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Variabilité génétique
du virus de I'hépatite B
et son expression sérologique

La réplication du virus de I’hépatite B passe par une phase de
transcription inverse d'un prégénome ARN. Cette implication
de la transcriptase inverse pourrait expliquer la relative varia-
bilité génétique du virus, dont il existe plusieurs sous-types
entrainant des réactions sérologiques différentes, voire, dans un
cas, une absence de synthése de I'antigéne e contrastant avec une
multiplication virale active. Cette derniére anomalie est due a
une mutation non-sens dans la région pré-C. Chez des malades
avec hépatocarcinome ou hépatite chronique mais dépourvus de
marqueurs sérologiques du virus B, la polymerase chain reac-
tion (PCR) a permis de détecter la présence ’ ADN viral différent
des virus B habituels par un petit nombre de mutations. La
fréquence et le role de ces espéces moléculaires, isolées ou en

association avec le virus de I'hépatite C, sont discutés.

e sérum d'un sujet infecté

par le virus de I'hépatite B

(VHB) peut contenir trois

types de particules

virales: les particules
sphériques de 42nm (particules de
Dane), qui sont les particules virales
infectieuses, ainsi que des particules
sphériques (22 nm) ou en forme de
filaments, qui sont uniquement
constituées de l’'enveloppe du
virus* [1]. Les particules virales com-
plétes comprennent une enveloppe
externe et une capside interne, qui
contient le génome viral et 'ADN
polymérase. L'enveloppe du virus du
VHB est formée de trois protéines
associées a une bi-couche lipidique.

* Voir schémas, m/s n°4, vol. 4, p.249 et
n° 10, vol. 4, p. 630.

Chacune d’elles est codée a partir de
régions bien définies du génome
viral (figure 1). La protéine la plus
représentée, dite «protéine
majeure », est codée par le géne S.
Les deux autres protéines, appelées
«protéine moyenne» et «grande
protéine », sont codées, respective-
ment, par les régions pré-S2/S et pré-
S1/82/S. Ces trois protéines portent
les déterminants de I’antigéne de sur-
face du virus (Ag HBs). Le diagnos-
tic d’'une infection par le VHB est
fondé sur l'identification de l'Ag
HBs par des techniques d’ELISA ou
de RIA utilisant des anticorps poly-
clonaux ou actuellement essentielle-
ment monoclonaux [2] La région
pré-S semble pouvoir se lier 4 un
récepteur sur la membrane hépatocy-
taire. Elle interviendrait probable-
ment dans la pénétration du virus
dans les hépatocytes[3] Deux anti-
génes, I'’Ag HBc et '’Ag HBe, sont
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Figure 1. Structure et organisation génétique du génome de I'hépatite B.
Le génome viral est composé de deux brins circulaires dADN ; le plus court (brin
+) est de longueur variable d’une particule virale a I'autre. Les fléches pleines
correspondent aux quatre phases ouvertes de lecture codant pour les protéines
de I'enveloppe (pré-S1 et S2, S) et de la capside (C), ainsi que pour une protéine
transactivatrice (X) et TADN polymérase (P). Ces protéines sont produites & partir
de quatre types dARN. Les ARN de 2,1 et 2,4 kb codent pour les protéines
d'enveloppe. Les ARN de 3,5 kb servent de prégénome et de messager pour la
polymérase et les protéines de la capside. L'espece de 0,9 kb, enfin, code pour la
protéine X. La graduation interne ainsi que la localisation des sites de restriction
correspondent au génome de l'ayw3[1]. La région pré-C est représentée de
maniére agrandie avec (*) la localisation d’'une mutation non-sens supprimant la
synthése d’Ag-e dans les cellules infectées par un variant du VHB.

identifiés sur la capside virale, seul
I’Ag HBe étant sécrété dans le plasma.
L’Ag HBc est codé par le géne C et
I’Ag HBe par la région pré-C/C[4, 5].
Les connaissances sur la structure des
différents antigénes viraux ont évo-
Iué au cours des derniéres années, en
grande partie du fait de 1’obtention
d’anticorps monoclonaux. L'Ag HBs
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est hétérogéne; on connait depuis
longtemps l’existence de sous-types
dont la prévalence varie selon la loca-
lisation géographique [6]. Un déter-
minant antigénique, a, est commun
a tous les sous-types; sa structure
moléculaire n’est pas réellement
connue. Il semble étre constitué de
dix a douze épitopes répartis sur la

protéine S dans des régions hydro-
philes[7). Deux paires de détermi-
nants exclusifs (d ou y et w ou r) sont
associées au déterminant a[8]. Des
sous-types « classiques » sont ainsi
définis : adw, adr, ayw, ayr. En uti-
lisant des anticorps monoclonaux et
en se fondant sur leur affinité pour
les particules virales, il a été possible
d'établir une véritable «signature »
de différents isolats [2]). De plus, trés
tot au cours des études sur le VHB,
des sérums ont été identifiés, qui
donnent une réactivité «mixte »,
C'est-a-dire des tests positifs pour
deux déterminants théoriquement
exclusifs (par exemple adyw)[9]. La
localisation des déterminants des
régions pré-Sl et pré-S2 a été égale-
ment précisée grace a l'utilisation
d’anticorps monoclonaux. Les pro-
téines pré-Sl et pré-S2 semblent res-
pectivement porter trois et deux épi-
topes majoritaires [10). Enfin, pour
les antigénes de la capside, ’Ag HBc
a un épitope majoritaire, tandis que
I'Ag HBe en a deux[11, 12].
L'évolution virologique d’une infec-
tion chronique par le virus B est
marquée par la succession de deux
phases: multiplication virale avec
production de particules infectieuses
de Dane, puis arrét de la réplication
avec persistance dans le foie de molé-
cules d’ADN libres monomériques
et, au moins dans certains cas, de
séquences intégrées [1]. Dans notre
expérience, l'intégration semble
pouvoir étre détectée dés le stade aigu
de I'infection virale, mais ce point
n'est pas définitivement établi. La
durée et I'intensité de la multiplica-
tion virale varient d'un malade a
I'autre. Le risque de développement
d’une hépatite chronique puis d'une
cirrhose est lié a la persistance de
cette multiplication virale.

La réponse immunologique au VHB
a longtemps été étudiée uniquement
sur le plan humoral : les anticorps
anti-HBs sont en effet les marqueurs
de I’élimination du virus et de I'im-
munisation active ou passive. Une
réponse de type cellulaire, dirigée
contre les antigénes de surface (HBs
et pré-S) et de la capside (HBc), est
probablement également trés impor-
tante. Des lymphocytes cytotoxiques
CD8* et CD4* interviendraient dans
la clairance du virus en reconnais-
sant, sur la membrane des hépato-

cytes infectés, un antigéne viral (pro- m—
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bablement I’Ag HBc) associé a des
molécules HLA de classes I et II [13].
Les déterminants antigéniques des
régions pré-S, S et C, responsables
des réponses cellulaires de type B et
T, ont été localisés sur le génome
viral (figure 2) [14].

Le génome du VHB est une petite
molécule d’ADN de 3,2 kb qui pré-
sente une structure compacte
(figure 1). Quatre phases ouvertes de
lecture se chevauchant ont été
décrites. Elles correspondent aux
génes codant pour l’enveloppe
(régions pré-Sl, S2 et géne S), la
capside (région pré-C et géne C), la
polymérase (géne P), et une protéine
ayant une fonction de transactiva-
tion (géne X)[1, 15). La réplication
du génome viral comprend une étape
de transcription inverse permettant,
a partir d'un ARN prégénome, la
synthése du brin (=) de I’ADN vi-
ral [15]). La structure du VHB et son
mode de réplication l'ont fait com-
parer aux rétrovirus [16]. Cependant,
contrairement aux rétrovirus, 1’'inté-
gration de 'TADN du VHB n’est pas
nécessaire a la réplication virale.
L’existence dans le cycle de réplica-
tion du VHB d'une étape de trans-
cription inverse suggeére que 'ADN
du VHB pourrait présenter un taux
plus élevé de mutations que des virus
a ADN «usuels» (comme les virus
Herpes, par exemple); en effet les
«erreurs » de la transcriptase inverse
sont plus fréquentes que celles de
I’ADN polymérase [16].

Variabilité génétique
du génome du VHB chez
des sujets Ag HBs positifs

A ce jour, la séquence nucléotidique
de 18 VHB a été déterminée[17].
L’analyse des données de séquence
montre une divergence de 0,2 a 11 %
entre les différentes séquences. En
fonction de leur divergence, les iso-
lats ont été répartis en quatre
groupes, la variation génétique des
isolats d'un méme groupe étant infé-
rieure a 6 % [17]. Il est intéressant de
noter qu'en utilisant cette classifica-
tion, des sous-types distincts se
retrouvent dans un méme groupe.
Cela semble suggérer que les diffé-
rents sous-types dérivent d’un ancétre
commun. Bien que les bases molécu-
laires de la variation d’un sous-type
a un autre restent imparfaitement

connues, des études récentes ont
montré que le changement d’un seul
acide aminé dans la protéine S était
responsable soit du passage d’un
déterminant antigénique a un autre
(d/y ou w/r), soit de la perte de I'un
des déterminants [9, 17, 18]. Ces subs-
titutions ont été localisées dans la
région carboxy-terminale de la pro-
téine S (figure 2). Ce travail a donc
indiqué pour la premiére fois qu'une
variation trés limitée de la séquence
nucléotidique pouvait entrainer des
modifications considérables de I'an-
tigénicité des particules virales. De
plus, ces études ont montré que les
réactivités « mixtes » étaient dues a
une hétérogénéité génétique reflétant
la présence dans le sérum d’un
mélange de particules portant diffé-
rents déterminants antigéniques [9].
Parallélement, le développement
d’'une nouvelle technique, dite poly-
merase chain reaction (PCR), permet
I’'amplification spécifique de séquen-
ces nucléotidiques et l’obtention
rapide d’informations sur la séquen-
ce virale[19]. L’analyse de ces
séquences nucléotidiques et I'utilisa-
tion des anticorps monoclonaux per-
mettent de mieux préciser la notion
de variabilité génétique de I'’ADN du
VHB et ses conséquences sur l'anti-
génicité des particules virales.
L’influence de faibles variations de la
séquence protéique sur I’antigénicité
est illustrée par l’analyse des
séquences dADN du VHB trouvées
dans le sérum d’un patient avant et
aprés traitement par un anticorps
monoclonal anti-HBs, aprés trans-
plantation hépatique (G. Mahon,
réunion « Hepatitis B viruses », Cold
Spring Harbor, 1989, p. 136 (abstr.)).
En effet, dans le génome des parti-
cules virales qui persistent apreés trai-
tement, on trouve des variations de la
séquence nucléotidique qui entrai-
nent des modifications d’acides ami-
nés dans la région reconnue par I'an-
ticorps anti-HBs. L’anticorps
monoclonal semble donc agir
comme un agent de sélection de par-
ticules mutantes.

Il est généralement admis que la
détection de I'’Ag HBe est un mar-
queur de I'infectiosité du sérum et
que son absence est associée a I’arrét
de la réplication virale[l]. Cepen-
dant, la présence d’ADN viral dans le
sérum de sujets sans Ag HBe mais
atteints d’hépatite chronique a été
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1 2 3 4 5 6
12345678901234567890123456789012345678901234567890123456789012
1 ayw FLGPLLVLQAGFFLLTRILTIPQSLDSWWTISLNFLGGTTVCLGQN|SQSPTSNHSP
2 adw2 FLGPLLVLQAGFFLLTRILTIPQSLDSWWTISLNFLGGSPVCLGQN|SQSPTSNHSP
3 adw FLGPLLVLQAGFFLLTRILTIPQSLDSWWTISLNFLGGSPVCLGQN|SQSPTSNHSP
4 adr FLGPLLVLQAGFFLLTRILTIPQSLDSWWTISLNFLGGAPTCPGQN|SQSPTSNHSP
6 7 8 9 10 1 12
34567890123456789012345678901234567890123456789012345678901234
l1ayw TSCPPTCPGTRWMCLRRFIIFLFILLLCLIFLLVLILDYQGMLPVCPLIIPGSSTTSTGPCRT|C
2adw2 TSCPPICPGTRWMCLRRFIIFLFILLLCLIFLLVLILDYQGMLPVCPLIIPGSTTTSTGPCKT|C
Jadw TSCPPICPGTRWMCLRRFIIFLFILLLCLIFLLVLILDYQGMLPVCPLIIPGSTTTSTGPCKT|C
4adr TSCPPICPGTRWMCLRRF I IFLFILLLCLIFLLVLILDYQGMLPVCPLILPGTSTTSTGPCKT|C
R(y)
K(d)
T(d-,y-)
12 13 14 15 16 17 18
5$6789012345678901234567890123456789012345678901234567890123456
1 ayw SM 2|C KPSDGMC|ITCIPIPSISWAFGKFLWEWASARFSWLSLLVPFVQWFVGL
2 adw2 KPTDGMCITCIPIPS|SWAFAKYLWEWASARFSWLSLLVPFVQWFVGL
3 adw KPTDGMCITCIPIPSISWAFAKYLWEWASARFSWLSLLVPFVQWFVGL
4 adr SMFPSEC KPSDGMCITCIPIPS|SWAFAKFLWEWASARFSWLSLLVYPFVQWFVYGL
T(y) Y(y) D(d) G(d) K (y)
P(d) F(d) Ed™) A(d™) R(d)
D(d-,y")
18 19 20 ral 22
7890123456789012345678901234567890123456
1ayw SPTVWLSVIWMMWTWGPSLISILSPFLPLLPIFFCLWVY
2adw2 SPTVWLSAIWMMWTWGPSLISIVSPFIPLLPIFFCLWVYI
3adw SPTVWLSAIWMMWTWGPSLISIVSPFIPLLPIFFCLWVYI
4 adr SPTVWLSV IWMMWTWGPSLINILSPFLPLLPIFFCLWVY

Figure 2. Représentation de la protéine codée par le géne S. Les lignes 1 a 4 représentent I'alignement des séquences
en acides aminés de la protéine S de quatre sous-types différents. Les blocs correspondent aux régions antigéniques
responsables des réponses cellulaires de type B (B) ou T (7). Les acides aminés impliqués dans la modification de I'antigénicité
sont indiqués par des tétes de fléche [9, 17, 18]. Entre parenthéses est noté le déterminant antigénique associé a chacun

de ces acides aminés.

rapportée [20]. Ces patients sont le
plus souvent originaires d’Europe du
Sud ou d’Asie. Lesbases moléculaires
de I’existence d’'une multiplication
virale sans détection de I’Ag HBe ont
été récemment élucidées 21, 22].
L’analyse, par PCR, de la région pré-
C du génome viral de certains de ces
isolats a en effet montré la présence
dans la séquence virale d’'un codon
stop entrainant l’arrét de la traduc-
tion de la protéine qui porte 1’anti-
géne HBe.

L'une des questions posées par ces
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travaux est de savoir si la variabilité
génétique observée existe dés le début
de I'infection, ou si elle apparait au
cours de I’évolution de la multipli-
cation virale. Afin de répondre a cette
question, nous avons entrepris I’ana-
lyse des séquences virales présentes, a
cing ans d’intervalle, chez un patient
avec réplication virale et présentant
les marqueurs sérologiques usuels
d’une infection par le VHB. Trois
régions du génome viral ont été étu-
diées : la région pré-S, le géne S et le
géne C. En début d’infection, seule

une faible variabilité génétique a été
observée par rapport a la séquence
du sous-type adw2. En revanche,
pour les prélévements obtenus cinq
ans aprés les premiers, une impor-
tante variabilité génétique (nom-
breuses mutations ponctuelles et
remaniement du génome viral) a été
observée. De plus, cette étude a mis
en évidence I'existence d’une hétéro-
généité moléculaire qui refléte la pré-
sence dans le sérum d’'un mélange de
particules virales. Ces résultats indi-

quent, au moins dans ce €as, UNE u—
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relation possible entre multiplica-
tion virale persistante et variabilité
génétique (A. Tran, D. Kremsdorf et
al., résultats non publiés).
L’ensemble de ces travaux montre
donc l’existence d’une variabilité
génétique du génome du VHB chez
des sujets Ag HBs positifs. De plus,
dans certains cas, la mutation a I'ori-
gine de la variation antigénique a pu
étre identifiée.

Détection de séquences
d’ADN du VHB

chez des patients sans
marqueur sérologique
d’une infection par le VHB

Des études antérieures ont montré
que des séquences d’ADN viral pou-
vaient étre détectées dans le foie et le
sérum de malades atteints d’hépatite
chronique ou aigué, tandis que
I’Ag HBs n’était pas détecté par des
anticorps polyclonaux[19, 23-25].
L’ADN du VHB est ainsi détecté dans
le sérum et dans le foie d’environ 10
et 40 %, respectivement, des malades
atteints d’hépatite chronique et
négatifs pour I’Ag HBs et chez envi-
ron 11% d’alcooliques chroniques
sans carcinome hépatocellulaire. Ces
chiffres incluent des sujets ayant des
anticorps anti-HBs et anti-HBc et
des patients n’ayant aucun mar-
queur sérologique d'un contact avec
le VHB. ’ADN du VHB a égale-
ment été détecté dans 80 % des cancers
primitifs du foie Ag HBs négatifs
associés a une cirrhose.

Les sérums de trois patients négatifs
pour I'’Ag HBs par des tests immu-
nologiques standard, mais Ag HBs
positifs en utilisant des anticorps
monoclonaux, ont été plus particu-
liéerement étudiés (D. Kremsdorf et
al., réunion « Hepatitis B viruses »,
Cold Spring Harbor, 1989, p. 127
(abstr.) soumis pour publication)
(Tableau I). Les tests sérologiques
ont montré que seul I'un de ces
sérums était positif pour la présence
d’anticorps anti-HBs et anti-HBc.
Des séquences d’ADN du VHB ont
été détectées dans le sérum des trois
patients en utilisant des techniques
classiques de détection (spot test ou
hybridation sur réplique) ainsi qu’en
utilisant la PCR. Afin de démontrer
la présence de particules infectieuses,
les sérums ont été injectés a des chim-
panzés immunisés ou non contre le

VHB[19, 25]. L'injection des sérums
a induit une élévation des transami-
nases et I’apparition de lésions hépa-
tiques compatibles avec une hépatite
aigué (figure 3). Ces expériences ont
confirmé la présence de particules
virales transmissibles dans les
sérums. Il est a noter que cette trans-
mission a également été observée
chez des chimpanzés positifs par
I’anti-HBs, qui sont théoriquement
protégés contre une infection par le
virus B (des résultats semblables ont
été obtenus par le groupe de
C. Trépo) [26). La détermination des
marqueurs sérologiques présents
chez ces chimpanzés a montré deux
types de profil. Pour deux des chim-
panzés, aucun marqueur n’a été
détecté en utilisant des anticorps
polyclonaux. Seule I'apparition tar-
dive de I'’Ag HBs, détectée par des
anticorps monoclonaux, a été obser-
vée. En revanche, pour le dernier
chimpanzé, les marqueurs sérologi-
ques usuels d’'une infection par le
VHB ont été identifiés. Ceci montre
la présence de particules du VHB
«normales », en quantité faible chez
le malade.

Ces résultats mettent donc en évi-
dence la possibilité d’'une multiplica-
tion virale sans détection des mar-
queurs sérologiques usuels. Une telle
variation d’expression peut étre due
a une faible réplication virale ou a
une modification de I’exportation des
protéines virales. Des anomalies de la
réponse immunitaire de 1’'hote,
incluant des complexes immuns cir-
culants, peuvent également interve-
nir. Enfin, des modifications généti-
ques peuvent étre a la base de la va-
riation de 'expression antigénique.
Afin de tester cette derniére hypo-
thése, la séquence nucléotidique
compléte des trois isolats a été déter-
minée. Dans ce but, la totalité des
génomes viraux a été amplifiée par
PCR et les produits d’amplification
ont été clonés et séquencés. L'analyse
des données de séquence a montré
que les trois isolats ne divergeaient
du prototype du sous-type ayw que
par quelques mutations ponctuelles
(moins de 1%). La plupart de ces
mutations sont situées sur la troi-
sitme base du codon et, donc, ne
provoquent pas de changement
d’acide aminé. De plus, aucune de
ces mutations n’a été localisée dans
des régions de régulation du virus et
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Tableau |
DETECTION DES MARQUEURS SEROLOGIQUES DU VHB ET DES SEQUENCES D'ADN DU VHB
DANS LE SERUM ET LE FOIE DE TROIS PATIENTS SERONEGATIFS
Patients Hijs:c;looigie Marqueurs sérologiques du VHB!(" squ:’l““;ﬁ S(QDN
AgHs M. AgHBs Anti-HBs Anti-HBc Sérum

St PCR
Ne 1 Normale — aF — — + aF
No 2 HA — + = — + NT
Ne 3 Normale — AF AF aF + aF

(1). La présence dans les sérums de I'AgHBs et des anticorps anti-HBs et anti-HBc a été déterminée par dosage radio-immunologique (RIA). LAgHBs a été
également mesuré en utilisant des anticorps monoclonaux (M. AgHBs).
(2). Des séquences d’ADN du VHB ont été recherchées, soit par des techniques standard (St) (hybridation sur réplique ou spot test), soit par amplification

génique (PCR) de la région 3 terminale du géne S.

HA : hépatite aigué; NT: non testé.

elles n’introduisent pas de codons de
fin de traduction. Cependant, pour
les régions pré-S, S et C, la plupart
des substitutions ont été localisées
dans des régions connues comme
correspondant a des domaines anti-
géniques (Tableau II). Ces mutations
pourraient étre impliquées dans les
variations sérologiques observées
chez ces patients. Un argument défi-
nitif en faveur de cette hypothése ne
pourra étre apporté que par l’expres-
sion des génes mutés et I'analyse des
protéines virales. La faible variabilité
génétique des isolats étudiés est pro-
bablement liée a la faible réplication
virale observée chez les patients et les
chimpanzés a partir desquels ils ont
été isolés. En effet, des études ont
montré la présence d’une faible
quantité de particules virales dans le
sérum et d’ADN du VHB dans le foie
de la plupart d’entre eux. De plus, les
expériences de transmission aux
chimpanzés ont révélé 1’existence
d’'une longue période d’incubation
(trois a quatre mois) (interaction
VHB/VHC, voir plus loin).

Les implications cliniques
de la détection du VHB
dans le sérum

de sujets séronégatifs

Les travaux antérieurs, rapportant la
présence de 'ADN du VHB dans des
particules infectieuses, suggéraient
que certaines hépatites définies, par
exclusion, comme non-A, non-B
pouvaient étre liées au virus de 1’hé-
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patite B[19, 23-25]. Ces résultats
concordent avec des observations cli-
niques montrant la possibilité rare
de transmission de I’hépatite B aprés
transfusion sanguine, cela malgré le
dépistage systématique de ’Ag HBs
dans le sang des donneurs.

Ces observations restent cependant
un sujet de controverse, car plusieurs
groupes n’ont pas détecté de séquen-
ces virales dans le sérum de sujets
séronégatifs. Cela pourrait étre expli-
qué par un niveau insuffisant de
spécificité et de sensibilité des tests
utilisés pour la détection des séquen-
ces virales [27, 28]. Le type de virus

en cause a également été discuté :
s’agissait-il d’un nouveau virus
«relié » au VHB[28] ou du virus B
porteur ou non de modifications
génétiques [19] ? Comme le montrent
les résultats rapportés dans le chapi-
tre précédent, la PCR a permis de
démontrer de facon définitive la pré-
sence de 'ADN du VHB dans le
sérum de patients séronégatifs.
L’analyse des séquences virales a
montré que les génomes de VHB ne
différaient des sous-types précédem-
ment décrits que par un nombre
limité de mutations ponctuelles.
Déterminer si les génomes viraux
mutés s’expriment serait bien shr

Tableau Il
SUBSTITUTIONS D’ACIDES AMINES DANS LES REGIONS PRE-S, S
ET PRE-C/C DES ISOLATS PROVENANT DE TROIS SUJETS SERONEGATIFS
Position Localisation
des acides 1 3 d’épitopes
aminés immunodominants
Pré-S 90 Ser — Thr Ser — Thr aa 81 4 96
144 Leu — Pro Leu — Pro Leu — Pro
149 Pro — His aa 114 a 154
150 Leu — lle
S 20 Phe — Ser
129 Gln — His aa 124 a 147
Pré-c/C 58 Asp — His aa 56 4 64
69 Glu — Asp
159 Pro — Ala aa 159 a 169

aa: acides aminés.
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Figure 3. Résultats des tests sérologiques, histologiques et virologiques
apreés inoculation de sérums séronégatifs a deux chimpanzés. Chimpanzé
A : aprés injection, une élévation des transaminases (ALT, alanine aminotransfé-
rase) et I'apparition des marqueu.'s sérologiques usuels d’une infection par le VHB
(Ag HBs, anti-HBc et anti-HBs) ont été observées. Chimpanzé B : l'injection du
sérum a induit deux pics d'élévation des transaminases. Ce chimpanzé avait été
auparavant infecté par un virus B «classique »; les taux d'anticorps anti-HBs se
sont considérablement élevés de facon retardée (4 mois). LAg HBs et I'anti-HBc
n‘ont pas été identifiés (pour d'autres chimpanzés, IAg HBs a été identifié
uniquement avec des anticorps monoclonaux et de facon retardée). Pour ce
chimpanzé, une séroconversion anti-VHC a été détectée.

Blocs inférieurs : marqueurs sérologiques du VHB. P-RIA : anticorps polyclonaux;
Blocs supérieurs : anticorps monoclonaux (M-RIA), ADN du VHB et histologie. N :
normale ; ND : non déterminé.
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essentiel pour savoir si de nouveaux
épitopes viraux doivent étre testés
dans une optique a la fois de dia-
gnostic et de vaccination.

Les questions qui restent posées
concernent la fréquence du phéno-
méne et la place des infections par le
VHB par rapport a celles liées au
virus de I'hépatite C. En effet, un
nouveau virus, le virus de I'hépa-
tite C (VHC), a récemment été iden-
tifié [29]. I est clairement impliqué
dans la majorité des hépatites non-
A, non-B post-transfusionnelles et
sporadiques [30]. Dans notre expé-
rience, nous avons fréquemment
détecté les deux virus dans le sérum
des malades. De plus, certaines des
hépatites non-A, non-B sont néga-
tives pour les anticorps anti-VHC et
positives pour 'ADN-VHB.
L’hypothése importante a tester sera
donc celle des interactions poten-
tielles entre VHC et VHB. On ne
posséde pas actuellement de données
définitives sur ce point. Cependant,
il a été suggéré que le VHC pourrait
diminuer la réplication virale. 11 est
donc possible que lors d'une co-
infection VHC-VHB I’expression du
virus B soit diminuée. Des expé-
riences de transmission au chim-
panzé pourraient confirmer une telle
hypothése. En effet, nous avons pu
observer, chez un animal infecté par
I'injection d’'un sérum négatif pour
I’Ag HBs mais positif pour 'ADN-
VHB, deux épisodes successifs d’hé-
patite aigué. Parallélement, la trans-
mission de particules virales B et une
séroconversion avec détection retar-
dée d’anticorps anti-VHC ont été
observées ; ce résultat indique donc
clairement ’association des deux
infections virales.

Cancer primitif du foie chez
des sujets Ag HBs négatif :
réle potentiel du VHB

La prévalence d’'un test positif pour
I’Ag HBs, chez des malades avec can-
cer primitif du foie, varie considéra-
blement dans le monde[1]. En Asie
et en Afrique noire, 60 a 80 % des
sujets sont positifs pour ’Ag HBs.
En revanche, en Europe et aux USA,
la prévalence est beaucoup plus fai-
ble. En France, par exemple, seule-
ment 20 a 30% des malades sont
positifs pour ’Ag HBs. Les facteurs
étiologiques impliqués dans le déve-
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loppement des cancers primitifs du
foie chez des malades négatifs pour
I’Ag HBs (70 a 80 % des cas) restent
mal connus. Des études, utilisant la
technique d’hybridation sur répli-
que, ont montré, dans environ 80 %
des tumeurs associées a une cirrhose,
la présence de séquences d’ADN de
VHB [23, 31]. Des séquences virales
ont en revanche été plus rarement
détectées dans des tumeurs se déve-
loppant sur un foie non cirrhoti-
que [23). Les profils de restriction
observés sont compatibles avec la
présence, soit de séquences virales
intégrées dans le génome cellulaire,
soit de formes libres, mais le plus
souvent sans intermédiaire de répli-
cation [23, 31]. Contrairement aux
tumeurs positives pour I’Ag HBs, le
nombre de copies d’ADN viral par
cellule est faible (environ 0,01 a
0,1 copie par cellule). Des résultats
contradictoires ont cependant été
rapportés : des études réalisées au
Japon, aux USA et en Allemagne
n’ont pas montré de détection d’ADN
viral dans des tumeurs négatives
pour ’Ag HBs [28, 32, 33]. Ces résul-
tats divergents peuvent étre liés au
faible nombre de génomes viraux par
cellule (et, donc, a des différences de
sensibilité et de spécificité). Des
variations épidémiologiques dans la
fréquence d’exposition au virus doi-
vent également étre considérées.

La PCR nous a récemment permis de
confirmer la présence de séquences
d’ADN de VHB dans 17 sur 28 tu-
meurs (P. Paterlini et al, soumis
pour publication). Ces tumeurs pro-
viennent de régions ou la prévalence
de I'infection par le VHB est variable
(Afrique, Italie, Japon et France). La
PCR a également permis de mettre
en évidence I'existence de transcrits
viraux dans ces tumeurs. Ces résul-
tats indiquent que la persistance de
I'ADN et de 'ARN viraux pourrait
représenter un facteur de risque pour
le développement des cancers primi-
tifs du foie. L’infection virale doit
donc étre prise en compte dans la
discussion des facteurs pathogéni-
ques d’apparition de ces tumeurs. I1
est intéressant de noter que ces obser-
vations sont en accord avec celles
décrites chez la marmotte apreés infec-
tion par le virus de I'hépatite de la
marmotte (WHYV) [34]. Certains ani-
maux développent en effet une
tumeur aprés inoculation du virus

malgré la négativation du sérum
pour l'antigéne de surface (WHV
AgS). Alors que les tumeurs prove-
nant d’animaux positifs pour le
WHYV AgS contiennent environ 100
a 1000 copies d’ADN viral par cel-
lule, un faible nombre de copies
d’ADN viral intégré (0,1 a 0,01 copie
par cellule) a été détecté dans des
tumeurs se développant chez des ani-
maux aprés séronégativation. Chez
I’'homme, ’hypothése selon laquelle
la persistance de séquences d’ADN
viral apreés la disparition de I’Ag HBs
dans le sérum constitue un facteur de
risque pour le développement de
cancers primitifs du foie peut rendre
compte des données épidémiologi-
ques actuellement disponibles. En
effet, alors que dans les premiéres
études prospectives le développement
de cancers du foie n’avait été observé
que chez des sujets Ag HBs positif,
des données récentes ont montré 1'ap-
parition de tumeurs chez certains
sujets Ag HBs négatif, mais avec des
signes d’une exposition antérieure
au virus (anti-HBc et anti-HBs posi-
tifs) [23, 35].

En France, la forte prévalence de
maladies chroniques du foie liées a
I’alcoolisme chronique a permis
d’analyser, dans ce groupe, les consé-
quences d’une infection par le
VHB [31]. Les alcooliques chroni-
ques sont fréquemment exposés a la
fois au virus B et au virus C. Environ
30 % des alcooliques chroniques sont
positifs a la fois pour I'anti-HBc et
I’anti-HBs. Des résultats encore pré-
liminaires ont montré une forte pré-
valence de tests anti-VHC positifs
(B.Nalpas et al., résultats non
publiés). La forte prévalence de
séquences d’ADN de VHB (80 %)
détectées chez des sujets avec cirrhose
alcoolique et cancer primitif du foie
contraste avec le faible taux (10 %) de
résultats positifs chez des alcooliques
chroniques ayant des hépatopathies
non cancéreuses.

Lerole précisdu VHB dans la genése
des tumeurs reste cependant incon-
nu. Le virus pourrait essentiellement
intervenir en induisant une cirrhose
qui représente un état prétumoral ;
cependant, '’ADN du VHB peut
aussi étre détecté dans des tumeurs se
développant sur un foie non cirrho-

tique. L’infection virale pour- s
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rait intervenir dans l'initiation de la
transformation cellulaire, le VHB
n’étant plus nécessaire pour les
étapes suivantes de la carcinogenése.
Des interactions entre VHB et VHC
doivent également étre considérées.
Le génome du VHC ne s’intégre pas
dans I'ADN cellulaire. Il pourrait
jouer un réle important par le biais
de la nécrose hépatocytaire et de la
régénération cellulaire secondaire a
cette nécrose. Dans cette hypotheése,
le virus C interviendrait comme un
facteur de promotion dans la cancé-
rogenése. Il faut souligner qu’aucune
donnée expérimentale ne permet
actuellement de valider ces diffé-
rentes hypothéses W
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Summary

Genetic variability of hepatitis B
virus and the serological expression
of the viral infection

The importance of the genetic
variability of the hepatitis B virus
(HBV) in the clinical and serologi-
cal expression of the viral infection
has been underestimated. It has
been recently shown that a single
aminoacid substitution in the viral
surface gene can lead to the change
from one subtype to another. Poly-
merase chain reaction (PCR) has
allowed to increase the sensitivity
of detection and to analyze a larger
number of viral nucleotide
sequences. In some HBV chronic

" amers, mutations in the pre-C region

have been identified which account
for a viral multiplication despite
absence of HBe Ag secretion. In
seronegative patients with chronic
hepatitis and/or primary liver can-
cer, HBV DNA sequences were
detected. By using PCR, we were
able to characterize some of these
HBV isolates. Their nucleotide
sequences differ from regular HBV
subtype by only few point muta-
tions. The genetic variability,
observed both in HBs Ag positive
and negative subjects, might be
related to the reverse transcriptase
step used in HBV DNA replication
and therefore be linked to the
extent and duration of viral multi-
plication.
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