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Le bourgeonnement du virus de I’'hépatite B

u fait d’une capacité de bour-
D geonnement spontané de leurs

protéines d’enveloppe, le virus
de I’hépatite B (VHB) humain et les
virus animaux apparentés (Hepadna-
virus) présentent une particularité
qui les distingue de tous les autres
virus enveloppés, celle d’étre accom-
pagnés de particules d’enveloppe
produites en exces. Ainsi, outre le
virus complet de 42 nm de diameétre,
sont excrétées de la cellule infectée
des particules non infectieuses consti-
tuées de protéines d’enveloppe
virales ancrées dans une bicouche
lipidique empruntée a la cellule
hote. Ces particules prennent la
forme de billes de 22 nm de dia-
meétre ou de filaments de méme dia-
metre mais de longueur variable
(figure 1). Dans le plasma d’un
patient infecté par le VHB, elles sont
détectées en quantité bien supé-
rieure au virus. Les billes représen-
tent 98 % a 99 % des particules virales
contre 1% a 2 % pour les filaments et
moins de 0,2% pour les virus com-
plets. L’objectif de cette mini-syn-
thése est de faire le point sur les
mécanismes de morphogenése de ces
différentes particules virales et d’évo-
quer les conséquences d’une telle
particularité.

Les trois protéines d’enveloppe
du VHB

Elles sont codées par un méme cadre
ouvert de lecture contenant 3 codons
start situés en phase (figure 2A). En
amont de ce cadre de lecture se
trouve un promoteur (PS1) contenant
une boite TATA qui déclenche la
transcription d’'un ARNm de 2,4kb
codant pour la plus grande des pro-

messmmem téines d’enveloppe, L (large). Un
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second promoteur (PS2) sans boite
TATA, est localisé au sein du cadre de
lecture, et permet la transcription de
deux ARNm de 2,1kb présentant des
extrémités 5’ légerement différentes.

Le plus long de ces transcrits contient
un codon start utilisé pour I'expres-
sion de la protéine M (middle) ; le plus
court, dépourvu de ce codon start,
permet, a partir d’un codon start situé

Figure 1. Les trois types de particules virales présentes dans le plasma d’un
sujet infecté par le VHB, en microscopie électronique a transmission. Le
virion complet (v) est constitué d’une enveloppe entourant une capside qui
contient I’ADN viral et '’ADN polymérase; les billes (b) et les filaments (f)
représentent des particules d’enveloppe produites en exces, non infectieuses
(barre = 100 nm).
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55 triplets en aval, la traduction de la
protéine S (small). Du fait de la faible
efficacité de son codon start situé en
5, le transcrit le plus long peut égale-
ment engendrer la traduction de la
protéine S. La région codant pour ces
protéines d’enveloppe est ainsi divisée
en trois domaines pré-S1, pré-S2 et S.
La protéine L contient les trois
domaines pré-S1, pré-S2 et S. La pro-
téine M contient les domaines pré-S2
et S tandis que la protéine S ne
contient que le domaine S. Ciblées a
la membrane du réticulum endoplas-
mique (RE), ces trois protéines ont
une topologie transmembranaire
complexe. La protéine S présente au

moins deux domaines transmembra-
naires, son domaine amino-terminal
étant exposé dans la lumiere du RE.
Trés hydrophobe, son extrémité car-
boxy-terminale est probablement for-
tement ancrée dans la membrane. La
protéine M présente une topologie
similaire, le domaine amino-terminal
additionnel pré-S2 étant exposé dans
la lumiéere du RE. Apres bourgeonne-
ment, ce domaine pré-S2 se retrouve
exposé en surface des particules
virales et des particules d’enveloppe
produites en exces. La topologie
transmembranaire de la protéine L
est la plus étonnante. A I'inverse de la
protéine M, les domaines pré-S de la
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Figure 2. Les trois protéines d’enveloppe du VHB et leur proportion dans les
trois types de particules virales. A. Le cadre ouvert de lecture des protéines
d’enveloppe sur le génome viral contient trois codons start situés en phase,
donnant naissance a trois protéines S, M et L présentant des domaines com-
muns. B. Dans les particules virales ou les particules d’enveloppe produites
en exces, la protéine L présente deux topologies transmembranaires dis-
tinctes: I'une lui permet d’exposer ses domaines pré-S1 et pré-S2 vers l'inté-
rieur de la particule, tandis que I'autre lui permet au contraire de les exposer
en surface de ces mémes particules. C. Dans les trois types de particules
virales, la protéine S est majoritaire et la protéine M est représentée unifor-
meément,; en revanche, les virions et les filaments d’enveloppe contiennent
une proportion importante de protéine L, alors que les billes en sont prati-
quement dépourvues.
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protéine L sont exposés sur la face
cytosolique de la membrane du RE.
Cependant, dans le virus, la moitié
des protéines L exposent leurs
domaines pré-S en surface du virus
(figure 2B) [1]. Le mécanisme respon-
sable d’une telle réorganisation de la
topologie transmembranaire de la
protéine L est inconnu et n’a jamais
été observé pour d’autres modeles
viraux. Les trois protéines sont pré-
sentes en proportions variables dans
les trois types de particules virales
(figure 2C). La protéine S est majori-
taire partout; la protéine M repré-
sente 20 % des protéines d’enveloppe
dans toutes les particules; la protéine
L n’est présente qu’a I'état de traces
dans les particules sphériques d’enve-
loppe produites en exces, mais repré-
sente au moins 30 % des protéines
d’enveloppe dans les filaments
d’enveloppe et les virions.

Morphogenese des virions

et des particules d’enveloppe
sphériques ou filamenteuses
produites en exces

L’accumulation des protéines d’enve-
loppe sur la membrane d’un compar-
timent prégolgien puis leur dimérisa-
tion et multimérisation (sans
préférence apparente d’association
entre les trois protéines) conduit au
bourgeonnement d’une portion de
membrane, par un mécanisme
encore inconnu. En conséquence, les
particules virales et les particules
d’enveloppe produites en excés bour-
geonnent dans la lumiére de ce com-
partiment prégolgien (figure 3A) [2].
En présence d’une faible concentra-
tion en protéine L, ce bourgeonne-
ment produit des particules d’enve-
loppe en forme de billes qui seront
sécrétées de la cellule infectée par
voie constitutive (figure 3B). L’assem-
blage du virion se fait, quant a lui,
dans des zones membranaires enri-
chies en protéine L, grace a une
interaction protéine/protéine spéci-
fique entre la nucléocapside et un
court domaine chevauchant la transi-
tion entre les domaines pré-Sl et pré-
S2 dans la protéine L [3, 4]. Ce méca-
nisme offre au virus la garantie de
s’entourer d’une enveloppe enrichie
en protéine L, indispensable a son
caractere infectieux (figure 3A). Ainsi,
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apres le bourgeonnement, la moitié
des protéines L incorporées dans le
virion modifient leur topologie trans-
membranaire pour exposer leurs
domaines pré-S en surface du virion.
Une fois le virus sécrété, le domaine
pré-S1 de la protéine L en surface du
virus assurera I’étape d’adsorption a
la surface d’un hépatocyte.

La morphogeneése des filaments
d’enveloppe requiert une membrane
du compartiment prégolgien enri-
chie en protéine L mais également
une dilatation importante de ce com-
partiment, vraisemblablement due a
une accumulation maximale des pro-
téines d’enveloppe du VHB [5]. Dans
ces conditions, un bourgeonnement
en rouleau d’une portion de mem-
brane plus ou moins longue va
engendrer un filament dans la
lumieére du compartiment (figure 3A
et figure 4). Les filaments les plus
longs (certains peuvent atteindre une

longueur de 800 nm) restent piégés
au sein du compartiment prégolgien
tandis que les plus courts sont sécré-
tés par voie constitutive comme les
virions et les particules sphériques
d’enveloppe produites en exceés
(figure 3B). Un tel blocage mécanique
de la sécrétion pourrait expliquer la
propriété de rétention intracellulaire
des protéines d’enveloppe exercée
par la protéine L [5]. Cependant,
d’autres facteurs tels que linterac-
tion de la protéine L avec des fac-
teurs cytosoliques avant le bourgeon-
nement ou avec des protéines
chaperon dans les compartiments
cellulaires ont été proposés [6, 7].

Role des particules d’enveloppe
produites en exces
dans le cycle infectieux

L’avantage sélectif que présente-
raient pour le virus ces particules

Compartiment pré-golgien

Cytoplasme hépatocytaire

Figure 3. Morphogeneése et sécrétion des particules virales dans I’hépatocyte
infecté. A. Le bourgeonnement spontané des protéines d’enveloppe s’effec-
tue dans un compartiment prégolgien. La particule virale est formée par un
recrutement spécifique de la nucléocapside par la protéine L. La concentra-
tion élevée de protéine L sur une longue portion de membrane induit la for-
mation d’un filament. B. Les particules virales sont sécrétées par voie consti-
tutive mais les filaments d’enveloppe les plus longs restent piégés dans les
memmmm—— cOMpartiments intracellulaires.

d’enveloppe produites en exces reste
spéculatif. Ces particules non-infec-
tieuses, présentes en quantité bien
supérieure au virion, pourraient
constituer un leurre pour les anti-
corps destinés a neutraliser le virus. A
Iinverse, on pourrait envisager une
éventuelle compétition entre le virus
et ses particules d’enveloppe pro-
duites en exces pour les récepteurs
présents a la surface des hépatocytes.
Le modele de I'hepadnavirus du
canard a cependant montré de
maniere tout a fait étonnante que
I’adsorption de particules d’enve-
loppe produites en exces a la surface
des hépatocytes pouvait au contraire
augmenter la réplication virale [8].
Le mécanisme d’un tel phénomene
n’est pas encore établi mais pourrait
étre en relation avec une activation
de signaux intracellulaires via un
récepteur hépatocytaire et/ou une
transactivation directe ou indirecte
de la transcription du génome viral
exercée par les protéines d’enve-
loppe. Cette derniére hypothese est
renforcée par la mise en évidence
récente des propriétés transactiva-
trices des domaines pré-S du VHB [9,
10]. 11 reste toutefois a démontrer
que ces propriétés transactrivatices
existent apres internalisation des pro-
téines.

Conséquences physiopathologiques

L’agression hépatique au cours
d’une infection aigué ou chronique
par le VHB est principalement la
conséquence de la réponse immuni-
taire cellulaire de I’hote infecté.
Cependant, chez des sujets immuno-
déprimés tels que les sujets transplan-
tés ou les sujets co-infectés par le
virus de 'immunodéficience hu-
maine, le déficit immunitaire favorise
la survie des cellules infectées et
conduit a I'accumulation intracellu-
laire des protéines d’enveloppe du
VHB. Une telle accumulation est
associée a un effet cytotoxique direct
conduisant a un syndrome appelé
hépatite cholestatique et fibrosante
[11]. Ce syndrome est caractérisé par
une ballonnisation des hépatocytes
présentant a I’examen anatomo-
pathologique des inclusions cytoplas-
miques en verre dépoli. Cette ballon-
nisation des cellules hépatiques est
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Figure 4. Morphogenése d’un filament d’enveloppe en microscopie électronique a transmission. La formation d’un
tel filament se fait par un bourgeonnement en rouleau d’une grande portion de membrane (comprise entre les deux
fleches) enrichie en protéine L. c: cytoplasme; |: lumiére du compartiment prégolgien (barre = 100 nm).

due a I’extréme dilatation des com-
partiments prégolgiens contenant les
protéines d’enveloppe du VHB et a
I’accumulation des filaments d’enve-
loppe dans ces compartiments [5].
Ce phénomene particulierement
bien étudié dans le contexte d’une
immunosuppression contribue vrai-
semblablement d’une maniere plus
générale a I’évolution d’une hépatite
chronique B vers la cirrhose [12].
Par ailleurs, un modéle de souris
transgéniques a montré que l'accu-
mulation des filaments d’enveloppe
cause une nécrose inductrice d’'une
régénération hépatocytaire, laquelle
constitue un terrain favorable au
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développement d’un hépatocarci-
nome [13].

Une autre conséquence de la capa-
cité de bourgeonnement spontané
des protéines d’enveloppe est certai-
nement d’avoir favorisé I’émergence
d’un pseudo-virus satellite du VHB,
I’agent de I’hépatite delta [14]. Ce
pseudo-virus qui aurait pour origine
une recombinaison entre un viroide
et un ARN messager cellulaire
codant pour un facteur de transcrip-
tion [15] est autonome pour sa répli-
cation ne peut pas étre excrété d’une
cellule infectée en I’absence des pro-
téines d’enveloppe du VHB [16].
Grace a une interaction protéi-

ne/protéine entre les protéines
d’enveloppe du VHB et I'unique pro-
téine codée par cet agent delta (anti-
gene delta), ’ARN de ce pseudo-
virus peut s’entourer de I’enveloppe
du VHB et étre sécrété hors de la cel-
lule infectée [17].

Perspectives en biotechnologie

La présence de particules d’enve-
loppe produites en exceés accompa-
gnant le VHB fut mise a profitil y a
plus de 20 ans pour préparer des vac-
cins contenant ces particules non
infectieuses purifiées a partir de plas-
mas humains [18]. Par la suite, les
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techniques de biologie moléculaire
ont permis d’obtenir des particules
vaccinales par I’expression de la pro-
téine S, seule ou accompagnée de la
protéine M, en cellule de mammifére
ou dans la levure. Ces particules ont
également été utilisées comme molé-
cules porteuses d’épitopes exogenes
(polyovirus, virus de I'immunodéfi-
cience humaine) pour une présenta-
tion optimale de ces déterminants
antigéniques au systétme immunitaire
[19]. Enfin, une perspective intéres-
sante est I'utilisation de ces particules
comme vecteurs de genes, lesquelles
permettraient un ciblage tout a fait
spécifique de la cellule hépatique
[20] =
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