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Une nouvelle proteine du virus de I'hépatite B

L’infection par le virus de I’hépatite
B (VHB) est responsable de lésions
hépatiques de sévérité tres variable,
parfois minimes, parfois correspon-
dant a des lésions d’hépatite chro-
nique active pouvant évoluer vers la
cirrhose. Elle représente de plus un
facteur de risque majeur pour le
développement du cancer primitif du
foie.

Le VHB est un virus a ADN dont une
des particularités est de comprendre
une phase de transcription inverse au
cours de sa réplication (pour revue,
voir [1]). Le génome viral est consti-
tué d’'une molécule d’ADN circulaire,
d’environ 3200 nucléotides, partielle-
ment sous forme double brin. Il com-
prend quatre cadres de lecture che-
vauchants, correspondant chacun a
une famille de génes: préS/S,
préC/C, P et X. La région préS/S
code pour les trois protéines de
I'enveloppe (préSl, préS2 et S) qui
portent toutes les trois le déterminant
de I'antigene de surface du virus
(AgHBs). La région préC/C code
pour les protéines de la capside et
I’AgHBe. Enfin, les régions P et X
correspondent aux gcnes codant res-
pectivement pour la polymérase et
pour une protéine ayant une fonction
transactivatrice de génces viraux et cel-
lulaires. En dehors des ARN classi-
quement décrits, dont ’ARN «prégé-
nome» qui permet I’expression des
protéines virales et sert de matrice a
la réplication du virus, des ARN résul-
tant d’épissages alternatifs ont été mis
en évidence in vitro dans des lignées
d’hépatocarcinome [2-4]. Leur détec-
tion in vivo, dans le foie de patients
atteints d’hépatite chronique, a per-
mis de confirmer I'existence d’un
ARN issu d’un simple épissage. Nous
avons démontré que cet ARN était,
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comme I'’ARN «prégénome» dont il
est issu, soumis a une réaction de
transcription inverse, encapsidé, et
sécrété [5]. Les particules virales pro-
duites sont cependant défectives pour
la réplication en I'absence d’un virus
sauvage «helper» transcomplémen-
tant qui permet I’encapsidation et la
transcription inverse. La présence de
ces formes défectives circulantes est
associée a I'évolution de I'infection
vers la chronicité [6], ce qui suggere
que les protéines qui en sont issues
pourraient étre impliquées dans la
persistance de I'infection virale.

[.’épissage alternatif de cet ARN sup-
prime environ un tiers de I'ARN
«prégénome » du VHB et est respon-
sable de la perte de capacité traduc-
tionnelle des protéines complétes de
I’enveloppe et de la polymérase
(figure 1). En revanche, la capacité a
produire les protéines de capside et
X actives cst conservée [7]. Cet épis-
sage pourrait étre de plus a I'origine
de I’expression de nouvelles pro-
téines. L’une d’elles, d’environ
10 kDa, est traduite a partir du codon
d’initiation de la polymérase, et est
constituée de deux domaines: le
domaine N-terminal a une séquence
identique aux premiers acides ami-
nés de la polymérase virale tandis
que le domaine C-terminal, du fait
de I'épissage, a unc séquence diffé-
rente de celle des autres protéines
virales exprimées par le VHB com-
plet. Cette nouvelle protéine du VHB
a été nommée HBSP (hepatitis B splice
protein) et nous avons analysé d’une
part son expression chez des patients
atteints d’hépatite chronique due au
VHB, et d’autre part son role dans la
physiopathologie du virus [8].

La détection de la protéine HBSP a
€€ effectuée par plusieurs approches.

Le développement d’un test ELISA
indirect, utilisant un peptide corres-
pondant a la partie originale de la
protéine HBSP, nous a permis de
démonter I'existence d’anticorps diri-
gés contre cette protéine dans le
sérum de patients atteints d’hépatite
chronique due au VHB. Les sérums
témoins provenaient de sujets nor-
maux (n = 45) ou de patients atteints
d’hépatite C (n = 45), d’hépatite auto-
immune (n = 17) ou de cirrhose d’ori-
gine alcoolique (n =25). Nos résultats
ont montré que la réactivité moyenne
était plus élevée (p < 0,0001) dans les
sérums des patients VHB (n = 45)
comparés aux sérums de sujets
témoins, et qu’environ 40 % des
45 patients porteurs chroniques du
VHB avaient un test positif. Malgré un
lien apparent entre la réplication
virale et la présence d’anticorps anti-
HBSP, aucune corrélation n’a pu étre
clairement établie, et seule 'analyse
d’un plus grand nombre de patients
permettra de confirmer I’existence
éventuelle d’une telle corrélation.
Afin de confirmer in vivo I’expression
de la protéine HBSP, des immuno-
blots ont ét¢ réalisés sur des biopsies
de foie provenant de cinq patients
porteurs chroniques du VHB, et la
protéine a ét¢ détectée dans quatre
biopsies. Son niveau d’expression
était cependant variable, et surtout, il
n’était pas corrélé a celui des pro-
téines virales d’enveloppe et de cap-
side. Il semble donc que des méca-
nismes différents soient impliqués
dans le controle de la synthése de la
protéine HBSP et de celle des autres
protéines virales issues de 'ARN «pré-
génome ». Cependant, le faible
nombre d’échantillons analysés ne
permet pas de vérifier avec certitude
cette hypotheése.
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Figure 1. Synthése de la protéine HBSP. L’”ARNm « prégénome » de 3,5 kb du
virus de I'hépatite B (VHB) subit un épissage alternatif qui aboutit & un nou-
vel ARNm de 2,2 kb. Celui-ci sert de matrice pour I'expression de la protéine
HBSP. Le site d’initiation de la traduction (AUG) de la protéine HBSP est le
méme que celui de la polymérase (pol) et la séquence amino-terminale de
cette nouvelle protéine est identique & celle de la polymérase. Sa séquence
carboxy-terminale est en revanche différente du fait de I'épissage alternatif.

Dans un second temps, nous avons
recherché si la protéine HBSP pouvait
avoir un role dans la pathogénie
virale. Nous avons observé que la pro-
téine, lorsqu’elle est surexprimée
dans une lignée hépatocytaire, est
localisée a la fois dans le cytoplasme et
le noyau des cellules. Son action prin-
cipale est de diminuer la viabilité des
cellules en induisant leur apoptose : la
majorité du contenu cn ADN des cel-
lules est en eftet hypoploide, et I'on
observe une condensation et une frag-
mentation nucléaires, caractéristiques
de l'apoptose. De plus, I'absence de
modification du cycle cellulaire des
ccllules surexprimant la protéine
HBSP indique que I'apoptose induite
par cette protéine ne requiert pas
I'arrét préalable du cycle cellulaire.
Un autre point important a été de
déterminer si la protéine HBSP avait
un role sur le cycle viral du VHB.
Nous n’avons observé aucune modifi-
cation de la réplication du génome

viral et de I'expression des protéines
virales apres surexpression de la pro-
téine HBSP.

Bien que l'organisation génétique et
le mode de réplication du VHB sont
largement élucidés, ces résultats
démontrent I'existence d’une nou-
velle protéine virale, la protéine
HBSP. Celle-ci, traduite a partir d’un
ARN ¢épissé du VHB, est exprimée
dans lc¢ foie de patients porteurs
chroniques du VHB et est une cible
de la réponse immunitaire. I'n witro,
sa surexpression induit une apoptose
massive par une voic indépendante
du cycle cellulaire. Son absence
d’effet direct sur la réplication virale
n’exclut toutefois pas un effet sur la
pathogénie virale. En effet, 1'apop-
tose cellulaire joue un réle important
dans la régulation du cycle viral et de
la pathogénic de nombreux virus a
ADN ou ARN [9]. Dans le cas du
VHB, il est établi que c’est la réponse
immunitaire de I'hote qui détermine

la clairance virale [10]. On peut
cependant envisager que la protéine
HBSP, par son action apoptotique,
contribue au controle de la viabilité
des hépatocytes infectés et soit impli-
quée dans la persistance de I'infec-
tion virale.
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