vecteur pENG1 EF1α-GFP dans sa 

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

cellules HepaRG par des vecteurs lentiviraux. 

 

Figure 37 : Carte du plasmide pENG EF1α-GFP (d’après INSERM UMR1135). 

C’est un vecteur circulaire qui subit la restriction enzymatique MluI et SalI (entourées en rouge) afin d’enlever 

le gène de la GFP qui sera remplacé par le fragment d’intérêt du VHB. La séquence EF1-α est un promoteur 

fort non viral. 

 

Ce clonage suit les mêmes 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 

à 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 à 

20ng de vecteur pENG linéarisé, 1X de tampon de ligation et 6U de T4 DNA ligase sous un 

volume final de 20µl. La pré-culture liquide est réalisée pendant deux à trois heures à 30°C 

afin de faciliter la transformation des cellules compétentes avec un plus gros vecteur, puis la 

suspension est ensemencée en gélose LB + 100µg/ml d’ampicilline. Les colonies présentes 

au bout de 18h à 24h de culture à 37°C sont repiquées sur gélose. 
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Une culture liquide à partir de ces clones est réalisée afin de purifier le plasmide à 

l’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 

l’amorce EF1α (5’-TCAAGCCTCAGACAGTGGTTC-3’), située au niveau du promoteur 

EF1α et en amont de l’insert. Les conditions expérimentales ont été décrites précédemment 

(cf 4.2.2. e) Vérification des séquences amplifiées). à partir de 10ng de plasmide. 

Le séquençage à cette étape nous permet de vérifier que la séquence nucléotidique 

insérée dans le vecteur d’expression est intègre et permettra la production de la protéine. 

Un clone intègre est ainsi sélectionné afin de réaliser une maxi-prep à l’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 à 

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

4.2.5. Production des particules lentivirales 

La production et l’utilisation de vecteurs lentiviraux nécessitent l’obtention d’un 

agrément délivré par le Ministère de l’Enseignement Supérieur, de la Recherche et de 

l’Innovation. Pour Lenticore, nous avons obtenu cet agrément pour une durée de cinq ans. 

Le dossier auprès 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 

l’équipe du Pr Lemoine (Centre d’Immunologie et des Maladies Infectieuses, UMR 

CNR7211 / INSERM UMR1135, Paris). Nous avons reçu deux boites de pétri contenant des 
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colonies bactériennes ayant intégré chaque plasmide. Les colonies ont été individuellement 

remises en culture liquide afin de réaliser une maxi-prep de chaque plasmide à l’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 à 260 et 280 nm 

au NanoDrop® ND-1000 (ThermoFisher Scientific). 

 

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

virales nécessaires en trans (Figure 38). 

 

 

Figure 38 : Carte du plasmide d’encapsidation pCMV9 (d’après 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 gène de résistance à l’ampicilline. 
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Le plasmide d’enveloppe VSV-G contient la séquence codant la glycoprotéine G du 

VSV ce qui confèrera un large tropisme aux particules lentivirales constituées (Figure 39). 

 

 

Figure 39 : Carte du plasmide d’enveloppe VSV-G (d’après 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 l’influence d’un promoteur CMV. 

 

Les trois plasmides sont co-transfectés dans des cellules HEK293T (2.105 

cellules/puit en plaque 12 puits) à 24h de culture. Le réactif de transfection FuGENE® 6 est 

dilué en milieu Opti-MEM™ (Gibco®) avant d’ajouter les 12µg de plasmides : 5,6µg de 

vecteur d’expression, 2,2µg de plasmide d’encapsidation et 2µg de plasmide d’enveloppe 

(ratio FuGENE/ADN : 3/1). Le mélange est déposé goutte à goutte sur les cellules 

ensemencées la veille (50-80 % de confluence). 

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

viral est récupéré 72 heures après la transfection. Afin d’éliminer les cellules restantes, le 

phCMV-G (FL Cosset)

6508 bp

VSV G

Intron Beta-Globin

CMV

Pst I (22 2 5)

Xba I (65 04)

Xcm I (2185 )

Xmn I (55 11)

Age I (2418)

Bcl I (25 2 1)

Bgl II (3 197)

Bsr GI (42 )

Eco NI (2 079)

Kpn I (2449)

Not I (6497)

Sac II (6491)

Sal I (75 4)

Sna BI (43 9)

Spe I (98)
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surnageant est centrifugé 5min à 500g puis passé sur filtre 0,45µm. Afin d’améliorer la 

concentration du surnageant viral, une centrifugation pendant 2h à 50 000g est réalisée. Le 

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

b) Titrage du surnageant viral 

Concernant les constructions portant les séquences sauvages et mutées des PBC, PC 

et C du VHB, nous ne pouvons pas utiliser la microscopie à fluorescence comme pour la 

GFP. Nous ne pouvons pas non plus utiliser la cytométrie en flux sans avoir recours à un 

anticorps marqué spécifique de nos protéines. 

Quantification de l’Ag p24 du VIH-1 

Nous utilisons donc le dosage de l’Antigène p24 du VIH-1 par ELISA dans le 

surnageant lentiviral. La technique utilisée est automatisée : VIDAS® HIV P24 II 

(BioMérieux). Le surnageant est dilué à 10-3 ou 10-4 en amont du dosage de manière à ne pas 

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

Quantification de l’ARN viral 

Nous avons quantifié l’ARN viral dans la suspension de particules lentivirales afin 

d’obtenir un titre exprimé en copies/µl. Quelques microlitres de suspension virale ont été 

purifiés à l’aide du kit NucleoSpin® RNA (Macherey-Nagel) selon les recommandations du 

fabricant. Les ARN sont linéarisés à 70°C pendant 10min puis conservés à 4°C. La rétro-

transcription a été réalisée à partir de 12,5µl d’extrait ARN ajoutés à 1X de tampon de 

réaction (ThermoFisher Scientific), 2,5µM de Random hexamers (ThermoFisher Scientific), 

20U de RiboLock RNase Inhibitor (ThermoFisher Scientific), 1mM dNTP (Eurogentec) et 

200U de RevertAid H Minus Reverse Transcriptase (ThermoFisher Scientific). La réaction 

se déroule pendant 60 minutes à 42°C précédées de 10 minutes à 25°C et suivies de 10 

minutes à 70°C dans un thermocycleur Veriti® (Applied Biosystems™). La qPCR est 
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réalisée à partir de 5µl d’ADNc dans un volume final de 25µl de mélange réactionnel 

contenant : 1X de TaqMan™ 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 l’amplification d’un fragment de 142pb dans 

les régions PBS/Ψ [152]. Après 10 minutes de dénaturation initiale à 95°C, 40 cycles de 30 

secondes à 95°C et 2 minutes à 60°C sont appliqués. La lecture de la fluorescence par 

l’automate Mx3005P™ (Agilent) est réalisée pendant l’étape à 60°C. La quantification du 

génome lentiviral est possible grâce à une gamme externe en 5 points contenant 1,23.103 à 

1,23.107 copies/µl à 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 EF1α-GFP. L’analyse des 

données de qPCR 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 à la maxi-prep, 

la concentration des suspensions plasmidiques ont été ajustées à environ 1µg/µl. 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 

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

 

4.3.2. Séquences des particules lentivirales 

La vérification des séquences est primordiale à chaque étape afin de s’assurer de 

l’intégrité des protéines qui pourraient être traduites après transduction. Le séquençage a 

donc été réalisé : 

 Après l’amplification par PCR conventionnelle : 1079-x_PCR_MluISalI 

 Après le clonage en pGEM-T : 1079-…pGEMT_clonex 

 Après la Maxi-Prep de plasmide : 1079-…pGEMT_clonex_MxPp 

 Après le clonage en pENG : 1079-…pENG_clonex 

 Après 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-après, une légende couleur est utilisée : 

 En vert et gras : les codons d’initiation de la traduction 

 En rouge et gras : le codon d’arrêt de la traduction 
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 En bleu et gras : les sites de restriction MluI et SalI 

 En orange et gras : les positions 1762 et 1764 pour le double mutant PBC 

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

 En saumon et gras : la position 1899 

 Les amorces sont soulignées en noir 

a) Alignement construction CIF, séquence sauvage 

1079-CIF_PCR_MluISalI          -----------------------------------TACTTCAAAGACTGTTTGTTTAAAG 

1079-CIFpGEMT_clone2           CATGGCGGCCGCGGGATTCGATTACGCGTGAGGCATACTTCAAAGACTGTTTGTTTAAAG 

1079-CIFpGEMT_clone2_MxPp      ---GCGGCCGCGGGAATTCGATTACGCGTGAGGCATACTTCAAAGACTGTTtGtTTAAAG 

1079-CIFpENG-clone1            ----------------------------------ATACTTCAAAGACTGTTTGTTTAAAG 

1079-CIFpENG_clone1_MxPp       --------------------------CGTGAGGCATACTTCAAAGACTGTTTGTTTAAAG 

                                                                  ************************* 
 

1079-CIF_PCR_MluISalI          ACTGGGAGGAGTTGGGGGAGGAGATTAGATTAaAGGTCTTTGTACTAGGAGGCTGTAGGC 

1079-CIFpGEMT_clone2           ACTGGGAGGAGTTGGGGGAGGAGATTAGATTAAAGGTCTTTGTACTAGGAGGCTGTAGGC 

1079-CIFpGEMT_clone2_MxPp      ACTGGGAGGAGTTGGGGGAGGAGATTAGATTAAAGGTCTTtGTACTAGGAGGCTGTAGGC 

1079-CIFpENG-clone1            ACTGGgAgGAGTtGGGGGAGGAGATTAGATTAAAGGTCTTTGTACTAGGAGGCTGTAGGC 

1079-CIFpENG_clone1_MxPp       ACTGGGAGGAGTTGGGGGAGGAGATTAGATTAAAGGTCTTTGTACTAGGAGGCTGTAGGC 

                               ************************************************************ 
 

1079-CIF_PCR_MluISalI          ATAAATTGGTCTGCGCACCAGCACCATGCAACTTTTTCACCTCTGCCTAATCATCTCTTG 

1079-CIFpGEMT_clone2           ATAAATTGGTCTGCGCATCAGCACCATGCAACTTTTTCACCTCTGCCTAATCATCTCTTG 

1079-CIFpGEMT_clone2_MxPp      ATAAATTGGTCTGCGCATCAGCACCATGCAACTTTTTCACCTCTGCCTAATCATCTCTTG 

1079-CIFpENG-clone1            ATAAATTGGTCTGCGCATCAGCACCATGCAACTTTTTCACCTCTGCCTAATCATCTCTTG 

1079-CIFpENG_clone1_MxPp       ATAAATTGGTCTGCGCATCAGCACCATGCAACTTTTTCACCTCTGCCTAATCATCTCTTG 

                               ***************** ****************************************** 
 

1079-CIF_PCR_MluISalI          TTCATGTCCTACTGTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTGGCTTTGGGGCATGGACAT 

1079-CIFpGEMT_clone2           TTCATGTCCTACTGTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTGGCTTTGGGGCATGGACAT 

1079-CIFpGEMT_clone2_MxPp      TTCATGTCCTACTGTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTGGCTTTGGGGCATGGACAT 

1079-CIFpENG-clone1            TTCATGTCCTACTGTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTGGCTTTGGGGCATGGACAT 

1079-CIFpENG_clone1_MxPp       TTCATGTCCTACTGTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTGGCTTTGGGGCATGGACAT 

                               ************************************************************ 
 

1079-CIF_PCR_MluISalI          TGACCCTTATAAAGAATTTGGAGCTACCGTGGAGTTACTCTCGTTTTTGCCTTCTGACTT 

1079-CIFpGEMT_clone2           TGACCCTTATAAAGAATTTGGAGCTACCGTGGAGTTACTCTCGTTTTTGCCTTCTGACTT 

1079-CIFpGEMT_clone2_MxPp      TGACCCTTATAAAGAATTTGGAGCTACCGTGGAGTTACTCTCGTTTTTGCCTTCTGACTT 

1079-CIFpENG-clone1            TGACCCTTATAAAGAATTTGGAGCTACCGTGGAGTTACTCTCGTTTTTGCCTTCTGACTT 

1079-CIFpENG_clone1_MxPp       TGACCCTTATAAAGAATTTGGAGCTACCGTGGAGTTACTCTCGTTTTTGCCTTCTGACTT 

                               ************************************************************ 
 

1079-CIF_PCR_MluISalI          CTTTCCTTCAGTACGAGATCTTCTAGATACCGCCTCAGCTCTGTATCGGGAAGCCTTAGA 

1079-CIFpGEMT_clone2           CTTTCCTTCAGTACGAGATCTTCTAGATACCGCCTCAGCTCTGTATCGGGAAGCCTTAGA 

1079-CIFpGEMT_clone2_MxPp      CTTTCCTTCAGTACGAGATCTTCTAGATACCGCCTCAGCTCTGTATCGGGAAGCCTTAGA 

1079-CIFpENG-clone1            CTTTCCTTCAGTACGAGATCTTCTAGATACCGCCTCAGCTCTGTATCGGGAAGCCTTAGA 

1079-CIFpENG_clone1_MxPp       CTTTCCTTCAGTACGAGATCTTCTAGATACCGCCTCAGCTCTGTATCGGGAAGCCTTAGA 

                               ************************************************************ 
 

1079-CIF_PCR_MluISalI          GTCTCCTGAGCATTGTTCACCTCACCATACTGCACTCAGGCAAGCAATTCTTTGCTGGGG 

1079-CIFpGEMT_clone2           GTCTCCTGAGCATTGTTCACCTCACCATACTGCACTCAGGCAAGCAATTCTTTGCTGGGG 

1079-CIFpGEMT_clone2_MxPp      GTCTCCTGAGCATTGTTCACCTCACCATACTGCACTCAGGCAAGCAATTCTTTGCTGGGG 

1079-CIFpENG-clone1            GTCTCCTGAGCATTGTTCACCTCACCATACTGcACTCAGGCAAGCAATTCTTTGCTGGGG 

1079-CIFpENG_clone1_MxPp       GTCTCCTGAGCATTGTTCACCTCACCATACTGCACTCAGGCAAGCAATTCTTTGCTGGGG 

                               ************************************************************ 
 

1079-CIF_PCR_MluISalI          GGAACTAATGACTCTAGCTACCTGGGTGGGTGTTAATTTGGAAGATCCAGCATCTAGAGA 

1079-CIFpGEMT_clone2           GGAACTAATGACTCTAGCTACCTGGGTGGGTGTTAATTTGGAAGATCCAGCATCTAGAGA 

1079-CIFpGEMT_clone2_MxPp      GGAACTAATGACTCTAGCTACCTGGGTGGGTGTTAATTTGGAAGATCCAGCATCTAGAGA 

1079-CIFpENG-clone1            GGAACTAATGACTCTAGCTACCTGGGTGGGTGTTAATTTGGAAGATCCAGCATCTAGAGA 

1079-CIFpENG_clone1_MxPp       GGAACTAATGACTCTAGCTACCTGGGTGGGTGTTAATTTGGAAGATCCAGCATCTAGAGA 

                               ************************************************************ 
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1079-CIF_PCR_MluISalI          CCTAGTAGTCAGTTATGTCAACACTAATATGGGCCTAAAGTTCAGACAACTCTTGTGGTT 

1079-CIFpGEMT_clone2           CCTAGTAGTCAGTTATGTCAACACTAATATGGGCCTAAAGTTCAGACAACTCTTGTGGTT 

1079-CIFpGEMT_clone2_MxPp      CCTAGTAGTCAGTTATGTCAACACTAATATGGGCCTAAAGTTCAGACAACTCTTGTGGTT 

1079-CIFpENG-clone1            CCTAGTAGTCAGTTATGTCAACACTAATATGGGCCTAAAGTTCAGACAACTCTTGTGGTT 

1079-CIFpENG_clone1_MxPp       CCTAGTAGTCAGTTATGTCAACACTAATATGGGCCTAAAGTTCAGACAACTCTTGTGGTT 

                               ************************************************************ 
 

1079-CIF_PCR_MluISalI          TCACATTTCTTGTCTCACTTTTGGAAGAGAAACAGTTATAGAGTATTTGGTGTCTTTCGG 

1079-CIFpGEMT_clone2           CCACATTTCTTGTCTCACTTTTGGAAGAGAAACAGTTATAGAGTATTTGGTGTCTTTCGG 

1079-CIFpGEMT_clone2_MxPp      CCACATTTCTTGTCTCACTTTTGGAAGAGAAACAGTTATAGAGTATTTGGTGTCTTTCGG 

1079-CIFpENG-clone1            CCACATTTCTTGTCTCACTTTTGGAAGAGAAACAgTTATAGAGTATTTGGTGTCTTTCGG 

1079-CIFpENG_clone1_MxPp       CCACATTTCTTGTCTCACTTTTGGAAGAGAAACAGTTATAGAGTATTTGGTGTCTTTCGG 

                                *********************************************************** 
 

1079-CIF_PCR_MluISalI          AGTGTGGATTCGCACTCCTCCAGCGTATAGACCACCAAATGCCCCTATCCTATCAACACT 

1079-CIFpGEMT_clone2           AGTGTGGATTCGCACTCCTCCAGCGTATAGACCACCAAATGCCCCTATCCTATCAACACT 

1079-CIFpGEMT_clone2_MxPp      AGTGTGGATTCGCACTCCTCCAGCGTATAGACCACCAAATGCCCCTATCCTATCAACACT 

1079-CIFpENG-clone1            AGTGTGGATTCGCACTCCTCCAGCGTATAGACCACCAAATGCCCCTATCCTATCAACACT 

1079-CIFpENG_clone1_MxPp       AGTGTGGATTCGCACTCCTCCAGCGTATAGACCACCAAATGCCCCTATCCTATCAACACT 

                               ************************************************************ 
 

1079-CIF_PCR_MluISalI          TCCGGAGACTACTGTTGTTAGACGACGAGGCAGGTCCCCTAGAAGAAGAACTCCCTCGCC 

1079-CIFpGEMT_clone2           TCCGGAGACTACTGTTGTTAGACGACGAGGCAGGTCCCCTAGAAGAAGAACTCCCTCGCC 

1079-CIFpGEMT_clone2_MxPp      TCCGGAGACTACTGTTGTTAGACGACGAGGCAGGTCCCCTAGAAGAAGAACTCCCTCGCC 

1079-CIFpENG-clone1            TCCGGAGACTACTGTTGTTAGACGACGAGGCAGGTCCcCTAGAAGAAGAaCTCCCTCGCC 

1079-CIFpENG_clone1_MxPp       TCCGGAGACTACTGTTGTTAGACGACGAGGCAGGTCCCCTAGAAGAAGAACTCCCTCGCC 

                               ************************************************************ 
 

1079-CIF_PCR_MluISalI          TCGCAGACGAAGGTCTCAATCGCCGCGTCGCAGAAGATCTCAATCTCGGGAATCTCAATG 

1079-CIFpGEMT_clone2           CCGCAGACGAAGGTCTCAATCGCCGCGTCGCAGAAGATCTCAATCTCGGGAATCTCAATG 

1079-CIFpGEMT_clone2_MxPp      CCGCAGACGAAGGTCTCAATCGCCGCGTCGCAGAAGATCTCAATCTcGgGaATCTCAATG 

1079-CIFpENG-clone1            CCGCAGAcGAAGGtCTCAATCGCCGCGTCGCAGAAGATCTCAATCTCGGGAATCTCAATG 

1079-CIFpENG_clone1_MxPp       CCGCAGACGAAGGTCTCAATCGCCGCGTCGCAGAaGATCTCAATCTCGGGAATCTCAATG 

                                *********************************************************** 
 

1079-CIF_PCR_MluISalI          TTAGTATTCCTTGGACTCATAAGGTGG--------------------------------- 

1079-CIFpGEMT_clone2           TTAGTATTCCTTGGACTCATAAGGTGGGAAACTGTCGACAATCACTAGTGAATTCGCGGC 

1079-CIFpGEMT_clone2_MxPp      TTAGTATTCCTTGGACTCATAAGgTGgGaaaCTgTCGACAATCACTAGTGAATTCGCGGC 

1079-CIFpENG-clone1            TTAGTATTCCTTGGACtCATAAGGTGGGAAAcTGTCGAcAAtCAACCTCTGGATTACAAA 

1079-CIFpENG_clone1_MxPp       TTAGTATTCCTTGGACTCATAAGGTGGGAAACTGT------------------------- 

                               ***************************                                  
 

1079-CIF_PCR_MluISalI          -------------------------- 

1079-CIFpGEMT_clone2           CGCCTGCAGGTCGACCATATGGGAGA 

1079-CIFpGEMT_clone2_MxPp      CGCCTGCAGGTCGACC---------- 

1079-CIFpENG-clone1            ATTTGTGAAAGAt------------- 

1079-CIFpENG_clone1_MxPp       -------------------------- 

b) Alignement construction PCC, séquence sauvage 

1079-PCC_PCR_MluISalI           --------------TACTAGGAGGCTGTAGGCATAAATTGGTCTGCGCACCAGCACCATG 

1079-PCCpGEMT_clone11           TTACGCGtTctttGTACtAGGAGGCTGTAGGCATAAATTGGTCTGCGCACCAGCACCATG 

1079-PCCpGEMT_clone11_MxPp      TTACGCGTTCTTTGTACTAGGAGGCTGTAGGCATAAATTGGTCTGCGCACCAGCACCATG 

1079-PCCpENG-clone27            -----------TTGTACTAGGAGGCTGTAGGCATAAATTGGTCTGCGCACCAGCACCATG 

1079-PCCpENG_clone27_MxPp       ------GTTCTTTGTACTAGGAGGCTGTAGGCATAAATTGGTCTGCGCACCAGCACCATG 

                                                 ****************************************** 
 

1079-PCC_PCR_MluISalI           CAaCTTTTTCACCTCTGCCTAATCATCTCTTGTTCATGTCCTACTGTTCAAGCCTCCAAG 

1079-PCCpGEMT_clone11           CAACTTTTTCACCTCTGCCTAATCATCTCTTGTTCATGTCCTACTGTTCAAGCCTCCAAG 

1079-PCCpGEMT_clone11_MxPp      CAACTTTTTCACCTCTGCCTAATCATCTCTTGTTCATGTCCTACTGTTCAAGCCTCCAAG 

1079-PCCpENG-clone27            CAACTTTTTCACCTCTGCCTAATCATCTCTTGTTCATGTCCTACTGTTCAAGCCTCCAAG 

1079-PCCpENG_clone27_MxPp       CAACTTTTTCACCTCTGCCTAATCATCTCTTGTTCATGTCCTACTGTTCAAGCCTCCAAG 

                               ************************************************************ 
 

1079-PCC_PCR_MluISalI           CTGTGCCTTGGGTGGCTTTGGGGCATGGACATTGACCCTTATAAAGAATTTGGAGCTACC 

1079-PCCpGEMT_clone11           CTGTGCCTTGGGTGGCTTTGGGGCATGGACATTGACCCTTATAAAGAATTTGGAGCTACC 

1079-PCCpGEMT_clone11_MxPp      CTGTGCCTTGGGTGGCTTTGGGGCATGGACATTGACCCTTATAAAGAATTTGGAGCTACC 

1079-PCCpENG-clone27            CTGTGCCTTGGGTGGCTTTGGGGCATGGACATTGACCCTTATAAAGAATTTGGAGCTACC 

1079-PCCpENG_clone27_MxPp       CTGTGCCTTGGGTGGCTTTGGGGCATGGACATTGACCCTTATAAAGAATTTGGAGCTACC 

                               ************************************************************ 
 

1079-PCC_PCR_MluISalI           GTGGAGTTACTCTCGTTTTTGCCTTCTGACTTCTTTCCTTCAGTACGAGATCTTCTAGAT 

1079-PCCpGEMT_clone11           GTGGAGTTACTCTCGTTTTTGCCTTCTGACTTCTTTCCTTCAGTACGAGATCTTCTAGAT 

1079-PCCpGEMT_clone11_MxPp      GTGGAGTTACTCTCGTTTTTGCCTTCTGACTTCTTTCCTTCAGTACGAGATCTTCTAGAT 

1079-PCCpENG-clone27            GTGGAGTTACTCTCGTTTTTGCCTTCTGACTTCTTTCCTTCAGTACGAGATCTTCTAGAT 

1079-PCCpENG_clone27_MxPp       GTGGAGTTACTCTCGTTTTTGCCTTCTGACTTCTTTCCTTCAGTACGAGATCTTCTAGAT 

                               ************************************************************  
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1079-PCC_PCR_MluISalI           ACCGCCTCAGCTCTGTATCGGGAAGCCTTAGAGTCTCCTGAGCATTGTTCACCTCACCAT 

1079-PCCpGEMT_clone11           ACCGCCTCAGCTCTGTATCGGGAAGCCTTAGAGTCTCCTGAGCATTGTTCACCTCACCAT 

1079-PCCpGEMT_clone11_MxPp      ACCGCCTCAGCTCTGTATCGGGAAGCCTTAGAGTCTCCTGAGCATTGTTCACCTCACCAT 

1079-PCCpENG-clone27            ACCGCCTCAGCTCTGTATCGGGAAGCCTTAGAGTCTCCTGAGCATTGTTCACCTCACCAT 

1079-PCCpENG_clone27_MxPp       ACCGCCTCAGCTCTGTATCGGGAAGCCTTAGAGTCTCCTGAGCATTGTTCACCTCACCAT 

                               ************************************************************ 
 

1079-PCC_PCR_MluISalI           ACTGCACTCAGGCAAGCAATTCTTTGCTGGGGGGAACTAATGACTCTAGCTACCTGGGTG 

1079-PCCpGEMT_clone11           ACTGCACTCAGGCAAGCAATTCTTTGCTGGGGGGAACTAATGACTCTAGCTACCTGGGTG 

1079-PCCpGEMT_clone11_MxPp      ACTGCACTCAGGCAAGCAATTCTTTGCTGGGGGGAACTAATGACTCTAGCTACCTGGGTG 

1079-PCCpENG-clone27            ACTGCACTCAGGCAAGCAATTCTTTGCTGGGGGGAACTAATGACTCTAGCTACCTGGGTG 

1079-PCCpENG_clone27_MxPp       ACTGCACTCAGGCAAGCAATTCTTTGCTGGGGGGAACTAATGACTCTAGCTACCTGGGTG 

                               ************************************************************ 
 

1079-PCC_PCR_MluISalI           GGTGTTAATTTGGAAGATCCAGCATCTAGAGACCTAGTAGTCAGTTATGTCAACACTAAT 

1079-PCCpGEMT_clone11           GGTGTTAATTTGGAAGATCCAGCATCTAGAGACCTAGTAGTCAGTTATGTCAACACTAGT 

1079-PCCpGEMT_clone11_MxPp      GGTGTTAATTTGGAAGATCCAGCATCTAGAGACCTAGTAGTCAGTTATGTCAACACTAGT 

1079-PCCpENG-clone27            GGTGTTAATTTGGAAGATCCAGCATCTAGAGACCTAGTAGTCAGTTATGTCAACACTAGT 

1079-PCCpENG_clone27_MxPp       GGTGTTAATTTGGAAGATCCAGCATCTAGAGACCTAGTAGTCAGTTATGTCAACACTAGT 

                               ********************************************************** * 
 

1079-PCC_PCR_MluISalI           ATGGGCCTAAAGTTCAGACAACTCTTGTGGTTTCACATTTCTTGTCTCACTTTTGGAAGA 

1079-PCCpGEMT_clone11           ATGGGCCTAAAGTTCAGACAACTCTTGTGGTTTCACATTTCTTGTCTCACTTTTGGAAGA 

1079-PCCpGEMT_clone11_MxPp      ATGGGCCTAAAGTTCAGACAACTCTTGTGGTTTCACATTTCTTGTCTCACTTTTGGAAGA 

1079-PCCpENG-clone27            ATGGGCCTAAAGTTCAGACAACTCTTGTGGTTTCACATTTCTTGTCTCACTTTTGGAAGA 

1079-PCCpENG_clone27_MxPp       ATGGGCCTAAAGTTCAGACAACTCTTGTGGTTTCACATTTCTTGTCTCACTTTTGGAAGA 

                               ************************************************************ 
 

1079-PCC_PCR_MluISalI           GAAACAGTTATAGAGTATTTGGTGTCTTTCGGAGTGTGGATTCGCACTCCTCCAGCGTAT 

1079-PCCpGEMT_clone11           GAAACAGTTATAGAGTATTTGGTGTCTTTCGGAGTGTGGATTCGCACTCCTCCAGCGTAT 

1079-PCCpENG_clone27_MxPp       GAAACAGTTATAGAGTATTTGGTGTCTTTCGGAGTGTGGATTCGCACTCCTCCAGCGTAT 

1079-PCCpGEMT_clone11_MxPp      GAAACAGTTATAGAGTATTTGGTGTCTTTCGGAGTGTGGATTCGCACTCCTCCAGCGTAT 

1079-PCCpENG-clone27            GAAACAGTTATAGAGTATTTGGTGTCTTTCGGAGTGTGGATTCGCACTCCTCCAGCGTAT 

                               ************************************************************ 
 

1079-PCC_PCR_MluISalI           AGACCACCAAATGCCCCTATCCTATCAACACTTCCGGAGACTACTGTTGTTAGACGACGA 

1079-PCCpGEMT_clone11           AGACCACCAAATGCCCCTATCCTATCAACACTTCCGGAGACTACTGTTGTTAGACGACGA 

1079-PCCpGEMT_clone11_MxPp      AGACCACCAAATGCCCCTATCCTATCAACACTTCCGGAGACTACTGTTGTTAGACGACGA 

1079-PCCpENG-clone27            AGACCACCAAATGCCCCTATCCTATCAACACTTCCGGAGACTACTGTTGTTAGACGACGA 

1079-PCCpENG_clone27_MxPp       AGACCACCAAATGCCCCTATCCTATCAACACTTCCGGAGACTACTGTTGTTAGACGACGA 

                               ************************************************************ 
 

1079-PCC_PCR_MluISalI           GGCAGGTCCCCTAGAAGAAGAACTCCCTCGCCTCGCAGACGAAGGTCTCAATCGCCGCGT 

1079-PCCpGEMT_clone11           GGCAGGTCCCCTAGAAGAAGAACTCCCTCGCCTCGCAGACGAAGGTCTCAATCGCCGCGT 

1079-PCCpGEMT_clone11_MxPp      GGCAGGTCCCCTAGAAGAAGAACTCCCTCGCCTCGCAGACGAAGGTCTCAATCGCCGCGT 

1079-PCCpENG-clone27            GGCAGGTCCCCTAGAAGAAGAACTCCCTCGCCTCGCAGACGAAGGTCTCAATCGCCGCGT 

1079-PCCpENG_clone27_MxPp       GGCAGGTCCCCTAGAAGAAGAACTCCCTCGCCTCGCAGACGAAGGTCTCAATCGCCGCGT 

                               ************************************************************ 
 

1079-PCC_PCR_MluISalI           CGCAGAAGATCTCAATCTCGGGAATCTCAATGTTAGTATTCCTTGGACTCATAAGGTGG- 

1079-PCCpGEMT_clone11           CGCAGAAGATCTCAATCTCGGGAATCTCAATGTTAGTATTCCTTGGACTCATAAGGTGGG 

1079-PCCpGEMT_clone11_MxPp      CGCAGAAGATCTCAATCTCGGGAATCTCAATGTTAGTattCcTTggACTCATAAGGTGGG 

1079-PCCpENG-clone27           CGCAGAAGATCTCAATCTCGGGAATCTCAaTGTTAGTATT-------------------- 

1079-PCCpENG_clone27_MxPp       CGCAGAAGATCTCAATCTCGGGAATCTCAATGTTAGTATTCCTTGGACTCATAAAGTGGG 

                              ****************************************                   . 
 

1079-PCC_PCR_MluISalI           ---------------------------- 

1079-PCCpGEMT_clone11           AAACTGTCGACAAT-------------- 

1079-PCCpGEMT_clone11_MxPp      AAACTGTCGACAATCGAATTCCCGCGGC 

1079-PCCpENG-clone27            ---------------------------- 

1079-PCCpENG_clone27_MxPp       AAACTGT--------------------- 

c) Alignement construction YAP, séquence sauvage 

1079-YAP_PCR_MluISalI          ----------------GACATTGACCCTTATAAAGAATTTGGAGCTACCGTGGAGTTACT 

1079-YAPpGEMT_clone1           CGATTACGCGTGCATGGACATTGACCCTTATAAAGAATTTGGAGCTACCGTGGAGTTACT 

1079-YAPpGEMT_clone1_MxPp      CGATTACGCGTGCATGGACATTGACCCTTATAAAGAATTTGGAGCTACCGTGGAGTTACT 

1079-YAPpENG-clone6            AAGAAAcGCGTGCATGGACATTGACCCTTATAAAGAATTTGGAGCTACCGTGGAGTTACT 

1079-YAPpENG_clone6_MxPp       ------------CATGGACATTGACCCTTATAAAGAATTTGGAGCTACCGTGGAGTTACT 

                                               ******************************************** 
 

1079-YAP_PCR_MluISalI          CTCGTTTTTGCCTTCTGACTTCTTTCCTTCAGTACGAGATCTTCTAGATACCGCCTCAGC 

1079-YAPpGEMT_clone1           CTCGTTTTTGCCTTCTGACTTCTTTCCTTCAGTACGAGATCTTCTAGATACCGCCTCAGC 

1079-YAPpGEMT_clone1_MxPp      CTCGTTTTTGCCTTCTGACTTCTTTCCTTCAGTACGAGATCTTCTAGATACCGCCTCAGC 

1079-YAPpENG-clone6            CTCGTTTTTGCCTTCTGACTTCTTTCCTTCAGTACGAGATCTTCTAGATACCGCCTCAGC 

1079-YAPpENG_clone6_MxPp       CTCGTTTTTGCCTTCTGACTTCTTTCCTTCAGTACGAGATCTTCTAGATACCGCCTCAGC 

                               ************************************************************ 
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1079-YAP_PCR_MluISalI          TCTGTATCGGGAAGCCTTAGAGTCTCCTGAGCATTGTTCACCTCACCATACTGCACTCAG 

1079-YAPpGEMT_clone1           TCTGTATCGGGAAGCCTTAGAGTCTCCTGAGCATTGTTCACCTCACCATACTGCACTCAG 

1079-YAPpGEMT_clone1_MxPp      TCTGTATCGGGAAGCCTTAGAGTCTCCTGAGCATTGTTCACCTCACCATACTGCACTCAG 

1079-YAPpENG-clone6            TCTGTATCGGGAAGCCTTAGAGTCTCCTGAGCATTGTTCACCTCACCATACTGCACTCAG 

1079-YAPpENG_clone6_MxPp       TCTGTATCGGGAAGCCTTAGAGTCTCCTGAGCATTGTTCACCTCACCATACTGCACTCAG 

                               ************************************************************ 
 

1079-YAP_PCR_MluISalI          GCAAGCAATTCTTTGCTGGGGGGAACTAATGACTCTAGCTACCTGGGTGGGTGTTAATTT 

1079-YAPpGEMT_clone1           GCAAGCAATTCTTTGCTGGGGGGAACTAATGACTCTAGCTACCTGGGTGGGTGTTAATTT 

1079-YAPpGEMT_clone1_MxPp      GCAAGCAATTCTTTGCTGGGGGGAACTAATGACTCTAGCTACCTGGGTGGGTGTTAATTT 

1079-YAPpENG-clone6            GCAAGCAATTCTTTGCTGGGGGGAACTAATGACTCTAGCTACCTGGGTGGGTGTTAATTT 

1079-YAPpENG_clone6_MxPp       GCAAGCAATTCTTTGCTGGGGGGAACTAATGACTCTAGCTACCTGGGTGGGTGTTAATTT 

                               ************************************************************ 
 

1079-YAP_PCR_MluISalI          GGAAGATCCAGCATCTAGAGACCTAGTAGTCAGTTATGTCAACACTAATATGGGCCTAAA 

1079-YAPpGEMT_clone1           GGAAGATCCAGCATCTAGAGACCTAGTAGTCAGTTATGTCAACACTAATATGGGCCTAAA 

1079-YAPpGEMT_clone1_MxPp      GGAAGATCCAGCATCTAGAGACCTAGTAGTCAGTTATGTCAACACTAATATGGGCCTAAA 

1079-YAPpENG-clone6            GGAAGATCCAGCATCTAGAGACCTAGTAGTCAGTTATGTCAACACTAATATGGGCCTAAA 

1079-YAPpENG_clone6_MxPp       GGAAGATCCAGCATCTAGAGACCTAGTAGTCAGTTATGTCAACACTAATATGGGCCTAAA 

                               ************************************************************ 
 

1079-YAP_PCR_MluISalI          GTTCAGACAACTCTTGTGGTTTCACATTTCTTGTCTCACTTTTGGAAGAGAAACAGTTAT 

1079-YAPpGEMT_clone1           GTTCAGACAACTCTTGTGGTTTCACATTTCTTGTCTCACTTTTGGAAGAGAAACAGTTAT 

1079-YAPpGEMT_clone1_MxPp      GTTCAGACAACTCTTGTGGTTTCACATTTCTTGTCTCACTTTTGGAAGAGAAACAGTTAT 

1079-YAPpENG-clone6            GTTCAGACAACTCTTGTGGTTTCACATTTCTTGTCTCACTTTTGGAAGAGAAACAGTTAT 

1079-YAPpENG_clone6_MxPp       GTTCAGACAACTCTTGTGGTTTCACATTTCTTGTCTCACTTTTGGAAGAGAAACAGTTAT 

                               ************************************************************ 
 

1079-YAP_PCR_MluISalI          AGAGTATTTGGTGTCTTTCGGAGTGTGGATTCGCACTCCTCCAGCGTATAGACCACCAAA 

1079-YAPpGEMT_clone1           AGAGTATTTGGTGTCTTTCGGAGTGTGGATTCGCACTCCTCCAGCGTATAGACCACCAAA 

1079-YAPpGEMT_clone1_MxPp      AGAGTATTTGGTGTCTTTCGGAGTGTGGATTCGCACTCCTCCAGCGTATAGACCACCAAA 

1079-YAPpENG-clone6            AGAGTATTTGGTGTCTTTCGGAGTGTGGATTCGCACTCCTCCAGCGTATAGACCACCAAA 

1079-YAPpENG_clone6_MxPp       AGAGTATTTGGTGTCTTTCGGAGTGTGGATTCGCACTCCTCCAGCGTATAGACCACCAAA 

                               ************************************************************ 
 

1079-YAP_PCR_MluISalI          TGCCCCTATCCTATCAACACTTCCGGAGACTACTGTTGTTAGACGACGAGGCAGGTCCCC 

1079-YAPpGEMT_clone1           TGCCCCTATCCTATCAACACTTCCGGAGACTACTGTTGTTAGACGACGAGGCAGGTCCCC 

1079-YAPpGEMT_clone1_MxPp      TGCCCCTATCCTATCAACACTTCCGGAGACTACTGTTGTTAGACGACGAGGCAGGTCCCC 

1079-YAPpENG-clone6            TGCCCCTATCCTATCAACACTTCCGGAGACTACTGTTGTTAGACGACGAGGCAGGTCCCC 

1079-YAPpENG_clone6_MxPp       TGCCCCTATCCTATCAACACTTCCGGAGACTACTGTTGTTAGACGACGAGGCAGGTCCCC 

                               ************************************************************ 
 

1079-YAP_PCR_MluISalI          TAGAAGAAGAACTCCCTCGCCTCGCAGACGAAGGTCTCAATCGCCGCGTCGCAGAAGATC 

1079-YAPpGEMT_clone1           TAGAAGAAGAACTCCCTCGCCTCGCAGACGAAGGTCTCAATCGCCGCGTCGCAGAAGATC 

1079-YAPpGEMT_clone1_MxPp      TAGAAGAAGAACTCCCTCGCCTCGCAGACGAAGGTCTCAATCGCCGCGTCGCAGAAGATC 

1079-YAPpENG-clone6            TAGAAGAAGAACTCCCTCGCCTCGCAGACGAAGGTCTCAATCGCCGCGTCGCAGAAGATC 

1079-YAPpENG_clone6_MxPp       TAGAAGAAGAACTCCCTCGCCTCGCAGACGAAGGTCTCAATCGCCGCGTCGCAGAAGATC 

                               ************************************************************ 
 

1079-YAP_PCR_MluISalI          TCAATCTCGGGAATCTCAATGTTAGTATTCCTTGGACTCATAAG---------------- 

1079-YAPpGEMT_clone1           TCAATCTCGGGAATCTCAATGTTAGTATTCCTTGGACTCATAAGGTGGGAAACTGTCGAC 

1079-YAPpGEMT_clone1_MxPp      TCAATCTCGGGAATCTCAATGTTAGTATTCCTTGGACTCATAAGGTGGGAAACTGTCGAC 

1079-YAPpENG-clone6            TCAATCTCGGGAATCTCAATGTTAGTATTCCTTGGACTCATAAGGTGGGAAACTGTCGAC 

1079-YAPpENG_clone6_MxPp       TCAATCTCGGGAATCTCAATGTTAGTATTCCTTGGACTCATAAGGTGGGAAACTGT---- 

                               *********************************************                

d) Alignement construction CIF, séquence mutée 

TOL-CIF_PCR_MluISalI            -----------------------------------TACTTCAAAGACTGTGTGTTTAAAG 

TOL-CIF_pGEMT_clone66_MxPp      YGGGCGACCGCGGGAATTCGATTACGCGTGAGGCATACTTCAAAGACTGTGTGTTTAAAG 

TOL-CIF_pGEMT_clone66           ------------GCGGATCGATTACGCGTGAGGCATACTTCAAAGACTGTGTGTTTAAAG 

TOL-CIF_pENG_clone19            --------------------------CGTGAGGCATACTTCAAAGACTGTGTGTTTAAAG 

TOL-CIF_pENG_clone19_MxPp       --------------------------CGTGAGGCATACTTCAAAGACTGTGTGTTTAAAG 

                                                                  ************************* 
 

TOL-CIF_PCR_MluISalI            ACTGGGAGGAGTTTGGGGAGGAGAYTAGGTTAATGATYTWTGTATTAGGAGGCTGTAGGC 

TOL-CIF_pGEMT_clone66_MxPp      ACTGGGAGGAGTTTGGGGAGGAGACTAGGTTAATGATTTATGTATTAGGAGGCTGTAGGC 

TOL-CIF_pGEMT_clone66           ACTGGGAGGAGTTTGGGGAGGAGACTAGGTTAATGATTTATGTATTAGGAGGCTGTAGGC 

TOL-CIF_pENG_clone19            ACTGGGAGGAGTTTGGGGAGGAGACTAGGTTAATGATTTATGTATTAGGAGGCTGTAGGC 

TOL-CIF_pENG_clone19_MxPp       ACTGGGAGGAGTTTGGGGAGGAGACTAGGTTAATGATTTATGTATTAGGAGGCTGTAGGC 

                                ************************ ************ * ******************** 
 

TOL-CIF_PCR_MluISalI            ATAAATTGGTCTGCGCACCATCWTCATGCAACTTTTTCACCTCTGCCTAATCATCTCTTG 

TOL-CIF_pGEMT_clone66_MxPp      ATAAATTGGTCTGCGCACCATCATCATGCAACTTTTTCACCTCTGCCTAATCATCTCTTG 

TOL-CIF_pGEMT_clone66           ATAAATTGGTCTGCGCACCATCATCATGCAACTTTTTCACCTCTGCCTAATCATCTCTTG 

TOL-CIF_pENG_clone19            ATAAATTGGTCTGCGCACCATCATCATGCAACTTTTTCACCTCTGCCTAATCATCTCTTG 

TOL-CIF_pENG_clone19_MxPp       ATAAATTGGTCTGCGCACCATCATCATGCAACTTTTTCACCTCTGCCTAATCATCTCTTG 

                               ********************** ************************************* 
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TOL-CIF_PCR_MluISalI            TWCATGTCCCACTYTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTGGCTTTGGGRCATGGACAT 

TOL-CIF_pGEMT_clone66_MxPp      TACATGTCCCACTTTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTGGCTTTGGGACATGGACAT 

TOL-CIF_pGEMT_clone66           TACATGTCCCACTTTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTGGCTTTGGGACATGGACAT 

TOL-CIF_pENG_clone19            TACATGTCCCACTTTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTGGCTTTGGGACATGGACAT 

TOL-CIF_pENG_clone19_MxPp       TACATGTCCCACTTTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTGGCTTTGGGACATGGACAT 

                                * *********** ************************************ ********* 
 

TOL-CIF_PCR_MluISalI            TGACCCTTATAAAGAATTTGGAGCTACTGTGGAGTTACTCTCATTTTTGCCTKBTGACTT 

TOL-CIF_pGEMT_clone66_MxPp      TGACCCTTATAAAGAATTTGGAGCTACTGTGGAGTTACTCTCATTTTTGCCTTCTGACTT 

TOL-CIF_pGEMT_clone66           TGACCCTTATAAAGAATTTGGAGCTACTGTGGAGTTACTCTCATTTTTGCCTTCTGACTT 

TOL-CIF_pENG_clone19            TGACCCTTATAAAGAATTTGGAGCTACTGTGGAGTTACTCTCATTTTTGCCTTCTGACTT 

TOL-CIF_pENG_clone19_MxPp       TGACCCTTATAAAGAATTTGGAGCTACTGTGGAGTTACTCTCATTTTTGCCTTCTGACTT 

                                ****************************************************  ****** 
 

TOL-CIF_PCR_MluISalI            CTATCCTWMCGTCCGAGATCTCCTAGATACCGCCTCAGCTCTATATCGGGAAGCTCTTGA 

TOL-CIF_pGEMT_clone66_MxPp      CTATCCTAACGTCCGAGATCTCCTAGGTACCGCCTCAGCTCTATATCGGGAAGCTCTTGA 

TOL-CIF_pGEMT_clone66           CTATCCTAACGTCCGAGATCTCCTAGGTACCGCCTCAGCTCTATATCGGGAAGCTCTTGA 

TOL-CIF_pENG_clone19            CTATCCTAACGTCCGAGATCTCCTAGGTACCGCCTCAGCTCTATATCGGGAAGCTCTTGA 

TOL-CIF_pENG_clone19_MxPp       CTATCCTAACGTCCGAGATCTCCTAGGTACCGCCTCAGCTCTATATCGGGAAGCTCTTGA 

                                *******  ***************** ********************************* 
 

TOL-CIF_PCR_MluISalI            GTCTCCTGAGCATTGTWCACCTCACCATACAGCAMTCAGGCAAGCCATTCTCTGCTGGGG 

TOL-CIF_pGEMT_clone66_MxPp      GTCTCCTGAGCATTGTTCACCTCACCATACAGCAATCAGGCAAGCCATTCTCTGCTGGGG 

TOL-CIF_pGEMT_clone66           GTCTCCTGAGCATTGTTCACCTCACCATACAGCAATCAGGCAAGCCATTCTCTGCTGGGG 

TOL-CIF_pENG_clone19            GTCTCCTGAGCATTGTTCACCTCACCATACAGCAATCAGGCAAGCCATTCTCTGCTGGGG 

TOL-CIF_pENG_clone19_MxPp       GTCTCCTGAGCATTGTTCACCTCACCATACAGCAATCAGGCAAGCCATTCTCTGCTGGGG 

                                **************** ***************** ************************* 
 

TOL-CIF_PCR_MluISalI            GGAGTTAATGWCTCTAGCCACCTGGGTGGGCAATAATTTGCAAGATCCAGCATCCAGGGA 

TOL-CIF_pGEMT_clone66_MxPp      GGAGTTAATGTCTCTAGCCACCTGGGTGGGCAATAATTTGCAAGATCCAGCATCCAGGGA 

TOL-CIF_pGEMT_clone66           GGAGTTAATGTCTCTAGCCACCTGGGTGGGCAATAATTTGCAAGATCCAGCATCCAGGGA 

TOL-CIF_pENG_clone19            GGAGTTAATGTCTCTAGCCACCTGGGTGGGCAATAATTTGCAAGATCCAGCATCCAGGGA 

TOL-CIF_pENG_clone19_MxPp       GGAGTTAATGTCTCTAGCCACCTGGGTGGGCAATAATTTGCAAGATCCAGCATCCAGGGA 

                               ********** ************************************************* 
 

TOL-CIF_PCR_MluISalI            TCTAGTAGTCAATTATGTTAATACTAATATGGGCCTAAAGATMAGGCAACTATTGTGGTT 

TOL-CIF_pGEMT_clone66_MxPp      TCTAGTAGTCAATTATGTTAATACTAATATGGGCCTAAAGATCAGGCAACTATTGTGGTT 

TOL-CIF_pGEMT_clone66           TCTAGTAGTCAATTATGTTAATACTAATATGGGCCTAAAGATCAGGCAACTATTGTGGTT 

TOL-CIF_pENG_clone19            TCTAGTAGTCAATTATGTTAATACTAATATGGGCCTAAAGATCAGGCAACTATTGTGGTT 

TOL-CIF_pENG_clone19_MxPp       TCTAGTAGTCAATTATGTTAATACTAATATGGGCCTAAAGATCAGGCAACTATTGTGGTT 

                               ****************************************** ***************** 
 

TOL-CIF_PCR_MluISalI            CCATATTTCTTGCCTTACTTTTGGGAGAGAAACTGTACTTGAGTATTTGGTTTCTTTCGG 

TOL-CIF_pGEMT_clone66_MxPp      CCATATTTCTTGCCTTACTTTTGGGAGAGAAACTGTACTTGAGTATTTGGTTTCTTTCGG 

TOL-CIF_pGEMT_clone66           CCATATTTCTTGCCTTACTTTTGGGAGAGAAACTGTACTTGAGTATTTGGTTTCTTTCGG 

TOL-CIF_pENG_clone19            CCATATTTCTTGCCTTACTTTTGGGAGAGAAACTGTACTTGAGTATTTGGTTTCTTTCGG 

TOL-CIF_pENG_clone19_MxPp       CCATATTTCTTGCCTTACTTTTGGGAGAGAAACTGTACTTGAGTATTTGGTTTCTTTCGG 

                               ************************************************************ 
 

TOL-CIF_PCR_MluISalI            AGTGTGGATTCGCACTCCTCCCGCCTATAGACCACCAAATGCCCCTATCTTATCAACACT 

TOL-CIF_pGEMT_clone66_MxPp      AGTGTGGATTCGCACTCCTCCCGCCTATAGACCACCAAATGCCCCTATCTTATCAACACT 

TOL-CIF_pGEMT_clone66           AGTGTGGATTCGCACTCCTCCCGCCTATAGACCACCAAATGCCCCTATCTTATCAACACT 

TOL-CIF_pENG_clone19            AGTGTGGATTCGCACTCCTCCCGCCTATAGACCACCAAATGCCCCTATCTTATCAACACT 

TOL-CIF_pENG_clone19_MxPp       AGTGTGGATTCGCACTCCTCCCGCCTATAGACCACCAAATGCCCCTATCTTATCAACACT 

                               ************************************************************ 
 

TOL-CIF_PCR_MluISalI            TCCGGAAACTACTGTTGTTAGACGACGAGGCAGGTCCCCTAGAAGAAGAACTCCCTCGCC 

TOL-CIF_pGEMT_clone66_MxPp      TCCGGAAACTACTGTTGTTAGACGACGAGGCAGGTCCCCTAGAAGAAGAACTCCCTCGCC 

TOL-CIF_pGEMT_clone66           TCCGGAAACTACTGTTGTTAGACGACGAGGCAGGTCCCCTAGAAGAAGAACTCCCTCGCC 

TOL-CIF_pENG_clone19            TCCGGAAACTACTGTTGTTAGACGACGAGGCAGGTCCCCTAGAAGAAGAACTCCCTCGCC 

TOL-CIF_pENG_clone19_MxPp       TCCGGAAACTACTGTTGTTAGACGACGAGGCAGGTCCCCTAGAAGAAGAACTCCCTCGCC 

                               ************************************************************ 
 

TOL-CIF_PCR_MluISalI            TCGCAGACGAAGATCTCAATCGCCGCGTCGCAGAAGATCTCAATCTCGGGGATCTCAATG 

TOL-CIF_pGEMT_clone66_MxPp      TCGCAGACGAAGATCTCAATCGCCGCGTCGCAGAAGATCTCAATCTCGGGGATCTCAATG 

TOL-CIF_pGEMT_clone66           TCGCAGACGAAGATCTCAATCGCCGCGTCGCAGAAGATCTCAATCTCGGGGATCTCAATG 

TOL-CIF_pENG_clone19            TCGCAGACGAAGATCTCAATCGCCGCGTCGCAGAAGATCTCAATCTCGGGGATCTCAATG 

TOL-CIF_pENG_clone19_MxPp       TCGCAGACGAAGATCTCAATCGCCGCGTCGCAGAaGATCTCAATCTCGGGGATCTCAATG 

                               ************************************************************ 
 

TOL-CIF_PCR_MluISalI            TTAGTATTCCTTGGACTCATA-------------------------------------- 

TOL-CIF_pGEMT_clone66_MxPp      TTAGTATTCCTTGGACTCATAAGGTGGGAAACTGTCGACA------------------- 

TOL-CIF_pGEMT_clone66           TTAGTATTCCTTGGACTCATAAGGTGGGAAACTGTCGACAT------------------ 

TOL-CIF_pENG_clone19            TTAGTATTCCTTGGACTCATAAGGTGGGAAACTGTCGACATCAACCTCTGGATTACAAA 

TOL-CIF_pENG_clone19_MxPp       TTAGTATTCCTTGGACTCATAAGgTGGGAAACTGTCGA--------------------- 

                                ********** * *       *                                       
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e) Alignement construction PCC, séquence mutée 

TOL-PCC_PCR_MluISalI            --------------------------------TAGGAGGCTGTAGGCATAAATTGGTCTG 

TOL-PCC_pGEMT_clone10           GCCGCGGGAATTCGATTACGCGTTCtTTGTACTAGGAGGCTGTAGGCATAAATTGGTCTG 

TOL-PCC_pGEMT_clone10_MxPp      ----------------TACGCGTTCTTTGTACTAGGAGGCTGTAGGCATAAATTGGTCTG 

TOL-PCC_pENG-clone14            ---------------------GTTCTTTGTACTAGGAGGCTGTAGGCATAAATTGGTCTG 

TOL-PCC_pENG_clone14_MxP        ---------------------GTTCTTTGTACTAGGAGGCTGTAGGCATAAATTGGTCTG 

                                                               **************************** 
 

TOL-PCC_PCR_MluISalI            CGCACCATCWTCATGCAACTTTTTCACCTCTGCCTAATCATCTCTTGTWCATGTCCCACT 

TOL-PCC_pGEMT_clone10           CGCACCATCTTCATGCAACTTTTTCACCTCTGCCTAATCATCTCTTGTTCATGTCCCACT 

TOL-PCC_pGEMT_clone10_MxPp      CGCACCATCTTCATGCAACTTTTTCACCTCTGCCTAATCATCTCTTGTTCATGTCCCACT 

TOL-PCC_pENG-clone14            CGCACCATCTTCATGCAACTTTTTCACCTCTGCCTAATCATCTCTTGTTCATGTCCCACT 

TOL-PCC_pENG_clone14_MxP        CGCACCATCTTCATGCAACTTTTTCACCTCTGCCTAATCATCTCTTGTTCATGTCCCACT 

                                ********* ************************************** *********** 
 

TOL-PCC_PCR_MluISalI            CTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTGGCTTTGGGRCATGGACATTGACCCTTATAAA 

TOL-PCC_pGEMT_clone10           CTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTGGCTTTGGGACATGGACATTGACCCTTATAAA 

TOL-PCC_pGEMT_clone10_MxPp      CTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTGGCTTTGGGACATGGACATTGACCCTTATAAA 

TOL-PCC_pENG-clone14            CTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTGGCTTTGGGACATGGACATTGACCCTTATAAA 

TOL-PCC_pENG_clone14_MxP        CTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTGGCTTTGGGACATGGACATTGACCCTTATAAA 

                               ************************************* ********************** 
 

TOL-PCC_PCR_MluISalI            GAATTTGGAGCTACTGTGGAGTTACTCTCATTTTTGCCTKCTGACTTCTATCCTWMCGTC 

TOL-PCC_pGEMT_clone10           GAATTTGGAGCTACTGTGGAGTTACTCTCATTTTTGCCTTCTGACTTCTATCCTAACGTC 

TOL-PCC_pGEMT_clone10_MxPp      GAATTTGGAGCTACTGTGGAGTTACTCTCATTTTTGCCTTCTGACTTCTATCCTAACGTC 

TOL-PCC_pENG-clone14            GAATTTGGAGCTACTGTGGAGTTACTCTCATTTTTGCCTTCTGACTTCTATCCTAACGTC 

TOL-PCC_pENG_clone14_MxP        GAATTTGGAGCTACTGTGGAGTTACTCTCATTTTTGCCTTCTGACTTCTATCCTAACGTC 

                                *************************************** **************  **** 
 

TOL-PCC_PCR_MluISalI            CGAGATCTCCTAGATACCGCCTCAGCTCTATATCGGGAAGCTCTTGAGTCTCCTGAGCAT 

TOL-PCC_pGEMT_clone10           CGAGATCTCCTAGATACCGCCTCAGCTCTATATCGGGAAGCTCTTGAGTCTCCTGAGCAT 

TOL-PCC_pGEMT_clone10_MxPp      CGAGATCTCCTAGATACCGCCTCAGCTCTATATCGGGAAGCTCTTGAGTCTCCTGAGCAT 

TOL-PCC_pENG-clone14            CGAGATCTCCTAGATACCGCCTCAGCTCTATATCGGGAAGCTCTTGAGTCTCCTGAGCAT 

TOL-PCC_pENG_clone14_MxP        CGAGATCTCCTAGATACCGCCTCAGCTCTATATCGGGAAGCTCTTGAGTCTCCTGAGCAT 

                               ************************************************************ 
 

TOL-PCC_PCR_MluISalI            TGTTCACCTCACCATACAGCAMTCAGGCAAGCCATTCTCTGCTGGGGGGAGTTAATGWCT 

TOL-PCC_pGEMT_clone10           TGTTCACCTCACCATACAGCAATCAGGCAAGCCATTCTCTGCTGGGGGGAGTTAATGACT 

TOL-PCC_pGEMT_clone10_MxPp      TGTTCACCTCACCATACAGCAATCAGGCAAGCCATTCTCTGCTGGGGGGAGTTAATGACT 

TOL-PCC_pENG-clone14            TGTTCACCTCACCATACAGCAATCAGGCAAGCCATTCTCTGCTGGGGGGAGTTAATGACT 

TOL-PCC_pENG_clone14_MxP        TGTTCACCTCACCATACAGCAATCAGGCAAGCCATTCTCTGCTGGGGGGAGTTAATGACT 

                                ********************* *********************************** ** 
 

TOL-PCC_PCR_MluISalI            CTAGCCACCTGGGTGGGCAATAATTTGCAAGATCCAGCATCCAGGGATCTAGTAGTCAAT 

TOL-PCC_pGEMT_clone10           CTAGCCACCTGGGTGGGCAATAATTTGCAAGATCCAGCATCCAGGGATCTAGTAGTCAAT 

TOL-PCC_pGEMT_clone10_MxPp      CTAGCCACCTGGGTGGGCAATAATTTGCAAGATCCAGCATCCAGGGATCTAGTAGTCAAT 

TOL-PCC_pENG-clone14            CTAGCCACCTGggTGGGCAATAATTTGCAAGATCCAGCATCCAGGGATCTAGTAGTCAAT 

TOL-PCC_pENG_clone14_MxP        CTAGCCACCTGGGTGGGCAATAATTTGCAAGATCCAGCATCCAGGGATCTAGTAGTCAAT 

                               ************************************************************ 
 

TOL-PCC_PCR_MluISalI            TATGTTAATACTAATATGGGCCTAAAGATCAGGCAACTATTGTGGTTCCATATTTCTTGC 

TOL-PCC_pGEMT_clone10           TATGTTAATACTAATATGGGCCTAAAGATAAGGCAACTATTGTGGTTCCATATTTCTTGC 

TOL-PCC_pGEMT_clone10_MxPp      TATGTTAATACTAATATGGGCCTAAAGATaAGGCAACTATTGTGGTTCCATATTTCTTGC 

TOL-PCC_pENG-clone14            TATGTTAATACTAATATGGGCCTAAAGATAAGGCAACTATTGTGGTTCCATATTTCTTGC 

TOL-PCC_pENG_clone14_MxP        TATGTTAATACTAATATGGGCCTAAAGATAAGGCAACTATTGTGGTTCCATATTTCTTGC 

                               ***************************** ****************************** 
 

TOL-PCC_PCR_MluISalI            CTTACTTTTGGGAGAGAAACTGTACTTGAGTATTTGGTTTCTTTCGGAGTGTGGATTCGC 

TOL-PCC_pGEMT_clone10           CTTACTTTTGGGAGAGAAACTGTACTTGAGTATTTGGTTTCTTTCGGAGTGTGGATTCGC 

TOL-PCC_pGEMT_clone10_MxPp      CTTACTTTTGGGAGAGAAACTGTACTTGAGTATTTGGTTTCTTTCGGAGTGTGGATTCGC 

TOL-PCC_pENG-clone14            CTTACTTTTGGGAGAGAAACTGTACTTGAGTATTTGGTTTCTTTCGGAGTGTGGATTCGC 

TOL-PCC_pENG_clone14_MxP        CTTACTTTTGGGAGAGAAACTGTACTTGAGTATTTGGTTTCTTTCGGAGTGTGGATTCGC 

                               ************************************************************ 
 

TOL-PCC_PCR_MluISalI            ACTCCTCCCGCCTATAGACCACCAAATGCCCCTATCTTATCAACACTTCCGGAAACTACT 

TOL-PCC_pGEMT_clone10           ACTCCTCCCGCCTATAGACCACCAAATGCCCCTATCTTATCAACACTTCCGGAAACTACT 

TOL-PCC_pGEMT_clone10_MxPp      ACTCCTCCCGCCTATAGACCACCAAATGCCCCTATCTTATCAACACTTCCGGAAACTACT 

TOL-PCC_pENG-clone14            ACTCCTCCCGCCTATAGACCACCAAATGCCCCTATCTTATCAACACTTCCGGAAACTACT 

TOL-PCC_pENG_clone14_MxP        ACTCCTCCCGCCTATAGACCACCAAATGCCCCTATCTTATCAACACTTCCGGAAACTACT 

                               ************************************************************ 
 

TOL-PCC_PCR_MluISalI            GTTGTTAGACGACGAGGCAGGTCCCCTAGAAGAAGAACTCCCTCGCCTCGCAGACGAAGA 

TOL-PCC_pGEMT_clone10           GTTGTTAGACGACGAGGCAGGTCCCCTAGAAGAAGAACTCCCTCGCCTCGCAGACGAAGA 

TOL-PCC_pGEMT_clone10_MxPp      GTTGTTAGACGACGAGGCAGGTCCCCTAGAAGAAGAACTCCCTCGCCTCGCAGACGAAGA 

TOL-PCC_pENG-clone14            GTTGTTAGACGACGAGGCAGGTCCCCTAGAAGAAGAACTCCCTCGCCTCGCAGACGAAGA 

TOL-PCC_pENG_clone14_MxP        GTTGTTAGACGACGAGGCAGGTCCCCTAGAAGAAGAACTCCCTCGCCTCGCAGACGAAGA 

                               ************************************************************ 
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TOL-PCC_PCR_MluISalI            TCTCAATCGCCGCGTCGCAGAAGATCTCAATCTCGGGGATCTCAATGTTAGTATTCCTTG 

TOL-PCC_pGEMT_clone10           TCTCAATCGCCGCGTCGCAGAAGATCTCAATCTCGGGGATCTCAATGTTAGTATTCCTTG 

TOL-PCC_pGEMT_clone10_MxPp      TCTCAATCGCCGCGTCGCAGAAGATCTCAATCTCGGGGATCTCAATGTTAGTATTCCTTG 

TOL-PCC_pENG-clone14            TCTCAATCGCCGCGTCGCAGAAGATCTCAATCTCGGGGATCTCAATGTTAGTATTCCTTG 

TOL-PCC_pENG_clone14_MxP        TCTCAATCGCCGCGTCGCAGAAGATCTCAATCTCGGGGATCTCAATGTTAGTATTCCTTG 

                               ************************************************************ 
 

TOL-PCC_PCR_MluISalI            GACTCATAAGG------------------------------------------ 

TOL-PCC_pGEMT_clone10           GACTCATAAGGTGGGAAACTGTCTACAATCACTAGTGAATTCGCGGC------ 

TOL-PCC_pGEMT_clone10_MxPp      GACTCATAAGGTGGGAAACTGTCGACAATCACTAGTGAATTCGCGGCCGCCTG 

TOL-PCC_pENG-clone14            GACTCATAAGGTGGGAAACTGT------------------------------- 

TOL-PCC_pENG_clone14_MxP        GACTCATAAgGTGGGAAACTGTCGA---------------------------- 

                                ***********               

f) Alignement construction YAP, séquence mutée 

TOL-YAP_PCR_MluISalI           -------------------------KGACATTGACCCTTATAAAGAATTTGGAGCTACTG 

TOL-YAP_pGEMT_clone5           CCGCGGGATTCGATTACGCGTGCATGGACATTGACCCTTATAAAGAATTTGGAGCTACTG 

TOL-YAP_pGEMT_clone5_MxPp      ---------------ACGCGTGCATGGACATTGACCCTTATAAAGAATTTGGAGCTACTG 

TOL-YAP_pENG_clone5            ----------------------CATGGACATTGACCCTTATAAAGAATTTGGAGCTACTG 

TOL-YAP_pENG_clone5_MxPp       ----------------------CATGGACATTGACCCTTATAAAGAATTTGGAGCTACTG 

                                                         ********************************** 
 

TOL-YAP_PCR_MluISalI           TGGAGTTACTCTCATTTTTGCCTKKTGACTTCTATCCTTCCGTCCGAGATCTCCTAGATA 

TOL-YAP_pGEMT_clone5           TGGAGTTACTCTCATTTTTGCCTGGTGACTTCTATCCTTCCGTCCGAGATCTCCTAGATA 

TOL-YAP_pGEMT_clone5_MxPp      TGGAGTTACTCTCATTTTTGCCTGGTGACTTCTATCCTTCCGTCCGAGATCTCCTAGATA 

TOL-YAP_pENG_clone5            TGGAGTTACTCTCATTTTTGCCTGGTGACTTCTATCCTTCCGTCCGAGATCTCCTAGATA 

TOL-YAP_pENG_clone5_MxPp       TGGAGTTACTCTCATTTTTGCCTGGTGACTTCTATCCTTCCGTCCGAGATCTCCTAGATA 

                               ***********************  *********************************** 
 

TOL-YAP_PCR_MluISalI           CCGCCTCAGCTCTATATCGGGAAGCTCTTGAGTCTCCTGAGCATTGTWCACCTCACCATA 

TOL-YAP_pGEMT_clone5           CCGCCTCAGCTCTATATCGGGAAGCTCTTGAGTCTCCTGAGCATTGTACACCTCACCATA 

TOL-YAP_pGEMT_clone5_MxPp      CCGCCTCAGCTCTATATCGGGAAGCTCTTGAGTCTCCTGAGCATTGTACACCTCACCATA 

TOL-YAP_pENG_clone5            CCGCCTCAGCTCTATATCGGGAAGCTCTTGAGTCTCCTGAGCATTGTACACCTCACCATA 

TOL-YAP_pENG_clone5_MxPp       CCGCCTCAGCTCTATATCGGGAAGCTCTTGAGTCTCCTGAGCATTGTACACCTCACCATA 

                               *********************************************** ************ 
 

TOL-YAP_PCR_MluISalI           CAGCAMTCAGGCAAGCCATTCTCTGCTGGGGGGAGTTAATGWCTCTAGCCACCTGGGTGG 

TOL-YAP_pGEMT_clone5           CAGCACTCAGGCAAGCCATTCTCTGCTGGGGGGAGTTAATGACTCTAGCCACCTGGGTGG 

TOL-YAP_pGEMT_clone5_MxPp      CAGCACTCAGGCAAGCCATTCTCTGCTGGGGGGAGTTAATGACTCTAGCCACCTGGGTGG 

TOL-YAP_pENG_clone5            CAGCACTCAGGCAAGCCATTCTCTGCTGGGGGGAGTTAATGACTCTAGCCACCTGGGTGG 

TOL-YAP_pENG_clone5_MxPp       CAGCACTCAGGCAAGCCATTCTCTGCTGGGGGGAGTTAATGACTCTAGCCACCTGGGTGG 

                               ***** *********************************** ****************** 
 

TOL-YAP_PCR_MluISalI           GCAATAATTTGCAAGATCCAGCATCCAGGGATCTAGTAGTCAATTATGTTAATACTAATA 

TOL-YAP_pGEMT_clone5           GCAATAATTTGCAAGATCCAGCATCCAGGGATCTAGTAGTCAATTATGTTAATACTAATA 

TOL-YAP_pGEMT_clone5_MxPp      GCAATAATTTGCAAGATCCAGCATCCAGGGATCTAGTAGTCAATTATGTTAATACTAATA 

TOL-YAP_pENG_clone5            GCAATAATTTGCAAGATCCAGCATCCAGGGATCTAGTAGTCAATTATGTTAATACTAATA 

TOL-YAP_pENG_clone5_MxPp       GCAATAATTTGCAAGATCCAGCATCCAGGGATCTAGTAGTCAATTATGTTAATACTAATA 

                               ************************************************************ 
 

TOL-YAP_PCR_MluISalI           TGGGCCTAAAGATMAGGCAACTATTGTGGTTCCATATTTCTTGCCTTACTTTTGGGAGAG 

TOL-YAP_pGEMT_clone5           TGGGCCTAAAGATCAGGCAACTATTGTGGTTCCATATTTCTTGCCTTACTTTTGGGAGAG 

TOL-YAP_pGEMT_clone5_MxPp      TGGGCCTAAAGATCAGGCAACTATTGTGGTTCCATATTTCTTGCCTTACTTTTGGGAGAG 

TOL-YAP_pENG_clone5            TGGGCCTAAAGATCAGGCAACTATTGTGGTTCCATATTTCTTGCCTTACTTTTGGGAGAG 

TOL-YAP_pENG_clone5_MxPp       TGGGCCTAAAGATCAGGCAACTATTGTGGTTCCATATTTCTTGCCTTACTTTTGGGAGAG 

                               ************* ********************************************** 
 

TOL-YAP_PCR_MluISalI           AAACTGTACTTGAGTATTTGGTTTCTTTCGGAGTGTGGATTCGCACTCCTCCCGCCTATA 

TOL-YAP_pGEMT_clone5           AAACTGTACTTGAGTATTTGGTTTCTTTCGGAGTGTGGATTCGCACTCCTCCCGCCTATA 

TOL-YAP_pGEMT_clone5_MxPp      AAACTGTACTTGAGTATTTGGTTTCTTTCGGAGTGTGGATTCGCACTCCTCCCGCCTATA 

TOL-YAP_pENG_clone5            AAACTGTACTTGAGTATTTGGTTTCTTTCGGAGTGTGGATTCGCACTCCTCCCGCCTATA 

TOL-YAP_pENG_clone5_MxPp       AAACTGTACTTGAGTATTTGGTTTCTTTCGGAGTGTGGATTCGCACTCCTCCCGCCTATA 

                               ************************************************************ 
 

TOL-YAP_PCR_MluISalI           GACCACCAAATGCCCCTATCTTATCAACACTTCCGGAAACTACTGTTGTTAGACGACGAG 

TOL-YAP_pGEMT_clone5           GACCACCAAATGCCCCTATCTTATCAACACTTCCGGAAACTACTGTTGTTAGACGACGAG 

TOL-YAP_pGEMT_clone5_MxPp      GACCACCAAATGCCCCTATCTTATCAACACTTCCGGAAACTACTGTTGTTAGACGACGAG 

TOL-YAP_pENG_clone5            GACCACCAAATGCCCCTATCTTATCAACACTTCCGGAAACTACTGTTGTTAGACGACGAG 

TOL-YAP_pENG_clone5_MxPp       GACCACCAAATGCCCCTATCTTATCAACACTTCCGGAAACTACTGTTGTTAGACGACGAG 

                               ************************************************************ 
 

TOL-YAP_PCR_MluISalI           GCAGGTCCCCTAGAAGAAGAACTCCCTCGCCTCGCAGACGAAGATCTCAATCGCCGCGTC 

TOL-YAP_pGEMT_clone5           GCAGGTCCCCTAGAAGAAGAACTCCCTCGCCTCGCAGACGAAGATCTCAATCGCCGCGTC 

TOL-YAP_pGEMT_clone5_MxPp      GCAGGTCCCCTAGAAGAAGAACTCCCTCGCCTCGCAGACGAAGATCTCAATCGCCGCGTC 

TOL-YAP_pENG_clone5            GCAGGTCCCCTAGAAGAAGAACTCCCTCGCCTCGCAGACGAAGATCTCAATCGCCGCGTC 

TOL-YAP_pENG_clone5_MxPp       GCAGGTCCCCTAGAAGAAGAACTCCCTCGCCTCGCAGACGAAGATCTCAATCGCCGCGTC 

                               ************************************************************ 
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TOL-YAP_PCR_MluISalI           GCAGAAGATCTCAATCTCGGGGATCTCAATGTTAGTATTCCTTGGACTCRTAAGGTGGGA 

TOL-YAP_pGEMT_clone5           GCAGAAGATCTCAATCTCGGGGATCTCAATGTTAGTATTCCTTGGACTCATAAGGTGGGA 

TOL-YAP_pGEMT_clone5_MxPp      GCAGAAGATCTCAATCTCGGGGATCTCAATGTTAGTATTCCTTGGACTCATAAGGTGGGA 

TOL-YAP_pENG_clone5            GCAGAAGATCTCAATCTCGGGGATCTCAATGTTAGTATTCCTTGGACTCATAAGGTGGGA 

TOL-YAP_pENG_clone5_MxPp       GCAGAAGATCTCAATCTCGGGGATCTCAATGTTAGTATTCCTTGGACTCATAAGGTGGGA 

                               ************************************************* ********** 
 

TOL-YAP_PCR_MluISalI           AA-------------------------------------------------- 

TOL-YAP_pGEMT_clone5           AACTGTCGACAATCACTAGTGAATTCGCGGCCGCCTGCAGGTCGACCATATG 

TOL-YAP_pGEMT_clone5_MxPp      AACTGTCGAC------------------------------------------ 

TOL-YAP_pENG_clone5            AACTGT---------------------------------------------- 

TOL-YAP_pENG_clone5_MxPp       AACTGT---------------------------------------------- 

                               **                                                   

4.3.3. Titrage des surnageants viraux 

a) Quantification de l’antigène 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 l’efficacité de transduction, puisqu’il mesure à la fois les particules lentivirales 

fonctionnelles et non fonctionnelles. Le nombre de particules virales est calculé selon 

l’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 transgène. 

 

Tableau 8 : Résultats des mesures de l’Ag p24 sur les surnageants viraux. 

La quantification de l’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 à 2000 protéines 

p24/virus. PV = particules virales. 
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b) Quantification de l’ARN viral 

Afin de vérifier la pertinence du titre Ag p24, nous avons quantifié l’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 l’ARN sur les surnageants viraux. 

La quantification du génome lentiviral est réalisée par RT-qPCR en comparant les Ct obtenus avec une gamme 

externe. Les amorces ciblent des régions PBS/Ψ 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. 

 

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 Morphogénèse et Antigénicité du VIH et des virus des hépatites (MAVIVH) à Tours (Dr 

Catherine Gaudy-Graffin) et le laboratoire du Centre d'Immunologie et des Maladies 

Infectieuses (CIMI) à Paris (Pr François Lemoine). Ces différents échanges nous ont permis 

de maîtriser 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’à 120 fois. Concernant la 

culture cellulaire, les conseils avisés de l’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 l’Ag p24 du VIH-1 exprimé 

à la surface des particules, et par RT-qPCR pour quantifier le génome viral. Chacune de ces 

données permet l’estimation du titre non fonctionnel. En effet, aucune de ces deux méthodes 

ne peut vraiment prédire l’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 façon 

efficace les cellules cibles afin d’étudier le rôle 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 être obtenu en quantifiant l’ADN intégré dans le génome 

cellulaire suite à la transduction de cellules HEK 293T, comme nous l’avons décrit pour les 

transgènes qui ne sont pas détectables directement par cytométrie en flux. La quantification 

de l’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 à la 

quantification de l’Agp24 ou de l’ARN viral. 

 

Grâce à 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 à 2,4 environ, calculée à partir des données de cytométrie en flux après 

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 à 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 l’ADN intégré dans les suspensions 

cellulaires. Une première transduction par les particules lentivirales portant la séquence PCC 

sauvage a été réalisée en cellules HepaRG. L’expression de l’AgHBe a été vérifiée par 

détection semi-quantitative de la protéine par ELISA, ce qui confirme le caractère 

fonctionnel de nos particules lentivirales à 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 être 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 rôles 

respectifs des protéines HBe et HBc du VHB dans le développement de la fibrose hépatique. 

D’autre part, nous pensons que l’utilisation de la protéine GFP en fusion de nos protéines 

d’intérêt aurait pu être 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 l’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. 

 



 

 

CONCLUSIONS 
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Nous avons mené deux études cliniques dans des populations de patients porteurs 

chroniques du VHB à 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 été montré entre la 

sévérité 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 sévère. Nous 

avons également montré que l’association de la mutation G1899A avec le mutant PBC 

diminuait la sévérité de l’atteinte hépatique, indépendamment de l’âge, du sexe et du 

génotype. Peu d’études se sont intéressées à l’impact de la combinaison des mutations PBC 

et PC sur l’évolution des lésions hépatiques. Nous avons émis l’hypothèse d’un possible rôle 

antagoniste de la mutation G1899A en présence du double mutant PBC sur l’évolution de la 

fibrose via une probable modulation de l’expression des marqueurs pro-fibrotiques tels que 

TGF-β, PDGF, α-SMA1. Un projet est actuellement en cours au laboratoire afin d’observer 

les taux sériques 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 l’évolution de la fibrose hépatiques : TGF-β, PDGF, collagène 

1, TIMP-1, MMP-1, resistin, TNF-α, M-CSF et les IL-6, 17 et 31. Les données sont en cours 

d’analyse actuellement afin de déterminer la corrélation entre l’expression de ces cytokines 

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

 

Notre hypothèse de départ suggérait un rôle possible de la mutation G1896A dans 

l’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 confirmé 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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l’histoire naturelle de la maladie. En effet, au cours de l’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, l’histoire naturelle de l’infection chronique par le VHB s’étend sur plusieurs années et 

il aurait fallu obtenir des sérums séquentiels distants d’au moins cinq à 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 l’ANRS, pourrait permettre de réaliser des 

études longitudinales afin de mieux comprendre l’apparition de ces mutations dans l’histoire 

naturelle de la maladie. 

 

L’absence de lien démontré entre la présence de la mutation G1896A et la sévérité 

de la fibrose hépatique explique la réorientation de nos travaux vers l’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) l’expression de la protéine dont la séquence codante est 

portée par le vecteur lentiviral ; et (iii) la stabilité de production de la protéine d’intérêt 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 

l’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’intérêt était exprimée à long terme, et même quatre semaines après un passage 

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

 

Parallèlement à 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 l’impact de la 

production protéique sur la fibrose hépatique. Pour cela, la mise au point d’un modèle de co-

culture hepatocytes / CEF basé sur un système Transwell est en cours au laboratoire. Ce 

système 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 l’un ou l’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 à une 

stimulation par les HepaRG. Une fois ce modèle 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-β, le PDGF ou l’α-SMA1 par qPCR dans les surnageants cellulaires. Dans les 

perspectives à plus long terme, l’utilisation de particules lentivirales contenant les séquences 

mutées dans PBC et PC nous permettra d’étudier le retentissement de ces mutations dans 

l’expression des cytokines pro-fibrotiques et de mesurer ainsi l’impact potentiel des mutants 

PBC et PC dans la fibrogénèse hépatique. 

 

Au cours de ces deux dernières années, plusieurs appels à projets ont été soumis sans 

succès. Le manque de résultats préliminaires et l’ambition du projet au vu de l’effectif de 

notre équipe de recherche étaient des critiques récurrentes. La mise en place de plusieurs 

collaborations avec des équipes de renommée internationale nous a permis de maîtriser la 
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technologie lentivirale, de démarrer la mise en place d’un modèle cellulaire d’étude de la 

fibrose, et d’obtenir les premiers résultats de production des protéines du VHB. Avec 

l’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 l’ANRS afin de 

poursuivre nos travaux. 
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Résumé 
 
L’infection par le virus de l’hépatite B (VHB) 

reste un problème de santé publique avec plus de 880 000 

décès chaque année dans le monde. Au stade chronique de 

l’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 à 

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 sévère. C’est pourquoi 

nous avons orienté nos travaux de recherche selon deux 

axes : l’implication des mutations du PBC et de la région 

précore (PC) dans la sévérité des lésions hépatiques ainsi 

que le rôle des protéines HBc et HBe du VHB dans 

l’induction de la fibrogénèse. Dans un premier temps, deux 

études cliniques ont permis de confirmer l’association 

significative du double mutant PBC avec la fibrose sévère 

indépendamment du génotype viral. Nous avons également 

démontré un effet antagoniste de la mutation G1899A 

située dans la région PC vis-à-vis du double mutant PBC 

dans la sévérité de la fibrose. La deuxième partie de nos 

travaux a consisté à 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 

parallèle, 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 l’hépatite B – Mutations du promoteur basal du 

core et precore – Technologie lentivirale – HepaRG – 

Fibrose hépatique 

HBV precore mutations and liver fibrosis: epidemiologic approach and basic 

research 

Mutations dans la région précore du virus de l’hépatite B et fibrose 

hépatique : approche épidémiologique et application fondamentale 

Adeline PIVERT 

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. 
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