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Résumeé

Les patients infectés chroniquement par le VHB ont un risque élevé de
développer des maladies graves du foie telles que le carcinome hépatocellulaire. Dans
les cellules infectées, le virus persiste sous la forme d’un ADN circulaire covalemment
clos (ADNccc) qui reste stable méme chez les patients qui suivent un traitement. La
protéine virale HBc, en plus de son réle dans la formation des capsides, est retrouvée
dans le noyau et est recrutée sur ’ADNccc et modifie sa structure. Cependant son role
dans ce contexte n’est pas encore compris.

Afin de mieux comprendre le réle nucléaire d’HBc notamment sur la biologie de
'ADNccc et I'expression des ARN viraux, nous avons construit plusieurs mutants
déficients pour I'expression d’HBc. Nous avons tout d’abord construit un mutant qui
possede deux codons stop apres le codon 27 d’HBc suivi d’'une substitution d’'une
partie du géne HBc par une séquence codant différents épitopes. Lors de I'infection,
ce virus possede un fort défaut d’expression des ARN viraux, qui ne peut étre restauré
par la ré-expression d’HBc. La quantification des ARN naissants montre que le défaut
semble étre post-transcriptionnel mais est présent rapidement aprés la transcription
(<2h). Ces résultats suggérent que le défaut observé est indépendant d’HBc et que la
séquence délétée de HBV HBc-Flag27* pourrait étre impliquée dans un mécanisme
de régulation post-transcriptionnelle. Grace a ce virus, nous avons pu mettre en
évidence que la protéine HBc apportée avec la capside lors de l'infection est capable
de se réassocier sur TADNccc dans le noyau. Nous avons ensuite étudié des mutants
ayant une séquence plus proche de la souche sauvage, sans cette substitution.
Lorsqu’ils sont exprimés a partir d’un plasmide exprimant a la fois le génome et la
protéine HBc sous le contrdle d’'un promoteur SV40, nous observons un défaut
d’expression de 'ARNpg pour des mutants possédant les codons stop aprés le 27e ou
le 38e codon du gene HBc, mais pas lorsqu’il est placé aprés le 67e codon. Ces
résultats suggérent que le déplacement du codon stop d’HBc induit la diminution de
I'expression de 'ARNpg et que le codon stop naturel d’HBc pourrait étre protégé des
voies de surveillance des ARN viraux comme la nonsense-mediated decay (NMD) qui
reconnait les ARN ayant un codon stop prématuré. Lors des infections par ces virus,
et donc en absence d’HBc, nous observons un défaut accru pour les virus ayant des
codons stop aux codons 27 et 38 et un défaut apparait pour le virus ayant le codon
stop apres la position 67. Dans ce contexte, en absence d’HBc, nous avons pu voir
que les ARN codants pour les protéines de surface sont également impactés et que
I'expression des ARN peut étre partiellement restaurée par I'expression d’HBc. Par
des techniques de chromosome conformation capture nous avons pu mettre en
évidence que le virus HBV HBc-27* n’est plus exclu des régions réprimées contactant
des lamines, indiquant que la protéine HBc pourrait étre impliquée dans la 'adressage
de 'ADNccc vers des régions favorables pour la transcription.

Afin de comprendre les mécanismes impliqués dans la régulation par HBc, nous
avons isolé les partenaires nucléaires de la protéine et mis en évidence de nombreux
facteurs impliqués dans la régulation de 'ADN et de la transcription ainsi que dans la
réparation des dommages a ’ADN.

Dans l'ensemble, nos résultats permettent de mieux comprendre les
meécanismes de régulation de la biologie des ARN du VHB.

Mots clefs : VHB, ADNccc, HBc, transcription, stabilité des ARN
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Abstract

Chronic HBV carriers (CHB) are at high risk of developing hepatocellular
carcinoma. Because covalently closed circular DNA (cccDNA) persists in infected cells
through RNA expression, deciphering the mechanisms involved in RNA transcription
and stability is a crucial step to identify new antiviral targets. In addition to its role in
capsid formation, HBV core protein (HBc) has been shown to be associated with the
cccDNA and to modulate its structure, yet the impact of this modification on HBV
transcription is not fully understood.

To better understand the role of HBc in this context we constructed several
mutants deficient for HBc expression. The first mutant has two stop codons after codon
27 in HBc followed by a substitution of the HBc sequence by a sequence encoding
different epitopes. During infection, this virus shows a strong decrease in expression
of viral RNA, which cannot be rescued by re-expression of HBc. The quantification of
nascent RNAs shows that the defect appears to be post-transcriptional and is present
as early as 2h after transcription. These results suggest that the observed defect is
independent of HBc and that the deleted sequence in the HBV genome of this mutant
could be involved in a post-transcriptional regulatory mechanism. With this mutant, we
have been able to demonstrate that the HBc protein provided by the capsid during
infection is able to re-associate onto the cccDNA in the nucleus. We then studied HBc
mutants generated in the context of the the wild-type virus sequence, without the
substitution. When expressed from a plasmid expressing both the genome and the
HBc protein under the control of SV40 promoter, we observe a decrease of the pgRNA
expression for mutants having the stop codons after the 27th or 38th codon of HBc,
but not when the stop codon is located after the 67th codon. These results suggest
that displacement of the HBc stop codon induces a decrease in pgRNA expression,
independently of HBc protein, and that the natural stop codon of HBc could be
protected from viral RNA surveillance pathways such as nonsense-mediated decay
(NMD) that recognizes RNAs with a premature stop codon. During infections with these
viruses, and therefore in the absence of HBc, we observed an increased in the defect
for viruses having stop codons at position 27 and 38 and a defect appears for a virus
having the stop codon at position 67. In this context, in the absence of HBc, we have
seen that RNAs encoding surface proteins are also impacted and that RNA expression
can be partially restored by HBc expression. By chromosome conformation capture
techniques we were able to observe that the HBc-27* HBV virus is no longer excluded
from repressed regions associated with lamins, indicating that the HBc protein could
be involved in the localization of the cccDNA at active chromatin regions favorable for
transcription.

In order to understand the mechanisms involved in HBc regulation, we have
isolated the nuclear partners of HBc and highlighted many factors involved in the RNA
and DNA regulation, in the DNA damage repair and RNA processing.

Overall, our results shed light on the regulatory mechanisms of HBV RNA
biology.

Keywords : HBV, cccDNA, HBc, transcription, RNA stability
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Introduction

1.Le virus de I’'Hépatite B

A. Des hépatites a la découverte du virus de I’Hépatite B.

Les symptbmes de I'hépatite sont décrits depuis I'Antiquité, notamment par
Hippocrate, qui en -420 décrivait déja des ictéres chez ses patients. Au XIXe siecle la
présence de nombreuses épidémies de jaunisse dans les campements armés a fait
apparaitre le terme d’hépatite épidémique. EN 1885, Lurman décrit une épidémie
d’hépatite sérique aprés une campagne de vaccination contre la variole. S’ensuivra
une importante épidémie en 1942, ou plus de 50 000 soldats des troupes américaines
contracteront une jaunisse a la suite d'une campagne de vaccination de masse contre
la fievre jaune (Freeman, 1946). Dans les deux cas, le vaccin utilisé avait été établi a
partir de sérum humain. A partir de cette période, il sera alors possible de différencier
les « hépatites infectieuses », qui seront attribuées plus tard au virus de I'hépatite A
des « hépatites sériques » attribuées au virus de [I'Hépatite B (VHB). C'est
I'identification par Blumberg en 1964 d’'un antigéne présent dans le sérum d’un patient
australien qui permet d’identifier I'origine virale de la maladie et lui vaudra le Prix Nobel
de physiologie ou de médecine en 1976 (Alter and Blumberg, 1966; Blumberg et al.,
1965). Cet antigéne sera formellement associé en 1967 au virus de I'hépatite B comme
etant 'antigene HBsAg et permettra par la suite un dépistage systématique de
I'antigéne avant transfusion sanguine. La particule virale est observée au microscope
électronique a transmission (MET) pour la premiére fois en 1970 (Dane et al., 1970)
et I'auteur de cet ouvrage donnera son nom a la particule virale infectieuse, toujours
appelée aujourd’hui la « particule de Dane ». Le génome du virus sera cloné moins de
10 ans plus tard par I'équipe du professeur Pierre Tiollais a I'Institut Pasteur (Galibert
et al., 1979).

Ces découvertes ont mené a une course a I'établissement d’un vaccin qui fut
rapidement fructueuse, et dés 1981 le premier vaccin, provenant de sérum de patient
inactivé fut approuvé (Maupas et al., 1976). Quelques années plus tard (1986) un
vaccin recombinant, plus sure, a été mis en place par une équipe de I'lnstitut Pasteur
(Milich et al., 1985).
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B. Pathologie et transmission.

Hépatite Virale

Le virus de I'hépatite B est a I'origine d’hépatites aigués ou chroniques (CHB).
La chronicité de l'infection va majoritairement dépendre de '’dge auquel est contractée
I'infection. Dans 95% des cas, un adulte en bonne santé va développer une hépatite
aigué. Dans ce cas, le virus ne sera détectable qu’aprés une période d’incubation de
45 a 180 jours. L’infection sera majoritairement asymptomatique (2/3 des cas) ou
pourra aboutir au développement d’icteres, mais se développera trés rarement en

hépatite fulminante (<0.5% patient) (Burns and Thompson, 2014) (Figure 1).

Infection a I'age adulte 95% 5%
Infection pendant I'enfance 10-70% 90-30%

! !
g

30% ‘ 70%

-

Figure 1 : Evolution d'une infection par le VHB.

Le diagnostic d’'une hépatite B aigué se fait tout d’abord par une détection de
niveaux élevés d’alanine aminotransférase (ALT) et de bilirubine. Il est alors possible
de quantifier les marqueurs spécifiques de I’hépatite B ce qui va permettre d’évaluer
le stade de I'infection : 'ADN viral, les antigénes HBs et HBe (HBsAg et HBeAg) et les
anticorps IgM-antiHBs (Figure 2). Le virus semble se répliquer sans induire de réponse
immunitaire innée. Les études menées chez le chimpanzé ne montrent pas d’induction
de l'interféron (IFN) de type |, contrairement une infection par le Virus de 'Hépatite C
(VHC) bien que chez la souris I'induction de I'IFN de type | soit capable de contréler
I'infection par le VHB (Su et al., 2002; Wieland et al., 2004). L’élimination du virus se
fait majoritairement de fagon non cytopathique par le biais de cytokines comme le

TNFa (Tumor Necrosis Factor a) et I'IFN-y aprés infiltration de lymphocytes T
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cytotoxiques (CTL) spécifiques pour le VHB dans le foie. (Guidotti et al., 1996;
Bertoletti et al., 2003). Cependant 'augmentation de 'ALT dans le sérum des patients
est le signe que le foie est endommagé (ALT >500 IU/m). Dans certains cas,
I'activation des CTL peut conduire a une plus forte destruction des hépatocytes, ce qui
aboutit chez les patients au développement des signes de I'hépatite aigué tels que le
jaunissement de la peau et des yeux (Ictére) ainsi qu’une coloration sombre des urines,
une grande fatigue, nausées, vomissement et douleurs abdominales.

Le passage a I'état d’infection chronique est suspecté lorsque I'antigéne HBe
est détecté plus de 10 semaines aprés l'infection et généralement confirmé lorsque
I'on observe la persistance de HBsAg plus de 5 mois aprés infection (Figure 2).

C’est lorsque I'infection se produit pendant I'enfance, et particulierement avant
6 ans que le risque de développer une infection chronique est élevé. En 'absence de
traitement, on estime a 80-90% le risque de développer une hépatite chronique si

I'infection se fait lors de la premiére année de la vie, a 20-30% lorsque I'enfant est agé

ALT — Hépatite Aigue

N\
. = = ALT — Hépatite Chronique
Apparition des [ Hepatite Aigue
symptomes [J Transition d'une hépatite aigiie
@ a une hépatite chronique
| »
I\ \ AntiHBs
c |
o J
e |
£ $
C |
3 a R
: L\
8 T 4 v
| i ..\/ -~ - 2 \.,
[ ] 222 i ~
e S LA
| / ‘e
IgM-antiHBc |
i T |
s . /
[Hevona | e P
o o o9 o/ o o | S —
T T T T T T 7 T T T77 3l
0 1 2 3 4 5 6 12 24 36

Temps aprés infection par le VHB (Mois)
Figure 2 : Infection aigiie par le VHB et passage a la chronicité. (Adapté de Liaw and Chu, 2009).

Aprés infection, le virus va se répliquer dans les hépatocytes et les marqueurs viraux (ADN, antigénes, et
anticorps) ne seront détectables que 1 a 2 mois apres infection. S’ils apparaissent, les symptémes
n’apparaitront qu’aprés plusieurs mois, mais dans la plupart des cas, l'infection sera asymptomatique. La
transition vers une infection chronique sera suspectée si I'antigene HBe est détecté plus de 3 mois apres
l'infection et confirmé si I'antigene HBs est toujours retrouvé plus de 6 mois apres l'infection.
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de moins de 6 ans et environ 6% si I'infection se fait avant la 15¢ année. (Liaw and

Chu, 2009). Le statut immunitaire va également influencer le devenir de I'infection.

Le développement de I'hépatite chronique peut étre divisé en plusieurs phases
présentées dans la Figure 3 :

e La phase de tolérance immunitaire ou d’infection chronique positive pour HBeAg
est la premiére phase ou le virus va se répliquer de fagon importante chez le
patient. On retrouvera un nombre de copies d’ADN important (>10°%/ml) dans le
sérum et une séropositivité pour HBsAg et HBeAg. Malgré cela, aucun effet
cytopathique n’est détecté et le niveau d’ALT reste normal. Cette phase est trés
longue, et peut durer pendant plus de 30 ans sans manifestations cliniques
évidentes.

e La seconde phase ou hépatite chronique positive pour HBeAg, est une phase
d’activité immunitaire et est marquée par des niveaux d’ALT et d’ADN viral
fluctuants dans le sérum. Une séroconversion pour HBe va se mettre en place
avec une diminution des quantités d’HBeAg et une augmentation de l'anticorps
anti-HBe. Un passage de l'antigéne HBc du noyau vers le cytoplasme est
également a noter lors de cette phase (Chu et al., 1995). Lors de cette période, on
note I'apparition de cytopathie comme des fibroses qui peuvent déboucher sur des
cirrhoses (dans 10 a 20% des cas). L’age de la séroconversion va fortement influer
le risque de développer des pathologies graves par la suite (Chen et al., 2010).
Le VHB n’étant pas cytolytique, cet état est di a l'activation du systéme
immunitaire.

e A la suite de la séroconversion HBe, les patients vont entrer dans la troisiéme
phase de porteur inactif ou d’hépatite chronique négative pour HBe. A ce moment
la quantité d’ADN viral tombe sous 2000 IU/ml voire est indétectable dans le sang
et le niveau d’ALT reviennent a la normale. Bien que la séroconversion soit un
signe favorable, plus de 20% des patients développeront des pathologies
hépatiques graves comme la cirrhose ou un carcinome hépatocellulaire (CHC)
(Hsu et al., 2002).

e Chez 20 a 30% des patients une phase de réactivation virale sera observée. Celle-
ci peut étre spontanée ou causée par une immunosuppression. Comme lors de la
seconde phase on retrouvera une quantité fluctuante d’ALT et d’ADN viral dans le

sérum du patient, associé ou non avec HBe. Lors de ces réactivations sans
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réversion du statut HBe on retrouve pour une majorité de patients des mutations

dans la région précore du virus permettant 'expression d’HBe (Yuen et al., 2002).

Phase d’'infection Phase d’hépatite Phase d’hépatite Réactivation

|
I
U/mL chronique HBe+ : chronique HBe+ : chronique Hbe- :
g | | N
210 Hépatite
Réversion
ADN viral
2x10%
AntiHBe +
Pre C/BCP Non muté | Non muté > muté i Muté > non muté
I I
I I
I I
I I
I
I
I
I
ALT :
1 — T
- s I I
Localisation d’HBcAg Noyau | Cytoplasme/Noyau | Absent Cytoplasme/Noyau
dans les hépatocytes I 1
— — T - T
20 35 60 35

Age (Année)

Figure 3 : Histoire naturelle de l'infection chronique par le VHB (Adapté de Liaw and Chu 2009).

L’infection chronique par le VHB se déroule en 3 phases de durée variable. Dans la premiére phase d’infection chronique
HBe+, le virus se réplique a un niveau élevé et 'ADN et I'antigéne HBe sont détectables dans le sang mais les niveaux
d’ALT restent normaux. Lors de la phase d’hépatite chronique HBe+, les niveaux d’ALT et d’ADN fluctuent, et les
anticorps anti-HBe apparaissent, et la quantité de protéines HBe dans le sérum diminue. La derniére phase d’hépatite
chronique HBe- est marquée par la présence d’anticorps anti-HBe et une réplication plus faible du virus. Des
réactivations virales peuvent cependant émerger et le virus sera de nouveau détectable.

La présence de niveaux élevés d’ADN viral dans le plasma et une longue phase
d’infection chronique HBe+ sont des marqueurs de risque pour le développement de
la cirrhose ou du carcinome hépatocellulaire. (Chen et al., 2006)

Un dernier type d’infection liée au virus est décrit sous le nom hépatite occulte.
Dans ce cas le virus n’est plus détectable, ni par I'antigéne HBs ni par HBe par les
techniques de détection couramment utilisées, mais il est possible de détecter de
I’ADN viral dans le foie des patients. Cette répression de I'expression du virus pourrait
venir d’'un contréle par la réponse innée et adaptative mais également par 'introduction
de mutations génétiques ou par une répression épigénétique du virus (Makvandi,
2016).
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VHB et Carcinome hépatocellulaire

D’apreés le dernier rapport de I'Organisation mondiale de la santé (OMS), le CHC
est le troisieme cancer le plus mortel avec un peu plus de 780 000 morts en 2018. Plus
de 800 000 nouveaux cas sont décelés chaque année. Il est possible d’associer la
répartition géographique du CHC avec les régions endémiques pour le VHB. En plus
du VHB, de nombreux facteurs peuvent influencer I'apparition du CHC comme par
exemple la consommation d’alcool, le diabéte ou encore I'obésité. Mais les campagnes
de vaccinations pour le VHB mises en place depuis 25 ans ont déja montré leur
efficacité avec une réduction significative du nombre de cas de CHC dans les régions
endémiques renforgant I'idée que le VHB est un déterminant majeur dans I'apparition
du CHC (Huang and Lin, 2000). Plus de la moitié des CHC sont associés a une
infection par le VHB et les virus infectants les autres mammiféres comme le WHV chez
la marmotte sont également associés a I'apparition de cancer du foie (Tennant et al.,
2004). Plusieurs facteurs intrinséques au VHB comme le génotype viral ainsi que des
mutations précises semblent étre des facteurs de risque (Fung and Lok, 2004). Les
tumeurs associées au virus sont corrélées a une surexpression des genes du cycle
cellulaire et de la prolifération ainsi que des génes normalement exprimés dans le foie
foetal (Buendia and Neuveut, 2015).

Plusieurs mécanismes induits par le virus peuvent étre a l'origine de ces
changements. Tout d’abord, le génome viral est retrouvé intégré dans 80% des
cancers liés au VHB (Brechot et al., 1980). Cette intégration semble se faire au hasard
et tout le long du génome mais il a été montré qu’'une majorité des intégrations se font
dans les régions codantes et les promoteurs (Ding et al., 2012). Les conséquences de
ces intégrations peuvent étre multiples. Des études a grande échelle ont pu montrer
que lintégration cible fréquemment dans les régions proches des génes TERT
(Telomerase reverse transcriptase) ou des histones méthyltransférase MLL2/MLL4
(MLL : Mixed-Lineage Leukemia) et que ces intégrations modifiaient leur expression
(Ferber et al., 2003; Tamori et al., 2005). Des études a grandes échelles ont pu montrer
que lintégration cible fréquemment dans les régions proches des génes TERT
(Telomerase reverse transcriptase) ou des histones méthyltransférase MLL2/MLL4
(MLL : Mixed-Lineage Leukemia) et que ces intégrations modifiaient leur expression
(Ferber et al., 2003; Tamori et al., 2005). La protéine virale HBx pourrait elle aussi
intervenir dans le développement du CHC. Il a été montré que la protéine a la capacité
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de modifier le déroulement du cycle cellulaire, I'apoptose, certaines voies de
signalisation ainsi que les mécanismes de réparation de dommages a I'ADN
(Benhenda et al., 2009; Liu et al., 2016b). Dans certains contextes, la protéine peut
directement induire des cancers chez la souris (Kim et al., 1991). HBx interagit avec
un grand nombre de partenaires protéiques et peut agir a plusieurs niveaux. Elle joue
un role transactivateur pour I'expression des génes viraux et son expression induit
également l'activation de certains promoteurs et enhancers cellulaires. HBx est
capable de modifier I'activité des facteurs épigénétiques qui interviennent sur '’ADN
viral, mais qui régulent également I'expression des génes cellulaires (Hong et al.,
2017; Riviéere et al., 2015; Zhang et al., 2016). Enfin, HBx posséde un domaine de
liaison a la protéine DNA damage-binding protein 1 (DDB1) qui fait partie du complexe
CulA/E3 ubiquitin ligase et permet 'ubiquitination de certaines protéines et donc leur
dégradation par le protéasome. Par cette interaction, HBx est capable de dégrader
spécifiquement certains partenaires et pourrait influer sur le développement de

cancers (Decorsiere et al., 2016; Livingston et al., 2017).
Transmission

Le mode de transmission du VHB est fortement influencé par la prévalence
dans les zones ou il est contracté. Dans les zones de forte endémicité, la transmission
du virus se fait majoritairement de la mére a I'enfant ou bien par exposition a du sang
contaminé pendant 'enfance (Anderson et al., 1975; Beasley et al., 1982). Cependant
le virus se retrouve également dans de nombreux fluides corporels (sang, salive, sang
menstruel, sécrétions vaginales ou séminales), et peut survivre en dehors du corps
pendant plusieurs jours ce qu’il fait qu’il est facilement transmis (Lavanchy, 2004).
Dans les régions ou la prévalence est plus faible, la contamination vient plus souvent
d’un comportement a risque ou bien d’'une transmission par du matériel médical
contaminé (Liaw and Chu, 2009).

C. Prévention et traitement
La mise au point d’un vaccin composé de particules purifiées a partir de sérum
disponible trés rapidement aprés la découverte du virus ainsi que le dépistage
systématique du virus avant la transfusion ont permis trés tét de lutter contre la

transmission du virus (Maupas et al., 1976). Ce vaccin a ensuite été remplacé par un
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vaccin recombinant sous unitaire, produit en levure ou en cellule, considéré comme
plus sure (Milich et al., 1985). Il permet de prévenir I'infection chronique dans environ
95% des cas. A I'heure actuelle, d’apres 'OMS plus de 150 pays ont inclus ce vaccin
dans leur programme de vaccination infantile (Stevens et al., 2017). Afin de diminuer
l'incidence du VHB, il est aujourd’hui primordial de prévenir par tous les moyens la
transmission périnatale pour les méres séropositives pour HBsAg. Ce risque peut étre
réduit jusqu’a 90% par administration conjointe a la naissance du vaccin et
d'immunoglobulines spécifiques du VHB (Stevens et al.,, 2017). Dans les zones
d’endémicité moyenne a faible, il est aussi préconisé de vacciner les enfants dés leur
plus jeune age et avant I'adolescence. Enfin dans les zones de trés faible endémicité,
le coOt du vaccin peut amener a vacciner seulement les personnes a risques comme
le personnel médical (Lavanchy, 2004).

Depuis 3 décennies, les campagnes de vaccination en masse ont déja porté
leurs fruits. La campagne de vaccination de masse menée a Taiwan a par exemple
permis de réduire de 10.5 a 1.7% la prévalence de 'HBsAg chez les enfants de moins
de 6 ans entre 1989 et 1993, ainsi que de diminuer significativement I'incidence des
CHC chez les enfants &gés de 6-14ans (Huang and Lin, 2000). Le vaccin contre le
VHB est donc le premier vaccin au monde a prévenir un cancer.

Les traitements actuels de l'infection chronique reposent sur l'utilisation d’IFN-
a pégylés et d’analogues de nucléotides/nucléosides. Le traitement a I'lFN-a va agir
comme immunomodulateur et permettre par exemple I'activation des macrophages,
des cellules NK (Natural Killer) et des CTL (Maini and Gehring, 2016). Cependant tous
les patients ne répondent pas au traitement par I'lFN-a (Dusheiko, 2013). Les
inhibiteurs de nucléosides sont des inhibiteurs enzymatiques de la polymérase virale.
lls vont étre incorporés par celle-ci lors de la rétrotranscription et vont agir comme
terminateur de chaine nucléotidique. Les traitements par la Lamivudine ont été les
premiers analogues de nucléoside approuvés pour le traitement du VHB, mais ils
donnent lieu a 'émergence de résistance dans 70% des cas aprés 4 ans de traitement.
Le traitement par I’Adéfovir est lui aussi source de 'émergence d’un grand nombre de
mutants résistants. Aujourd’hui ce probléme majeur fait qu’il est déconseillé d’utiliser
ces inhibiteurs. On préférera alors des traitements avec I'Entécavir (1.2% de
résistance aprés 5 ans de traitement) ou bien encore le Ténofovir pour lequel aucune

souche résistante n’a pu étre identifié (Lai et al., 2003).
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Aujourd’hui I'attention et la recherche se tournent vers le développement
d’'inhibiteurs d’assemblage de la capside, les CpAMs (Core protein Allosteric
Modulators) qui sont de deux types. Les HAP (heteroaryldihydropyrimidine derivatives)
type | conduisent a la formation de capsides mal assemblées, incapables d’encapsider
ou de rétrotranscrire ’ARNpg. Les HAP de type Il eux conduisent a la formation de
capsides vides (Zhang et al., 2019). La présence de ce type de particule pourrait
augmenter I'exposition de certains épitopes de la protéine et donc la reconnaissance
par le systtme immunitaire des cellules infectées en plus d’inhiber 'encapsidation de
'’ARNpg et donc la réplication. Plusieurs de ces molécules sont en cours d’essais
cliniques.

Les traitements utilisés actuellement permettent de contrdler la réplication virale
et d’'améliorer les fonctions du foie mais ne permettent pas d’aboutir a une élimination
du virus car ils ne ciblent pas 'ADN circulaire covalement clos (ADNccc) qui reste
stable dans les cellules infectées, et lors de I'arrét de ces traitements, on observe
généralement un rebond viral. Il est donc important de développer de nouvelles
stratégies thérapeutiques pour traiter les infections chroniques en ciblant notamment
’ADNccc.

Malgré tout, le dernier rapport de 'OMS sur les hépatites virales est
encourageant et annonce vouloir éliminer ces derniéres du spectre des menaces
publiques en matiére de santé pour 2030. En effet avec le développement des
traitements et en faisant de la vaccination une priorité dans les zones a risques nous

avons aujourd’hui toutes les cartes en mains.

D. Epidémiologie

Les infections par le VHB sont trés répandues dans le monde, en effet on estime
a environ 2 milliards le nombre de personnes ayant été en contact avec le virus, c’est-
a-dire qu’ils portent les marqueurs d’'une infection présente ou passée, soit un peu plus
du quart de la population mondiale. En 2015, d’aprés 'OMS il y avait environ 257
millions de personnes atteintes d’'une infection chronique par le VHB soit une
prévalence de 5%. EN 2015 toujours, 'TOMS indiquait que 887000 personnes étaient
décédées des suites d’'une infection par le VHB ce qui en fait le deuxieme agent
pathogéne le plus mortel au monde apres la malaria.

Il est trés important de noter qu’il y a une forte disparité dans la répartition

géographique du VHB avec des zones de trés faible endémicité comme en Europe de
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l'ouest ou aux Etats Unis (0.1-2%) et a contrario, des zones comme ['Afrique
subsaharienne ou encore I'Asie du sud-est ou le taux de prévalence dépasse les 8%
et peut atteindre jusqu’a 20% (Figure 4). En France on dénombre environ 280 000

personnes chroniquement infectées, soit un taux de prévalence de 0,65%.

K
B 5

B 2004

d =2

Mo Data
HBsAg prevalence

Figure 4 : Prévalence du VHB dans le monde. (CDC, 2010, tiré de Gupta et al. 2014)

Environ 10-15% des patients infectés par le VHB présentent une co-infection
avec le virus de I'hnépatite C. Et 5% avec le virus de I'hépatite delta. Ce dernier est
considéré comme un virus satellite car il utilise les protéines de surface du VHB et
nécessite donc une co-infection ou une surinfection avec le VHB pour se répliquer.
Enfin, environ 10% des patients séropositifs pour le virus de I'immunodéficience
humaine (VIH) présentent une co-infection pour le VHB, et que cette co-infection est
un facteur aggravant amenant a des complications pour les porteurs chroniques du
VHB (Burns and Thompson, 2014).

E. La famille des Hepadnaviridae : origine et évolution.

Les Hepadnaviridae font partie du groupe VII des familles virales a savoir les
virus utilisant un intermédiaire ARN pour se répliquer. lls forment le groupe des para-
rétrovirus regroupant des virus qui ont la méme structure génétique et la capacité
d’'infecter des cellules hépatiques. La famille est composée de 2 genres, les

Avihepadnavirus qui infectent les oiseaux, dont le virus modéle est un virus infectant
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les canards (DHBV) et les Orthohepadnavirus qui infectent les mammiféres. Ce dernier
genre contient 3 sous-familles, qui infectent respectivement les rongeurs, les chauves-
souris et les primates (Figure 5).

La découverte récente de virus appartenant a la famille des hepadnavirus dans
prélevements effectués chez la chauve-souris a permis une avancée majeure dans la
compréhension de l'origine du virus infectant 'humain. En effet, en plus de montrer
que les chauves-souris étaient infectées par ce virus, Drexler et al. ont montré que le
virus se répliquait de fagon active chez cet héte et ont observé des changements

histologiques dans le foie, compatibles avec une hépatite. Pour finir, ils ont montré que

Orthohepadnavirus
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Figure 5 : Famille des Hepadnaviridae (Tiré de Littlejohn et al., 2016)

La famille de Hepadnaviridae est sous divisé en deux groupes, les Avihepadnavirus infectant les oiseaux et le
Orthohepadnavirus infectants les mammiferes. Les lignées des virus de primates s’entrecroisent indiquant un
passage inter-espéce entre les virus humains et primates non humains.

ces virus étaient capables non seulement de se répliquer dans des hépatocytes
humains lorsque leurs génomes y sont transfectés, mais également que certains de

ces virus auraient le potentiel d’infecter les cellules d’origine humaines (Drexler et al.,
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2013). Ces résultats indiquent que le VHB pourrait avoir une origine zoonotique et
apportent une meilleure compréhension des théories évolutives en place jusqu’a lors.

Une étude récente a mis en évidence la présence du VHB dans des ossements
humains datant de -800 a -4500 ans. Les génomes ainsi découverts possedent les
mémes propriétés génétiques que les virus circulants actuels, malgré une répartition
géographique différente. Cette étude établie également le lien de phylogénie avec les
virus circulants actuels et les virus primates renforgant I'idée d’une co-évolution avec
contamination inter espéce et un méme ancétre commun. Cette théorie explique que
les arbres phylogénétiques des virus humains et primates soient entrecroisés (Figure
5). L’analyse comparative de ces prélévements anciens et des virus circulant
actuellement chez les primates a permis de recalculer les taux de mutations du virus
aboutissant a un chiffre entre 8.04x1078 & 1.51x107° substitutions par site par an. Il a

donc été possible de redéfinir la date d’apparition d’'un ancétre commun de ces virus

Figure 6 : Répartition mondiale des différents génotypes du VHB. (Tiré de Littlejohn et al., 2016)

primates a environ -8600 a -20100 années (MiUhlemann et al., 2018).

Aujourd’hui le VHB humain est divisé en 10 génotypes (A-J) qui sont définis par
une séquence génétique qui diverge de plus de 8%. Ces génotypes sont repartis de
fagon distincte sur le territoire comme nous le montre la Figure 6. Au sein des
génotypes, une divergence de plus de 4% va donner lieu a des distinctions entre sous

génotype. Cela concerne tous les génotypes sauf les génotypes E et H.
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F. Structure des particules virales

Les premiéres observations du VHB en 1970 ont permis de décrire des
particules virales enveloppées de 42 nm de diamétre avec une structure interne
associée a la capside (Figure 7 panneau du haut). L'infection par le VHB conduit
également a la sécrétion de particules virales défectives qui se retrouvent soit sous la
forme de filaments, soit de sphéres de plus petite taille que le virus d’environ 17-22nm
de diametre. Ces particules sont dépourvues de capside et d’ADN, constituées de
I'enveloppe virale seulement et sont produites dans le contexte naturel de I'infection a
une concentration 100-1000 fois plus élevée que les particules infectieuses (Figure 7,
panneau du bas) (Dane et al., 1970).

L’enveloppe virale est constituée d’'une bicouche lipidique enrichie en
cholestérol et des protéines virales de surface S-HBs, M-HBs et L-HBs (pour Small,
Middle et Large HBs) qui sont ancrées dans cette bicouche lipidique (Gavilanes et al.,
1982). La protéine S-HBs est présente en plus grande proportion sur la surface des
virions (Heermann et al.,, 1984). Cette enveloppe protéique contient une capside
icosaedrique composée de 120 dimeres de la protéine de capside HBc (T=4) bien que
I'on retrouve en plus faible proportion des capsides composées de 90 diméres avec
une symétrie T=3 (Crowther et al., 1994; Zlotnick et al., 1999). La structure
cristallographique de la capside de conformation T=4 a été résolu en 1999 (Wynne et
al., 1999). Cette capside contient 'ADN viral partiellement double brin lié de fagon
covalente a ’ADN polymérase virale (HBV pol) (Figure 7). Il a également été rapporté
des particules moins denses aux électrons lors des observations au MET qui sont
associées a des particules virales défectives pourvues d’enveloppe et de capsides
mais dépourvues d’ADN viral (Kaplan et al., 1976). Des protéines cellulaires peuvent
également étre encapsidées comme la protéine kinase de type C, ayant un role sur la
phosphorylation de la capside aprés encapsidation de 'ARNpg (Kann and Gerlich,
1994), ou la DNase | dont 'encapsidation aboutirait a la dégradation de 'ADN virale et

serait associée a un mécanisme de défense cellulaire (Hallez et al., 2019).

G. Génome du VHB

La particule virale contient un génome d’environ 3,2kb qui est sous la forme

d’'un ADN partiellement double brin appelé ADN-RC pour ADN Relaché Circulaire.
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Les deux brins du génome sont de tailles différentes et maintenus ensemble
par leurs extrémités 5’ cohésives (Summers et al., 1975). Cette région contient les
deux séquences DR1 et DR2 qui sont nécessaires pour la réplication du virus. Le brin
(-) le plus long est complet, alors que le brin (+) est incomplet par son extrémité 3’ avec

une taille variable allant de 50 a 100% du génome viral (Figure 8). L’ADN polymérase

A) L glycoprotein

S glycoprotein

Core

ViralZone 2009

Swiss Institute of Bioinformatics

B)

Figure 7 : Structure du VHB.

A) représentation schématique d’un virion, constitué d’une enveloppe lipoprotéique avec les trois
protéines virales L-HBs, M-HBs et S-HBs, qui entoure une capside virale icosaédrique de
conformation T=4 contenant le génome. Ce génome est partiellement double brin et
covalemment lié a la polymérase virale. (Tiré de ViralZone) B) Observation au MET des
particules virales et sous-virales. Les fleches représentent les trois types de particules produites
a savoir la particule de Dane (fleche du haut), les particules filamentaires ou sphériques de plus
petites tailles. (Phototeque Institut Pasteur)

virale est liée covalemment a I'extrémité 5’ du brin (-) du génome et I'extrémité 5’ du
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brin (+) est lié a une amorce ARN d’environ 19 nucléotides venant de 'ARNpg ayant
servi d’amorce pour sa synthése (Figure 8).

Du fait de sa petite taille, le génome du VHB subit de fortes contraintes. De ce
fait, les régions codant les différentes protéines virales mais également les régions
régulatrices sont chevauchantes. Le génome posséde 4 cadres de lecture ouverts
(ORF : Open Reading Frame) qui permettent I'expression de 7 protéines virales.

L’'ORF preC/C va permettre I'expression de la protéine de capside HBc et de la
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Figure 8 : Organisation génomique de 'ADN-RC et transcrits viraux. (Tiré de ViralZone)

Le génome contenu dans les particules virales est circulaire et relaché, partiellement double brin (ADN RC).
Les genes viraux ainsi que les éléments régulateurs se chevauchent dans le génome. Ce génome permet la
synthese de 5 ARN viraux, dont T’ARNpg qui va servir de matrice a la réplication du virus. Le génome code
pour 7 protéines.
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protéine sécrétée HBe. L'ORF P code pour 'ADN polymérase virale. L'ORF S va
permettre 'expression des trois protéines virales L-HBs, M-HBs et S-HBs. L'ORF X va
permettre d’expression de la protéine régulatrice HBx (Figure 8).

En plus de ces régions codantes et de leurs promoteurs respectifs, plusieurs
autres séquences régulatrices ont été décrites. On retrouve tout d’abord un signal de
polyadénylation, qui est commun pour tous les ARN viraux. |l est a noter que ce signal
de polyadénylation est ignoré une premiére fois lors de la transcription des ARNpg et
PreC/C. Le génome viral comprend deux enhancers (Il et Il), dont les roles respectifs
seront détaillés plus tard. En amont du promoteur precore/core nous retrouvons la
présence d’un élément de régulation négatif qui régule I'expression de cet ARN. Enfin
le génome contient également une région PRE (Post-transcritpional Regulatory
Element), qui va permettre de réguler I'export, I'épissage et la stabilité des ARN viraux
(Figure 8).

H. Protéines virales

1. Les protéines d’enveloppe HBs

Les trois protéines d'enveloppes sont exprimées a partir de deux ARN
différents. L’ARN preS1, long de 2,4kb, va permettre la traduction de la protéine L-HBs
et TARN preS2/S de 2,1kb va permettre I'expression des protéines S-HBs et M-HBs.
Les protéines sont présentes a la surface des particules virales S-HBs, M-HBs et L-
HBs a un ratio de 4:1:1 (Heermann et al., 1984). Les trois protéines sont exprimées a
partir d’'un codon initiateur propre a chacune mais partagent une méme extrémité
COOH-terminale (C-ter) commune. Le domaine S est commun aux trois protéines, le
domaine PréS2 est commun aux protéines L et M et le domaine PréS1 est seulement
présent sur la protéine L-HBs (Figure 9A). Les trois protéines sont traduites au niveau
du réticulum endoplasmique (RE) et vont étre ancrées dans sa membrane par
plusieurs domaines transmembranaires. Leur réle est primordial car elles permettent
'entrée du virus dans la cellule en interagissant avec son récepteur le Sodium
tauchlorate co-transporting polypeptide (NTCP) via la protéine L-HBs (Yan et al.,
2012).

La protéine S-HBs est une protéine de 226 acides aminés (AA) de 24kDa qui
posséde seulement le domaine S des protéines d’enveloppe. Ce domaine est intégré
a la membrane du réticulum endoplasmique (RE) de fagon concomitante a sa

THESE DE DOCTORAT | Barbara Quioc-Salomon - 2019



Introduction

traduction. 4 domaines transmembranaires sont suspectés (TM1 — TM4) et une boucle
est formée entre TM2 et TM3 formant le déterminant antigénique majeur de
'enveloppe (Figure 9B). La protéine porte un site de glycosylation qui est facultatif.
Des mutations de ce site de glycosylation vont entrainer une diminution de la sécrétion
des particules de Dane, bien qu’elles ne semblent pas avoir d'impact sur la sécrétion
des particules sous-virales. C’est la protéine retrouvée majoritairement a la surface
des particules de Dane et également des particules sous-virales.

La protéine M-HBs est une protéine de 281 AA. Elle posséde le domaine PreS2
a son extrémité NHz-terminale (N-ter) qui n’est pas présent pour la protéine S-HBs. Ce
domaine n’est pas ancré dans la membrane et sera retrouvé dans la lumiére du RE.
En plus du site de glycosylation facultatif présent dans le domaine S, la protéine porte
deux autres sites de glycosylation. Une N-glycosylation de 'AA4 qui est toujours
retrouvée et un site de O-glycosylation qui est retrouvé différemment suivant les
génotypes et pourrait étre associé a I'’échappement viral (Tai et al., 2002). La protéine
M-HBs est retrouvée seulement sur les particules de Dane et sur les particules virales
sous filamentaires dans la méme proportion que la protéine L-HBs. Bien que cette
protéine soit trés conservée dans la famille des Orthohepadnavirus son réle est encore
mal compris et elle ne semble pas indispensable a la sécrétion ou a I'entrée du virus
et n’est d’ailleurs pas exprimée chez le DHBV (Bruss and Ganem, 1991). De récents
travaux ont cependant montré qu’elle pourrait jouer un réle dans la sécrétion virale.
(Zhao et al., 2018).

Enfin la protéine L-HBs posséde le domaine PreS1 d’une taille de 108 a 119AA,
suivant les génotypes, qui est placé en N-ter du domaine PreS2. Ce domaine est
modifié post-traductionnellement a son extrémité N-Ter par myristoylation ce qui
permet son ancrage dans la membrane. Le domaine PréS1 peut étre exposé dans la
lumiére du RE ou bien dans le cytosol. Ces deux conformations ont un réle spécifique :
lorsque le domaine est exposé dans le cytoplasme, il va pouvoir interagir avec la
capside virale jouant un role indispensable a I'enveloppement des capsides et a
sécrétion des particules virales. Lorsque ce domaine est exposé dans la lumiére du
RE, et donc par la suite a I'extérieur de la particule virale aprés sécrétion, il va pouvoir
interagir et reconnaitre le récepteur NTCP du virus par ses AA 2-48 (Yan et al., 2012).
Les travaux de Seitz et al. ont montré que lorsque les virions étaient sécrétés, le
domaine PréS1 était préférentiellement exposé a I'intérieur du virion, et que ce dernier

subissait une maturation post sécrétion permettant le changement de conformation et
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Figure 9 : Structure des protéines de surface et ancrage de ces protéines a la membrane du RE.

A) Structure des trois protéines de surface. Les trois protéines possedent le domaine S, les protéines M-HBs et
L-HBs possedent le domaine pres2 en N-ter du domaine S et la protéine L-HBs possede le domaine preS1 en
N-ter du domaine preS2 qui sera myristoylé en N-ter. Celui-ci porte la boucle permettant la liaison au récepteur
viral. B) Ancrage des protéines de surface dans la membrane du RE. Le domaine S de la protéine est ancré par
4 domaines transmembranaires. Le domaine preS2 se trouve dans la lumiere du RE. Le domaine preS1 peut se
retrouver dans 2 conformations, vers l'intérieur cytoplasme afin de se lier a la capside, ou tournée vers la lumiere
du RE, et donc a I'extérieur du virion aprés sécrétion afin de permettre la liaison au récepteur. (Adapté de Seitz
etal., 2016)

I'exposition du domaine a I'extérieur des capsides et donc la liaison avec le récepteur
(Seitz et al., 2016).

De facon tres intéressante, les particules de Dane ainsi que les particules sous-

virales filamentaires possédent les trois protéines de surface, mais les particules sous-

virales sphériques n’expriment pas la protéine M-HBs a leur surface. Ce résultat

indique que les particules ne suivent pas les mémes voies de sécrétions (Heermann

, 1984). Les travaux ont montré que les particules exprimant les trois protéines
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de surface sont sécrétées par une voie qui fait intervenir les complexes ESCRT
(Endosomal sorting complexes required for transport) ainsi que les corps

multivésiculaires (Lambert et al., 2007; Watanabe et al., 2007).

2. La protéine de capside HBc.

La protéine HBc est une protéine de 21kDA et de 183 AA qui est exprimée a
partir de TARNpg. Cette protéine de capside joue un réle essentiel dans la réplication
virale en permettant notamment l'encapsidation de I'ARNpg, la formation des
capsides, la rétrotranscription et le relargage uniquement des particules matures. Elle
est constituée par deux domaines liés par un linker (Figure 10).

Le domaine N-ter constitué des AA 1-140 constitue le domaine d’assemblage
des capsides et joue un role structural. Ce domaine est suffisant pour la formation de
capside et sa structure cristallographique a été résolue (Wynne et al., 1999). Il est

constitué de 5 hélices-a connectées par des boucles. L’assemblage des monomeres

A) MCIuster riche en arginine
Q
=
| Dimérisation ARD

ETTVWVRRRGRSPRRRTPSPRRRRSQSPRRRRSQSRESQC
* * % * % EE *
I II III IV

Figure 10 : Structure de la protéine HBc, des dimeres et des capsides virales.

A) La protéine HBc est constituée de 3 domaines. Le domaine de dimérisation en N-ter permet la formation des
capsides. Le domaine C-ter riche en arginine permet la liaison aux acides nucléiques et porte de nombreuses
sérines phosphorylables permettant de réguler les étapes tardives du cycle de réplication. B) Représentation d’ur.
dimere d’HBc (HBc 1-149). Les boucles 3 et 4 permettent I'association des deux dimeres, formant un pic. Les
boucles 1, 2 et 5 forment la base du dimere. (Venkatakrishnan and Zlotnick, 2017) C) assemblage des dimeres
pour former les capsides de conformation T=4. (Wynne et al., 1999)
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d’HBc en dimére va se faire entre les hélices 3 et 4 de chacun des monoméres
respectifs et va former une structure de 4 boucles. Un pont disulfure peut se former
entre les cystéines 61 de I'hélice 3 de chacun des monoméres bien que ce pont ne
soit pas nécessaire a la formation des capsides. Les hélices 1, 2 et 5 vont former la
base du dimére (Figure 10B). Les diméres vont ensuite s’assembler pour former une
entité asymétrique constituée de deux diméres AB et CD et former les capsides de
conformation T=4 comptant 120 diméres dans 95% des cas (Crowther et al., 1994;
Wynne et al., 1999). La tyrosine 132 qui se trouve a I'extrémité de I'hélice 5 joue un
réle primordial dans I'assemblage des capsides et la mutation Y132A, va inhiber
'assemblage des dimeéres en capside. Le pic formé par les 4 boucles du dimeére va se
trouver a I'extérieur de la capside et entrer en contact avec les protéines de surface
(Figure 10C).

Le domaine C-Ter (CTD) est compris entre les acides aminés 150-183 et va
avoir un réle régulateur dans les étapes finales de la réplication. |l n’est pas nécessaire
pour la formation des capsides et se trouve a l'intérieur de la capside, en contact avec
'’ARNpg (Wang et al., 2012). Plusieurs régions importantes ont été mises en évidence.
Cette extrémité contient en effet les 4 domaines riches en arginine (I-1V) qui permettent
la liaison aux acides nucléiques ainsi que de nombreux résidus phosphorylables qui
vont permettre de réguler finement les étapes d’encapsidation, de liaison aux protéines
membranaires et d'import au pore nucléaire (NPC : Nuclear pore complex) (Figure
10A). Les sérines S155, S162 et S170 qui appartiennent a des sites spécifiques et
conservés SPRRR, sont les sites de phosphorylation maijoritaires, mais des
phosphorylations sur les résidus S168, S176 et T160 ont également été décrites (Jung
et al., 2014; Lan et al., 1999; Melegari et al., 2005). Lorsque le CTD se trouve sous
une forme hypo-phosphorylé, il est incapable d’encapsider 'ARNpg. Cependant une
hyper-phosphorylation va entrainer une inhibition de la synthése de 'ADN RC. Les
phénoménes de phosphorylation sont donc trés importants, finement régulés et
dynamiques. Les kinases SRPK 1 et 2 (SR protein-specific kinase) ainsi que Cdk2
(cyclin dependent kinase 2) sont capables de phosphoryler spécifiquement les sites
du CTD et peuvent se retrouver encapsidées (Ludgate et al., 2012). De plus récents
travaux ont montré que la kinase PLK1 (Polo-like-kinase 1), dont I'expression et
I'activation sont augmentées dans les cellules infectées, est un facteur proviral qui
permet la phosphorylation des sites S168, S176 et S178 de fagon spécifique. L’étude

montre également que la phosphorylation de ces sites dépend de la phosphorylation
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préexistante des sérines S155, S162, et S170 indiquant que ces phosphorylations se
font de maniére ordonnée. La protéine HBx semble jouer un role sur la phosphorylation
d’HBc, notamment en activant PLK1 (Diab et al., 2017; Melegari et al., 2005). La
phosphorylation du CTD permet des changements de conformation et peut amener a
I'exposition de certains épitopes a I'extérieur de la capside (Kann and Gerlich, 1994).

Entre ces deux domaines se trouve une région linker qui a longtemps été
supposée comme une région inerte permettant seulement de connecter les deux
domaines. Cependant des travaux récents de mutagenése ont montré qu’il était
nécessaire aux différentes étapes tardives du cycle viral. Les délétions complétes ou
bien de la partie C-ter du linker vont diminuer I'efficacité d’encapsidation de 'ARNpg,
et la rétrotranscription va également étre également séverement impactée. Les
délétions de la région N-ter de ce domaine vont en revanche affecter la sécrétion des
particules vides (Liu et al., 2018a).

Les mécanismes de phosphorylation du CTD vont également avoir un impact
sur la localisation d’HBc. Le CTD contient les signaux d’import nucléaire (NLS) et les
signaux d’export nucléaire (NES) qui permettent I'import des capsides jusqu’au noyau
et également le transit de la protéine entre le noyau et le cytoplasme (Li et al., 2010).
Il a été montré que la protéine posséde une localisation a la fois cytoplasmique et
nucléaire et que dans le noyau des cellules infectées, HBc se trouve présent sur
'ADNccc. Son rble dans ce contexte sera détaillé dans le chapitre 4 de cette

introduction.

3. HBV pol : la polymérase virale

Le VHB code pour sa propre polymérase, HBV pol qui est exprimée a partir de
'’ARNpg. Il s’agit d’'une protéine de 90kDa qui permet la synthése de 'ADN RC a partir
de 'ARNpg grace a son activité de transcriptase inverse (RT). Pour cela elle posséde
trois activités enzymatiques. Tout d’abord une activitt¢ ADN polymérase ARN
dépendante, afin de permettre la synthése du brin (-) de ’TADN RC a partir de ’ARNpg.
Ensuite une activité RNase H, qui va dégrader 'ARNpg de maniére simultanée a la
rétrotranscription. Et enfin une activitt ADN polymérase ADN dépendante, qui va
permettre la synthése du brin (+) a partir du brin (-). En paralléle de ces activités
enzymatiques, HBV Pol joue un réle dans la reconnaissance et la fixation a la
séquence ¢ de 'ARNpg, dans I'encapsidation de 'ARNpg et également un réle dans

le mécanisme inédit d’amorgage protéique pour la synthése du brin (-) de TADN RC
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(Bartenshlager 1990, Hirsh 1990). La protéine HBV Pol a une structure différente des
RT trouvé pour les autres rétrovirus, en effet elle est formée de 4 domaines : le
domaine terminal de la protéine (TP) et le domaine spacer qui sont des
caractéristiques uniques aux polymérases des hepadnavirus, et le domaine
polymérase/reverse transcriptase (Pol/RT) et le domaine RNase H qui ont une
séquence similaire et conservée par rapport aux autres RT. Le domaine TP porte la
tyrosine 63 qui est indispensable a 'amorgage protéique pour la production du brin (-)
et va étre covalemment lié a I'extrémité 5’ du brin (-) (Zoulim & seeger 1994). La fixation
a la séquence ¢ est réalisée par ce domaine ainsi que le domaine Pol/RT (Figure 11).
Le spacer qui se trouve entre les deux permet a I'enzyme d’avoir une certaine
flexibilité. Le domaine polymérase contient un motif YMDD qui est un motif typique
d’'une RT, il est donc présent dans tous les génotypes. Le domaine RNAseH permet
la dégradation de ’ARNpg lors de la synthése du brin (-) mais également 'amorgage
du brin (+) avec 'ARNpg.

Du fait de sa liaison covalente a 'ADN-RC elle a été suspectée pendant
longtemps d’avoir un role sur la formation de '’ADNccc. Cependant des travaux ont
montré que la formation de ’ADNccc dépend maijoritairement des ADN polymérases
cellulaires (Qi et al., 2016).

Y63 538YMDD

Spacer T
RT RNase H

1 178 336 680 832

Liaison a la boucle 42 520

Figure 11 : Structure de la polymerase virale, HBV pol. .

La protéine HBV Pol est formé par un domaine terminal (TP) impliqué dans I'amorgage de la synthése de 'ADN RC.Le
domaine RT possede l'activité enzymatique d’ADN polymérase ADN et ARN dépendant. Un linker permet d’établir
une connexion flexible entre ces deux premiers domaines. Enfin le domaine C-ter RNase H va permettre la
dégradation de '’ARNpg apreés retrotranscritpion.

Lors de I'apparition de mutations de résistance avec les traitements a base
d’analogues de nucléotides, c’est la polymérase qui va porter les mutations. Il est alors
possible de retrouver des mutations sur le motif YMDD, ce qui diminue I'efficacité de
réplication du virus, mais ces mutations sont généralement associées a d’autres

mutations compensatoires.
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4. L’antigéne HBe

L’ORF precore/core posséde un second codon initiateur en amont de celui
codant pour HBc, en phase avec ce dernier, et va générer la protéine P25, modifiée
post traductionnellement pour donner la protéine HBe. S’ils sont produits a partir du
méme cadre de lecture, les deux protéines ne sont pas exprimées a partir du méme
ARN. L’ARN permettant I'expression de P25 est lui plus long que 'ARNpg.

HBc et P25 partagent la méme extrémité C-ter. Mais la protéine précore va étre
adressée au RE du fait de la présence a son extrémité N-ter d’'un peptide signal. Ce

peptide signal sera clivé lors de la translocation de la protéine dans le RE donnant la

Peptide
signal AA1 HBc ARD
P25
1 19 178 212
Adressé et transloqué dans le RE dés sa traduction
Clivage du peptide signal (10AA)
P22 | | |
lCIivage protéique par une Furine
HBeAg || |

Figure 12 : Synthéese de la protéine HBe.

Lors de sa traduction, la protéine P25 va étre adressée et transloquée dans le RE gréace a son peptide signal. Les
10 premiers acides aminés de ce peptide signal vont étre clivés, donnant la protéine P22. Celle-ci va étre
transportée vers le trans-golgi pour étre de nouveau clivée par une furine donnant la protéine sécrétée HBe.

protéine P22 qui possede a son extrémité N-ter 10AA de plus qu’HBc. P22 est ensuite
modifiée dans le trans-golgi ou une furine va cliver les 34 derniers AA de I'extrémité
C-ter (domaine riche en arginine), aboutissant a la forme sécrétée de la protéine HBe
de 17kDa (Figure 12). Dans le sérum des patients infectés, la protéine est trouvée
sous forme de dimére. La protéine est également capable de former des capsides
cependant celles-ci sont dépourvues d’ARN du fait de I'absence du CTD et ce sont
trés instables du fait de la présence a I'extrémité N-ter des 10AA supplémentaire par

rapport au domaine de dimérisation d’HBc.
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Le réle de la protéine HBe est encore mal compris. Il s’agit d’'une protéine
accessoire a la réplication du virus. Cependant des travaux ont montré qu’elle jouait
un réle important dans I'histoire naturelle de I'infection. Elle pourrait jouer un réle dans
I’évasion immunitaire en diminuant la reconnaissance de I'antigene HBc dans la cellule
(Milich et al., 1998). De fagon intéressante, la protéine P22, peut étre rétro-transloquée
dans le cytoplasme (15% de la protéine environ) et serait capable de former des
diméres hybrides avec HBc, séquestrant cette protéine dans le cytoplasme et
réprimant donc la réplication virale. Ainsi P22 a un réle immunomodulateur et pourrait
jouer un réle dans la persistance virale (Scaglioni et al., 1997). La protéine P22 a
également été retrouvée dans les capsides provenant de sérums de patients infectés
chroniquement. Chez de nombreux patients infectés de fagon chronique, le virus
présente un promoteur précore muté et donc atténué voire inactivé et n’exprime plus

la protéine.

5. La protéine régulatrice HBx

Les hepadnavirus infectants les mammiféres expriment également la protéine
régulatrice HBx de 154AA pour environ 17kDa. Elle n’est pas exprimée chez les
avihepdnavirus. |l s’agit de la seule protéine régulatrice exprimée chez les
hepadnavirus et permet de réguler positivement la réplication du virus. L’expression
de la protéine est essentielle pour la réplication virale et les études ont montré que les
virus déficients pour I'expression d’HBx sont trés peu réplicatifs en culture cellulaire,

tout comme lors d’infections de souris ayant des foies humanisés. Ce défaut peut étre

NRD Transactivation
1 50 154
Transcativation nuclaire 120140
Transduction de signaux 5¢ i19
Fixation a DDB1 88 ~100
Fixation au protéasome
P 82 154

Figure 13 : Structure de la protéine HBXx.

La protéine HBx est composé de deux domaines, un domaine N-ter de régulation négative (NRD) et un domaine
de transactivation. Ce dernier possede plusieurs éléments importants impliqués dans la transactivation nucléaire,
la transduction de signaux, sa stabilité, la fixation a DDB1 et au protéasome.
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restauré par transcomplémentation par la protéine HBx (Lucifora et al., 2011; Riviéere
et al., 2015; Tsuge et al., 2010).

La protéine est organisée en deux domaines : le domaine de régulation négative
et le domaine transactivateur. Le domaine de régulation négative est constitué par les
50 premiers acides aminés et réprime l'activité transactivatrice ’HBx (Murakami et al.,
1994). Le domaine de transactivation se trouve entre les acides aminés 53 et 142. Ce
domaine contient les régions régulatrices qui permettent de définir les réles de la
protéine. On retrouve une région impliquée dans la transactivation des genes, une
région impliquée dans la transduction des signaux, un domaine de liaison a DDB1, un
domaine de liaison au protéasome ainsi qu’'un domaine de localisation nucléaire.
L’extrémité C-ter est impliquée dans la stabilité de la protéine (Figure 13).

Les travaux donnent des avis divergents quant a la localisation cellulaire de la
protéine. Elle a été montrée parfois nucléaire, parfois cytoplasmique ou bien présente
dans les deux compartiments (Henkler et al., 2001; Hoare et al., 2001; Su et al., 1998).
Les études semblent montrer que la localisation de la protéine dépend en fait de son
niveau d’expression. Quand la protéine est exprimée faiblement, HBx se trouve
préférentiellement dans le noyau alors que lors de la surexpression de la protéine, elle
présentera une localisation cytoplasmique (Henkler et al., 2001). La localisation
nucléaire d’HBx est essentielle, et les travaux ont montré que la réplication des virus
déficients pour HBx peut étre restaurée en re-exprimant une protéine HBXx
spécifiquement adressée au noyau (Keasler et al., 2009).

La protéine HBx modifie I'expression de nombreuses voies de régulation
cellulaire via ses nombreux partenaires protéiques qui ont été décrit (Benhenda et al.,
2009). La protéine virale agit notamment sur les voies régulant le cycle cellulaire en
favorisant la transition des cellules quiescentes vers les phases de prolifération,
notamment par I'activation des voies de transduction de signal Src et Ras (Benn and
Schneider, 1995; Bouchard et al., 2001; Koike et al., 1994). HBx interagit avec le
surpresseur de tumeur P53 et inactive la transcription des genes régulés par ce
facteur, incluant des geénes du cycle cellulaire, de I'apoptose et des mécanismes de
réparation a 'ADN (Link and Iwakuma, 2017; Truant et al., 1995). Il a également été
reporté que l'expression d’HBx pouvait induire ou inhiber I'apoptose selon les
contextes (Rawat et al., 2012). Par ces mécanismes, HBx pourrait étre impliquée dans

les processus de tumorigeneése.
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La présence de la protéine HBx est essentielle pour activer la transcription des
genes viraux (Keasler et al., 2007). La protéine HBx ne se fixant pas directement a
'’ADNccc, cette régulation passe par une interaction avec de nombreux facteurs de
transcription (TFIIB, TBP, TFIIH, CREB, c/EBP, NF-IL-6, CBP/P300). Cette capacité
transactivatrice va également avoir un impact sur I'expression des génes cellulaires et
peut étre impliqué dans le développement des tumeurs associés au VHB (Benhenda
et al., 2009; Cougot et al., 2007). La présence d’HBx lors de l'infection permet de
produire un environnement épigénétique actif sur la chromatine qui constitue ’ADNccc
(Belloni et al., 2009; Riviere et al., 2015).

La protéine HBx interagit avec DDB1. Cette protéine fait partie du complexe
Cul4/E3 ubiquitine ligase permettant d’ubiquitiner les protéines afin d’induire leur
dégradation par le protéasome. Par cette interaction, HBx peut donc spécifiquement
dégrader certains partenaires (Bontron, 2002; Hodgson et al., 2012; Leupin et al.,
2005). En présence d’HBX, il a été montré que '’ADNccc était associé a des marques
epigénétique actives (Belloni et al., 2009; Riviéere et al., 2015). Cependant il a été
montré que la régulation épigénétique par HBx n’affectait pas les génomes viraux
intégrés (Breugel et al., 2012). Cela est expliqué par la dégradation spécifique du
complexe Structural Maintenance of Chromosomes protein 5/6 (SMC5/6) par HBx via
sa liaison avec DDB1. Le complexe est impliqué dans la reconnaissance et la
répression de I'expression des ADN épisomiques comme I’ADNccc mais pas des
genes cellulaires. Dans un contexte d’infection par du virus déficient pour HBX,
I'extinction de I'expression du complexe SMC5/6 restore en grande partie la réplication
virale. L’inhibition du complexe SMC5/6 par HBx serait donc un pilier majeur de
I'activité transactivatrice d’HBx (Decorsiéere et al., 2016).

Bien que le réle direct dHBx dans le processus tumoral soit toujours sujet a
débat, il a été montré que dans certaines tumeurs présentant des intégrations virales,
des formes tronquées d’HBx peuvent étre retrouvées et que celles-ci peuvent avoir
perdu leurs propriétés transactivatrices ou antiprolifératives pouvant amplifier le

processus tumoral (Sirma et al., 1999).
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6. La protéine HBSP

Le virus de I'hépatite B exprime maijoritairement ses protéines a partir dARNm
non épissés. Cependant des formes épissées des ARN viraux sont décrit, notamment
'ARN SP1 de 2,2kb, épissé a partir de 'ARNpg. La proportion de cet ARN peut
atteindre jusqu’a 30% de la proportion d’ARNpg dans la cellule (Terré et al., 1991). Cet
ARN épissé va permettre I'expression de la protéine HBSP de 93AA avec une
extrémité N-ter commune a HBV pol (46AA) et une extrémité C-ter qui correspond a
une nouvelle séquence d’acides aminés se trouvant sur un autre cadre de lecture que
celui des protéines virales (Figure 14). La protéine a été mise en évidence dans des
prélevements de patients et les travaux qui ont suivi ont mis en évidence la présence
d’anticorps dirigés contre la protéine chez 46% des patients chroniquement infectés
(Soussan et al., 2000, 2003). Ces études ont montré que la présence d’'HBSP était
associée a la réplication virale avec la présence d’ADN viral et d’HBeAg dans les
sérums et pouvait également étre associée a une progression sévere de la fibrose
hépatique. Il a été montré que la présence de la protéine est associée a un niveau

elevé de TNF-a qui est une cytokine impliquée dans la réponse immunitaire et la

r ATG HBV Pol
ARNpg 5 3
r ATG HBV Pol
ARN SP1 5 3
2447 489
J' Epissage
e ATG HBV Pol
ARN SP1 5 3
l Traduction
AA 1 46 91
HBV Pol 1-46

Figure 14 : Synthese de la protéine HBSP.

La protéine HBSP est exprimée a partir de la forme épissée de 'ARNpg et depuis le codon d’initiaiton de HBV Pol.
La protéine traduite possede les 46 premiers acides aminés de la protéine HBV pol et une extrémité C-ter exprimée
a partir d’un autre cadre de lecture.
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régénération du foie. La protéine jouerait un réle en modulant I'activation de la voie
nuclear factor-kappa B (NFkB) aprés induction par le TNF-a et pouvais avoir un impact
sur la régulation des voies apoptotiques (Pol et al., 2015). Plusieurs études ont montré
que la proportion de formes épissées augmentait avec 'aggravement des symptémes
du patient et la progression vers le CHC, entrainant une augmentation de I'expression
de la protéine HBSP. Les études plus récentes ont montré qu’elle pourrait agir sur la
tolérance immunitaire en diminuant le recrutement des macrophages et monocytes et
donc en diminuant l'inflammation (Duriez et al., 2017). Enfin bien que les premiers
travaux aient montré que la protéine pouvait induire I'apoptose des cellules, des
travaux plus récents ont montré que la voie apoptotique médiée par Fas/FasL était
partiellement inhibée par HBSP induisant une baisse de la sensibilité des cellules
HepG2 exprimant stablement HBSP (Soussan et al., 2000; Wu et al., 2018).

2.Réplication du VHB

Le virus de I'hépatite B va infecter principalement les hépatocytes. Apres

attachement a son récepteur spécifique, le NTCP, le virus va étre endocyté puis la
nucléocapside contenant le génome viral sous forme d’ADN RC va étre libérée dans
le cytoplasme. Cette capside sera ensuite transportée par les microtubules jusqu’au
NPC. Dans le NPC, la capside va se dissocier afin de libérer TADN RC dans le noyau.
Une fois dans le noyau, ’ADN RC va étre converti en ADNccc, qui existe sous la forme
d’un minichromosome avec des protéines histones et non histones, ainsi que la
protéine HBc. Cet ADNccc sert de matrice a la transcription des ARN viraux, dont
'’ARNpg.

Dans le cytoplasme, '’ARNpg va étre reconnu par la polymérase virale, HBV
Pol, afin d’étre encapsidé puis rétrotranscrit en ADN RC. L’ADNccc du VHB ne
posséde pas d’origine de réplication, le virus utilise donc d’autres stratégies afin de
maintenir son pool d’ADNccc. Un des mécanismes est le recyclage des particules
matures contenant ’ADN RC du cytoplasme vers le noyau. La majorité des capsides
vont néanmoins étre adressées a l'appareil de Golgi ou elles vont acquérir une
enveloppe puis étre sécrétées. Des particules sous-virales, composées seulement des
protéines d’enveloppe sont également sécrétées en grand nombre.
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Figure 15 : Cycle viral du VHB.

Le virus de I'hépatite B entre dans la cellule par endocytose apres attachement a son recepteur le NTCP.
Apres libération de la capside dans le cytoplasme, celle-ci sera transportée jusqu’au noyau ou '’ADN RC
sera délivré pour étre converti en ADNccc. L’ADNccc se trouve dans le noyau sous la forme d’un
minichormosome avec des protéines histones et non histones, et la protéine HBc. Il va permettre la
synthése des ARN viraux dont ’ARNpg qui va étre reconnu par la polymérase puis encapsidé afin d’étre
rétrotranscrit en ADN RC. Les capsides matures vont ensuite soit étre recyclées vers le noyau afin de
maintenir le pool d’ADNccc ou bien étre envoyée vers le RE pour étre enveloppé et sécrétées. (Adapté
de Kim et al. 2016)

A. Entrée du VHB dans les hépatocytes.
L’étude des mécanismes de réplication, et particulierement d’entrée du VHB, a
longtemps été ralentie du fait de 'absence de modéles cellulaires adapté. Le récepteur
du virus étant inconnu jusqu’en 2012, les seuls modeéles cellulaires permissifs a

l'infection étaient les hépatocytes primaires humains, les cellules HepaRG
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différenciées et les hépatocytes primaires de Tupaia. Néanmoins, grace a l'utilisation
de ces modeéles ou par comparaison avec les virus de mammiféres proches
(notamment avec le virus de la marmotte) il a été établi trés tét que l'infection par le
virus était hautement spécifique des cellules hépatiques, et que cette entrée était
médiée par les protéines de surface S-HBs et surtout L-HBs. Le virus va tout d’abord
reconnaitre les protéoglycanes a héparane de sulfate (HSPG) par l'intermédiaire de la
boucle antigénique de la protéine S-HBs notamment par I'intermédiaire des AA R122
et K141 (Sureau and Salisse, 2013). Les liaisons de la protéine de surface avec les
HSPG sont faibles individuellement, mais étant donné que la proportion d’HBs est
élevée a la surface du virion, ces interactions permettent au virus une adhésion
suffisante pour reconnaitre et interagir par la suite avec le récepteur.

La liaison entre S-HBs et HSPG est donc nécessaire mais pas suffisante. En
effet, le virus interagit ensuite avec son récepteur le NTCP (Yan et al., 2012). Il s’agit
d’un transporteur des sels et des acides biliaires qui est majoritairement exprimé dans
le foie. La protéine NTCP est trés conservée chez les mammiféres, mais une variation
dans la séquence primaire existe, expliquant les barriéres d’espéce observée pour les
différentes souches virales. Avant la découverte du récepteur viral, il était admis que
I'entrée du virus et la reconnaissance du récepteur étaient médiées par la protéine L-
HBs. Les études ont montré que I'interaction avec ce récepteur est médiée par les 75
résidus N-terminaux de la protéine L-HBs, et que la myristoylation de cette extrémité
est nécessaire (Blanchet and Sureau, 2007). La protéine L-HBs interagit avec les
résidus 157-165 du NTCP afin de médier I'entrée du virus dans la cellule (Yan et al.,
2012). La myristoylation est I'ajout d’'un acide gras couplé a un résidu aminé sur une
glycine, dans le cas de du domaine préS1 sur le deuxiéme AA de la chaine. Ces
recherches ont abouti a la production d’un inhibiteur, le Myrcludex B, composé des
premiers 47AA du domaine préS1 myristoylé qui est spécifique pour le VHB mais aussi
pour le virus delta qui utilise I'enveloppe du VHB (Gripon et al., 2005; Volz et al., 2013).

Il est trés probable que comme observé pour les autres virus, la fixation a
'HSPG ou bien au NTCP provoque des changements conformationnels de la
membrane induisant I'entrée du virus mais les détails de cette entrée sont encore mal
compris. Le virus entre dans la cellule par endocytose. Plusieurs mécanismes ont été
évoqués et semblent différer selon le type cellulaire utilisé. L’endocytose médié par la
Cavéoline1 a été suspectée en cellules HepaRG bien que les inhibiteurs spécifiques

de cette voie d’entrée n’aient que tres peu d’effet. Il semblerait que la voie d’entrée soit
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clathrine dépendante. La protéine de surface L-HBs interagit spécifiquement avec la
chaine lourde de la clathrine ainsi qu’avec la protéine AP-2 qui est un adaptateur
protéique des complexes associés aux clathrines, et I'extinction de I'expression de ces
deux partenaires inhibent I'entrée du virus (Huang et al., 2012). De plus les inhibiteurs
de la voie d’endocytose clathrine dépendante inhibent I'entrée du virus (Huang et al.,
2014; Umetsu et al., 2018).

A la suite de son endocytose le virus suit la voie endo-lysosomale afin de
permettre la libération de la capside dans le cytoplasme. La libération de la capside ne
semble pas dépendre de 'acidification des vésicules car les composés augmentant le
pH des endosomes n’ont aucun impact sur la libération du virus. De plus, il semble
que les capsides virales internalisées sans enveloppe soient également transportées
aux lysosomes (Cooper and Shaul, 2006). La voie lysosomal pourrait permettre une
maturation finale des capsides, permettant leur import au noyau par la suite. Ces
résultats sont pourtant soumis a controverses car des études récentes ont mis en
évidence une activité fusogénique du domaine préS1 (AA 9-34) dépendante d’'un
abaissement du pH. Ces résultats ont cependant été mis en évidence dans un contexte
non-infectieux (Liu et al., 2016a; Somiya et al., 2015). Une autre hypothése est la
présence dans le domaine préS2 d’'un motif de translocation membranaire (TLM)
formant une hélice a et aidant a la translocation du virus dans le cytoplasme, sans
recours a un meécanisme de fusion. L’enveloppe serait ensuite altérée par les
conditions réductrices dans le cytoplasme permettant la libération des capsides. Le
TLM ne serait exposé qu’apres une proteolyse partielle du domaine prés1 qui intervient
dans les endosomes et permet I'évasion de la particule virale, toujours enveloppée,
dans le cytoplasme. Cependant, cette hypothése est également sujette a controverse
car comme discuté plus tot, le domaine préS2 qui contient le TLM ne semble pas

nécessaire aux étapes précoces de l'infection (Stoeckl et al., 2006).

B. Transport de la particule vers le noyau et libération de ’ADN

RC.

Les inhibiteurs de la polymérase virale ne bloquant pas la formation de
’ADNccc, la conversion de 'ADN RC en ADNccc se fait donc de facon dépendante
des polymérases cellulaires et nécessite I'import de 'ADN RC dans le noyau. Les
hépatocytes étant un type cellulaire qui ne se divise peu voire pas, '’ADN RC va devoir

étre importé a travers le NPC.
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Afin d’étudier I'import des capsides au noyau, sans étre affecté par les étapes
précédentes du cycle, 'équipe de M. Kann a utilisé la lipofection de capsides, sous
diverses formes. lls ont montré que le transport des capsides vers le NPC est un
phénomeéne trés rapide (environ 15 minutes) indiquant qu'il s’agit d’un transport actif.
La méme étude a montré que cet import était inhibé par le nocodazole, qui induit la
dépolymérisation des microtubules, montrant I'implication de ces derniers dans I'étape
de transport des capsides vers le noyau (Rabe et al., 2006). Les travaux récents de la
méme équipe ont montré que ce transport était réalisé par l'interaction des capsides
avec la protéine dynein light chain LC8-type 1 (DynLL1) qui fait partie du complexe
Dynéine 1, acteur majeur du transport cellulaire rétrograde. L’étude montre que les
capsides vides, ou matures interagissent avec une plus forte affinité avec DynLL1 que
les capsides immatures et que la phosphorylation du CTD était impliquée dans cette
liaison (Osseman et al., 2018).

L’'import a travers le NPC est dépendant de l'importine B mais également de
'importine a. L’interaction avec ces deux protéines semble dépendre du niveau de
phosphorylation du CTD d’HBc qui contient deux NLS (Li et al., 2010). Aprés
encapsidation puis synthése de 'ADN RC, le CTD est phosphorylé et cela entraine
alors une exposition d’une partie du CTD a l'extérieur de la capside permettant
I'interaction avec les importines et I'import vers le NPC. Il n’est pas encore certain sila
dissociation de la capside, se fait avant, aprés ou pendant le passage du NPC, et donc
si 'import du génome viral dans le noyau est dépendant de la protéine HBc ou bien
médiée par le complexe HBV pol/ADN RC. Cependant plusieurs études en
microscopie électronique ont montré la présence de capsides dans le panier du NPC.
Il a aussi été montré que les capsides fixées aux UV ne parvenaient pas a passer outre
le panier ce qui semble indiquer que la dissociation de la capside est nécessaire pour
passer le NPC (Gallucci and Kann, 2017; Rabe et al., 2003). L’interaction avec
NUP153 serait responsable de la dissociation des capsides et permettrait le passage
du génome a travers le panier a la face nucléaire du pore (Schmitz et al., 2010).
L’hypothése la plus favorable est celle d’'un import des capsides matures jusqu’au
panier du NPC, puis la dissociation a ce moment permettant le passage du complexe
HBV pol/ADN RC. La protéine HBc va également étre importée dans le noyau et se

réassembler (Rabe et al., 2009).
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C. Formation de ’ADNccc

Aprés avoir franchi la barriére nucléaire et s’étre débarrassé de la capside, le
génome viral, qui se trouve toujours sous forme partiellement double brin, doit étre
réparé en ADNccc afin de permettre I'expression des génes viraux. Plusieurs étapes
sont nécessaires. La protéine HBV pol sur le brin(-) de TADN RC et 'amorce ARN du
brin(+) doivent tout d’abord étre retirées, la région répétée r doit étre dégradée puis
'ADNccc doit étre complété et les extrémités liées, enfin il faut que les protéines
histones soient recrutées afin de permettre la formation du minichromosome. Les voies
de réparation des dommages a ’ADN semblent étre impliquées dans les mécanismes
de réparation (Schreiner and Nassal, 2017).

Les études ont montré que la polymérase virale n’est pas nécessaire a la
conversion de ’ADN RC en ADNccc, la premiére étape est donc de retirer la protéine
covalemment liée a I'extrémité 5 du brin (-). L’équipe du Pr Nassal a démontré que
'enzyme TDP2 (Tyrosyl-DNA phosphodiesterase 2) était capable de couper le pont
disulfure entre 'ADN RC et la polymérase virale (Koniger et al., 2014). Cependant
I'extinction de cette protéine n’aboutit qu’a un retard de formation de '’ADNccc, ce qui
indique que d’autres enzymes agissent a cette étape. L’ADN RC posséde également
une redondance r, d’environ 10 nucléotides sur des extrémités du brin (-) de ’TADN RC
qu’il faut retirer afin de permettre la ligation du brin. Il semblerait que la protéine Flap
endonucléase 1 soit capable de réaliser cette étape, bien que, comme pour TDP2, les
expériences d’extinction n’induisent pas une inhibition compléte de la formation de
'’ADNccc. D’autres candidats sont donc en cours d’étude afin de comprendre cette
étape (Kitamura et al., 2018). L’extrémité du brin (+) est covalemment lié a un fragment
d’ARN provenant de 'ARNpg ayant servi d'amorce, mais les mécanismes impliqués
dans la dégradation de cette amorce ne sont pas encore connus.

Afin de découvrir les polymérases cellulaires impliquées dans la réparation de
la bréche du brin (+), 'équipe du Pr. Li a réalisé un crible d’inhibition génétique et
chimique. lls ont identifié plusieurs ADN polymérases (ADN pol) impliquées, dont
'’ADNpolk, qui est une enzyme trés active dans les cellules non-réplicative. Il semble
que deux autres ADN polymérases (ADNpolL et ADNpolH) soient également
impliquées mais avec une importance moindre (Qi et al., 2016).

Enfin les extrémités de ’ADNccc sont liées par des ADN ligases cellulaires afin

de créer un ADN covalement clos. Les études récentes ont montré par un crible
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d’extinction que les DNA ligase 1 et 3 étaient impliquées dans ces étapes (Long et al.,
2017). Les travaux ont montré que les noyaux des cellules infectées possédent entre
1 et 45 copies d’ADNccc selon le type cellulaire étudié (Li et al., 2018)

Dans les hépatocytes infectés, 'ADNccc est retrouvé sous la forme d’un
minichromosome et donc organisé en nucléosome. Cette nucléation permet de réguler
la transcription de I'ADNccc de la méme fagon que les génes cellulaires. Les
mécanismes permettant de recruter les protéines histones ne sont pas encore connus.
Dans le noyau, 'ADNccc ne semble pas étre localisé au hasard et étre enrichi dans
les régions actives, notamment proche des sites d’initiation de la transcription et dans
les régions riches en dinucléotides CpG comme I'a montrée récemment notre équipe
par la technique de Chromosome conformation capture (Hi-C) (Moreau et al., 2018).
En plus des protéines histones, il a été montré trés tét que la protéine HBc était
également présente sur ’ADNccc, et permet notamment de réduire 'espacement entre
les nucléosomes (Bock et al., 1999). Son réle dans ce contexte sera discuté dans le

chapitre 4 de cette introduction.

D. Transcription virale et export des ARN.

La transcription des ARN viraux est unidirectionnelle et se fait par 'ARN
polymérase Il (ARN pol Il). Tous les ARN vont étre coiffés en 5’ et polyadénylés. Le
signal de polyadénylation est commun pour tous les transcrits viraux. Le VHB posséde
4 promoteurs viraux. Le promoteur preC/C qui permet I'expression des ARN précore
et prégénomique de 3 ,5kb. Le promoteur preS1 qui permet I'expression de I'ARN
preS1 de 2,4kb codant pour la protéine de surface L-HBs. Le promoteur preS2/S qui
permet I'expression de 'ARN de 2,1kb permettant 'expression des protéines M-HBs
et S-HBs. Et enfin le promoteur X qui permet I'expression de '’ARN de 0,8kb codant
pour HBx. Le génome contient également deux enhancers : Enhl et Enhll qui régulent
respectivement les ARN preC/C et HBx et les ARN codant les protéines de surface et
I'ARN HBx. Les ARN viraux sont majoritairement non épisseés, bien que I'on retrouve
une forme épissée de '’ARNpg SP1 ainsi que d’autres formes minoritaires d’épissage
alternatif. La région PRE va permettre la régulation de I'épissage et de I'export vers le
cytoplasme des ARN viraux.

L’expression correcte des ARN viraux, dont d’ARNpg, est essentielle pour la
réplication virale car ce dernier va permettre la production de 'ADN RC et donc la

propagation de l'infection. Les mécanismes de régulation transcriptionnelle et post-
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transcriptionnelle de ces ARN -épissage, export et stabilité- feront I'objet du 3¢ chapitre

de cette introduction.

E. Encapsidation de ’ARNpg et rétrotranscription

Une fois exporté dans le cytoplasme, ’ARNpg va permettre la production de la
protéine de capside ainsi que d’HBV pol. De fagon intéressante, la traduction de la
protéine HBc est environ 200 a 300 fois plus efficace que celle de la polymérase virale.
Les mécanismes régulant ces proportions ne sont pas connus mais permettent
d’établir un ratio idéal pour la synthése des nouvelles particules (Bartenschlager and
Schaller, 1992). Par la suite 'ARNpg va étre encapsidé puis rétrotranscrit. La
rétrotranscription dépend de I'encapsidation et ces deux mécanismes vont se dérouler

en plusieurs étapes.

1. Liaison de 'ARNpg et de la polymérase et encapsidation.

La polymérase virale va se fixer sur la boucle € en 5 de 'ARNpg ce qui va
induire des changements de conformation a la fois sur ’TARNpg et sur HBVpol et
induire 'encapsidation du complexe. Cette séquence ¢ joue un réle primordial, elle est
composeée de deux tiges séparées par une boucle latérale, et d’'une une boucle apicale
(Figure 16A). Il s’agit d’'une structure conservée au sein des hepadnavirus. La
séquence ¢ est également présente a I'extréemité 3’ de 'ARNpg, et de tous les ARN
viraux, mais cette séquence terminale ne sera pas utilisée pour I'encapsidation (Knaus
and Nassal, 1993). La fixation de la polymérase sur la séquence ¢ de 'ARNpg est
nécessaire pour I'encapsidation du complexe. |l a été montré que HBV pol n’était pas
encapsidé en absence de 'ARNpg. De méme un ARN avec la séquence epsilon ne
sera encapsidé qu’en présence de la polymérase. Des facteurs cellulaires sont
également nécessaires a I'encapsidation du complexe ribonucléoprotéique,
notamment des protéines chaperonnes comme Hsp90 et Hsp70 (HSP : Heat shock
protein) (Seo et al., 2018) (Figure 16B). De fagon intéressante ces deux protéines vont
e€galement étre encapsidées et servir de chaperonne pour la polymérase virale lors de

la rétrotranscription.
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2. Amorcgage protéique au niveau de la séquence €
Le mécanisme de rétrotranscription de ’ARNpg en ADN RC est un mécanisme
singulier a la famille des Hepadnaviridae. En effet la rétrotranscription débute par un
mécanisme d’amorgage protéique dans lequel la tyrosine 63 du domaine TP d’HBV
pol va étre covalemment liée a une deoxyguanosine monophosphate (dGMP) (Wang
and Seeger, 1992). Il s’agit d’'un amorgage qui est séquence spécifique, et qui permet

la copie de 3-4 nucléotides au niveau de la boucle latérale de la structure € par le
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Figure 16 : Séquence ¢ et amorgage protéique.

A) Séquence de la tige boucle. La boucle latérale permettant 'amorgage protéique est annotée en gras.
L’amorce (rouge) est liée par un groupement ? a la tyrosine Y63 de la polymérase virale (Tiré de Nassal,
2008). B) La polymérase se fixe a la séquence ¢ grdce aux chaperonnes Hsp70/90 ce qui va induire
I'amorgage protéique. La nécessité d’avoir la coiffe en 5’ de T'ARNPg proche de la séquence ¢ laisse penser
que les facteurs s’y fixant sont nécessaires a 'amorgage protéique. (Tiré de Hu and Seeger, 2015)

domaine RT d’HBV pol. Il a été montré que la présence du dimere Hsp70/90 est
nécessaire pour cette étape et va permettre a la polymérase d’adopter la bonne
conformation pour se fixer a 'ARNpg et également pour entamer le processus
d’amorgage protéique. Il a également été montré que la présence de la coiffe en 5’ de
'ARNpg était nécessaire pour cette étape de la réplication et que si celle-ci était
présente mais éloignée de la séquence g, 'amorgage était impacté (Jones et al., 2012).
Les inhibiteurs de la RT n’ont pas d’'impact sur I'étape d’encapsidation ce qui montre
que la synthése de cette amorce est une étape postérieure a I'encapsidation.

Les étapes suivantes vont étre réalisées au sein des capsides virales dans le
cytoplasme et des mutations ou délétions du CTD d’HBc vontinhiber leur déroulement,
quand bien méme ’ARNpg est correctement encapsidé et fixé a HBV Pol.
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3. Synthése du brin (-)

Une fois I'amorcage réalisé, la polymérase covalemment liée a I'amorce
nucléotidique va étre transférée a l'extrémité 3° de I'ARNpg ou elle va étre
complémentaire a I'extrémité 3’ proximale de la répétition directe 1 (DR1) (Figure 17A).
Cependant la reconnaissance de DR1 ne peut pas se faire seulement par la séquence

de l'oligonucléotide. En effet la répétition ne couvre que 3 a 4 nucléotides et une
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Figure 17 : Rétrotranscription de 'ARNpg en ADN RC (adapté de Hu and Seeger 2015).

A) Transfert de I'amorce ADN depuis la séquence € vers la séquence DR1 se trouvant en 3’ de 'ARNpg. B)
synthese du brin (-) et digestion de 'ARNpg par le domaine RNase H. C) Transfert de 'amorce ARN depuis la
séquence DR1 vers la séquence DR2 du brin (-). D) synthese du brin (+) vers l'extrémité 5’ du brin (-). E)
Changement de matrice pour la synthese du brin (+), vers 'extrémité 3’ du brin (-). F) synthese partielle du brin (+).

séquence complémentaire a cet oligomeére peut donc se retrouver a d’autres endroits
du génome viral. Cette étape nécessite donc I'intervention de facteurs permettant une
circularisation de 'ARNpg et donc un rapprochement entre la structure € et DR1.
L’élément @ en amont de DR1 est par exemple capable de s’apparier avec la tige haute
de la structure € (Tang and McLachlan, 2002). Un autre appariement entre la séquence
w, localisé en aval de DR1, et la séquence ¢ va également jouer un rdle dans la
synthése du brin (-) (Abraham and Loeb, 2007). Des travaux ont également montré
que les protéines présentes sur la coiffe 5’ et sur la queue polyA pouvaient interagir et
permettre la circularisation de ’TARNpg. La fixation de 'amorce a DR1 va ensuite initier
la synthése du brin (-) de ’'ADN RC par le domaine RT d’HBV pol jusqu’a I'extrémité
3’ de 'ARNpg. En paralléle de la syntheése d’ADN, le domaine RNaseH d’HBV pol va
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dégrader 'ARNpg. Du fait de la redondance des extrémités de 'ARNpg et de la
position de DR1, le brin (-) comporte une répétition de 9 nucléotides a son extrémité
(r) ce qui joue un réle dans la recircularisation du génome et facilite la synthése du brin
(+) (Seeger et al., 1986) (Figure 17B).

4. Synthése du brin (+)

La synthése du brin (+) se fait en deux étapes avec deux sauts de matrice.
L’extrémité 5’ coiffée de 'ARNpg ne sera pas dégradée et va servir d'amorce a la
synthése du brin (+). Elle est complémentaire de la région répétée directe 2 (DR2) a
'extrémité 5’ du brin (-) et va donc s’y fixer (Figure 17C). Cela va permettre la synthése
du brin (+) vers I'extrémité 5’ répétée du brin (-) (Figure 17D). Lorsque la polymérase
arrive a I'extrémité 5’ du brin (-), un nouveau saut de matrice va s’opérer. Grace a la
séquence r également présente sur I'extrémité 3’ du brin (-), le brin (+) naissant va
pouvoir s’apparier a cette région et la synthése pourra se poursuivre (Figure 17D et
E).

La synthése du brin (+) va étre partielle, produisant des extrémités 3’
hétérogénes. Cet arrét de la synthése peut étre causé par des contraintes imposeées
par la polymérase ou la capside. Il a également été montré que la synthése de ce brin
peut étre étendue lorsque les capsides sont incubées en présence de nucléotides, ce
qui indiquerait que le manque de dNTP dans la capside soit a I'origine de ce brin
incomplet.

A ce moment les capsides dites matures vont pouvoir soit étre dirigées vers le
RE afin détre enveloppées, soit étre envoyées vers le noyau afin de

renouveler/augmenter le pool d’ADNccc.

F. Sortie des particules virales

Il semblerait que la protéine core change de conformation lors de la maturation
de 'ADN RC. La phophorylation du CTD joue un réle primordial et fait que seules les
capsides matures vont étre enveloppées. La capside peut alors interagir avec la partie
N-ter de la protéine L-HBs au niveau du RE et va induire la translocation de la particule
dans le RE. Le bourgeonnement de la particule dans le RE est dépendant de la voie
ESCRT. C’est la protéine HBc qui contient un domaine PPAY qui permet le
recrutement de la machinerie, par liaison directe, ou bien par l'intervention d’autres

protéines cellulaires (Lambert et al., 2007). Paradoxalement, les capsides vides vont
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également étre enveloppées et sécrétées, en quantité 100 fois supérieure a la particule

de Dane. On estime que seules10 particules virales infectieuses sont sécrétées par

jour par hépatocyte infecté.

3.Réqulation de la biologie des ARN viraux :

une étape cruciale pour le maintien de la

réplication.

Le VHB persiste dans le noyau des cellules infectées par la présence de son
ADNccc, méme chez les patients qui suivent un traitement. Cet épisome viral ne
posséde pas d’origine de réplication, son maintien lors de la division cellulaire dépend
donc majoritairement de la production de particules virales contenant de ’'ADN RC
mature qui vont étre recyclées vers le noyau. Ces particules étant formées a partir de
'’ARNpg, il est donc nécessaire aujourd’hui de mieux comprendre le métabolisme des
ARN viraux. Ce chapitre s’efforcera donc de décrire la biologie de ces ARN : leur
transcription, la régulation de I'épissage, leur export vers le cytoplasme ainsi que leur

stabilité.

A. Régulation transcriptionnelle.

1. Les promoteurs viraux et les facteurs de transcription associés.

Comme décrit précédemment, le génome viral contient 4 promoteurs et 2
enhancers qui régulent la transcription des ARN viraux. La transcription de ces
promoteurs va étre trés largement régulée par des facteurs de transcriptions foies
spécifiques notamment de la famille des facteurs nucléaires hépatocytaires (HNF :
Hepatocytes nuclear factor) Il s’agit la d’'un second mécanisme de spécificité
hépatotropique.

X Promoteur précore/core

Le promoteur preC/C permet la production des ARN précore et des ARNpg de
3,5kb a partir de deux sites d’initiation trés proches. Il est composé de deux régions :
le promoteur basal du core (BCP) et une région régulatrice en amont du BCP (CRUS
. core upstream regulatory sequence) (Figure 18). Le BCP contient les régions

promotrices de '’ARN précore et de 'ARNpg qui se superposent mais peuvent

THESE DE DOCTORAT | Barbara Quioc-Salomon - 2019



Introduction

fonctionner séparément. Cette région ne contient pas de domaine TATAbox standard
mais bien deux régions « TATAbox like » pour chacun des promoteurs précore et
prégénomique environ 20 a 30 nt en amont de leur site d’initiation de la transcription
(Yu and Mertz, 1996). Le BCP permet a lui seul d’activer la transcription des ARN
précore et ARNpg mais son efficacité reste assez faible et il nécessite la présence des
deux enhancers, et particuliérement de 'Enhl pour étre actif.

La région en amont permet d’activer le BCP entre 200 et 2000 fois et fonctionne
de maniére orientée (Moolla et al., 2002). Il peut étre sous divisé en 2 domaines,
CRUS-A et CRUS-B qui régulent le BCP séparément et differemment suivant la lignée
cellulaire. Cette région est sous-divisée en domaines, les boites a, B, y et 8. (Figure
18).
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Figure 18 : Régulation de I'expression du promoteur preC/C.

Le promoteur précore contient deux sites d’initiation de la transcription permettant I'expression de 'ARNpg et de
I’ARN précore. Il est composé de deux domaines qui vont permettre son activation. Le BCP (Basal core promoter)
qui contient les deux sites d’initiation et deux séquences proches d’une TATA box permettant leurs expressions
respectives. En amont du BCP se trouve la région CRUS, qui peut étre sous divisé en deux domaines, et en 4 sous
domaines. En amont de cette région régulatrice nous retrouvons un site de régulation négative NRE sous divisé en
3 boites a, B et y.
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En amont du promoteur, on retrouve une région de régulation négative (NRE :
Negative regulatory element) qui peut diminuer voire supprimer 'activité du promoteur
ainsi que de Enhll. |l peut étre divisé en 3 sous-domaines le NREa, NRE et NREy qui
fonctionnent de concert (Chen and Ou, 1995).

La régulation de ce promoteur est primordiale car elle permet I'expression de
'’ARNpg et donc la réplication virale. De nombreux facteurs vont donc intervenir. Le
facteur de transcription foie spécifigue HNF-4 posséde deux sites de fixation sur le
promoteur preC/C. Le premier site de fixation est spécifique pour le facteur HNF4 et
permet d’activer la transcription. Le deuxiéme site est le lieu d’'une fixation de plusieurs
autres facteurs de transcription qui vont entrer en compétition et réguler différemment
'expression du promoteur. La fixation de I'hétérodimere RXRa-PPARa (retinoid X
receptor a /Peroxysome proliferator activated receptor a) va induire la transcription de
'ARNpg, sans effet sur 'ARNpreC. La fixation du facteur COUP-TF (Chicken
ovalbumin upstream promoter transcription factor) va, elle, provoquer I'inhibition de
I'expression des 2 ARN de 3,5kb (Quarleri, 2014; Raney et al., 1997). Sur ce deuxiéme
site, HFN-4 semble moduler positivement I'expression de 'ARN précore quand il
interagit avec le facteur fetoprotein transcription factor (FTF), en revanche, l'interaction
avec le facteur testicular orphan receptor 4 induit une répression (Gilbert et al., 2000;
Lin et al., 2003).

Le facteur C/EBP (CCAAT/enhancer binding protein) est également un facteur
de transcription dont I'expression est enrichie dans le foie et posséde un site de fixation
au niveau du promoteur du core. |l permet d’activer la transcription lorsqu’il est exprimé
a un faible niveau. En revanche, lorsqu’il est surexprimé, il induit une inhibition du
promoteur (L6épez-Cabrera et al., 1990, 1991). Le facteur Jumonji domain containing
5 (JMJD5) a également été montré comme essentiel a 'expression des génes viraux.
Ce facteur interagit avec HBx et permet de réguler I'expression d’un certain nombre
de facteurs de transcription présenté ici, notamment HNF3, HNF4 et C/EBP a travers
son activité hydrolase (Kouwaki et al., 2016).

Le facteur de transcription ubiquitaire Specificity protein 1 (SP1) posséde
plusieurs sites de fixation au niveau du promoteur preC/C : deux dans le BCP et un
troisieme au niveau de I'enhancer Il. Les deux premiers sites permettent d’activer
spécifiguement ce promoteur et leur mutation entraine une forte diminution de

I'expression du promoteur (Li and Ou, 2001).

THESE DE DOCTORAT | Barbara Quioc-Salomon - 2019



Introduction

L’infection par le VHB va induire une augmentation de I'expression de la
protéine Sirtuin1 (Sirt-1), ce qui aura pour effet d'augmenter la fixation de la protéine
activatrice 1 (AP-1) de la famille C-jun sur le promoteur preC/C et d’augmenter
I'expression des ARN de 3,5kb (Deng et al., 2017; Ren et al., 2014).

La protéine PUF60 (Poly(U) Binding Splicing Factor 60) semble également étre
impliquée dans la régulation de la transcription de ce promoteur. La surexpression
augmente la transcription de 'ARNpg a des temps courts aprés infection, et ceci est
meédié par le recrutement du facteur de transcription TCF7L2 (Transcription Factor 7
Like 2) dans la région BCP/Enhll. Cependant I'action de PUF60 est a deux niveaux
car son expression va induire la dégradation de ’ARNpg a des temps plus longs aprés
infection (Sun et al., 2017).

Enfin, il a été montré récemment que la protéine TARDBP (trans-activation
responsive DNA binding protein) est un facteur proviral et se fixe sur le promoteur sur
deux sites situés dans la région 1804-1849 du génome. De plus ce facteur interagit
avec de nombreux facteurs précédemment décrits pour réguler I'expression du virus
comme Hsp90 ou PUF60 et pourrait réguler leurs activités. Son extinction résulte en

une diminution importante de la réplication virale (Makokha et al., 2019).

% Promoteur preS1

Le promoteur preS1 permet la production des ARN de 2,4kb codants pour la

protéine L-HBs. Il s’agit du seul promoteur du génome a posséder une séquence
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Figure 19 : Régulation de I'expression du promoteur preS1.

Facteurs de
transcription

Le promoteur preS1 permet I'expression de 'ARN codant pour L-HBs et est composé d’une TATA box qui va
permettre la fixation de la protéine TBP.
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canonique de TATAbox permettant la fixation la TATAbox binding protein (TBP). Le
site de fixation du facteur de transcription HNF1 en amont du site TATA est le
deuxieme élément nécessaire et suffisant pour I'expression de ce promoteur (Moolla
et al., 2002). D’autres facteurs comme le facteur de transcription SP1, I’hétérodimére
PPARa-RXRa et HNF-3 peuvent tout de méme réguler positivement I'expression de
ce promoteur (Li and Ou, 2001; Raney et al., 1992). La protéine Prospero-related
homeobox (Prox1) interagit avec HFN1 et SP1 et diminue leur interaction avec le
promoteur, ce qui impacte la transcription (Qin et al., 2009). Les deux facteurs agissant
d’ailleurs sur d’autres promoteurs/enhancers viraux, Prox1 va inhiber de fagon
générale la transcription des génes viraux. Le promoteur preS2/S a été décrit comme

régulant négativement le promoteur preS1.

X Promoteur preS2/S

Le promoteur preS2/S permet la production des ARN de 2,1kb codants pour les
protéines M-HBs et S-HBs. Le promoteur preS2/S peut étre divisé en 7 éléments (A-
G) qui fixent les facteurs de transcription. Ce promoteur est complétement dépourvu
de séquence TATA ou s’en rapprochant. Il partage en revanche des homologies avec
le promoteur des génes tardifs du SV40 (région D). La région A, B et C régulent
positivement I'expression du promoteur. La région F en revanche semble réguler
négativement le promoteur, mais cet effet est contrecarré par la région E qui la
chevauche (Moolla et al., 2002). Le motif CCAAT est essentiel et permet de stimuler
I'expression mais également de réprimer le promoteur S1 ceci grace au facteur de
transcription TFy (Transcription Factor y) et C/EBP qui s’y fixent (Bock et al., 1999).

L’activité du promoteur pres2/S est également trés largement promue par la
fixation du facteur de transcription NF1 environ 190 pb avant le site d’initiation de la
transcription (Shaul et al., 1986). Bien que dépourvue de séquence TATA, la protéine
TBP se fixe sur le promoteur et régule positivement son expression (Bogomolski-
Yahalom et al., 1997). 3 sites de fixation pour le facteur SP1 sont également décrits
dans cette région et permettent I'activation de la transcription de 'ARN de 2,1kb
(Raney et al., 1992).

Le promoteur contient également une séquence CRE (CREB responsive
element) permettant de recruter le facteur de transcription CREB (cyclic AMP-
response element binding protein) qui induit une régulation positive de la transcription
de 'ARN preS2/S (Tacke et al., 2005).
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Figure 20 : Régulation de I'expression du promoteur preS2/2.

Le promoteur preS2/S permet I'expression d’un ARN de 2,1kb codant pour M-HBs et S-HBs. Il est composé de 7
domaines différents A-G. Le motif CCAAT est essentiel a son activation et permet également de diminuer
I’expression du promoteur preS1.

X Promoteur X

Le promoteur X permet la production de 'ARN de 0,8kb codant pour HBx. La
région régulatrice se situe environ 140nucleotides en amont du site d’initiation de la
transcription et est une séquence de 21 nucléotides riches en GC (Tokusumi et al.,
2004). Il ne posséde pas de séquence consensus correspondant a une TATAbox et
sa transcription semble étre régulée par le facteur NRF1 (Nuclear respiratory factor 1)
qui est essentiel pour 'expression du géne. (Tokusumi et al., 2004). La transcription
d’HBx est également régulée par les facteurs C/EBP, ATF (Activating transcription
factor 1) et AP-1/jun-Fos (Moolla et al., 2002; Quasdorff and Protzer, 2010).

Récemment, une étude a permis d’annoter tous les sites d’initiation de la
transcription sur le génome viral, confirmant les sites principaux déja décrit, mais

identifiant un deuxiéme site d’initiation de la transcription trés fréquemment utilisé dans
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le géne d’HBx aboutissant a une forme tronquée de la protéine HBx (Altinel et al.,
2016).

ARN HBx
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Figure 21 : Régulation de I'expression du promoteur d'HBXx.

Le promoteur HBx permet de I'expression d’un ARN de 0,8kb exprimant HBx. Il contient une région riche en GC
qui va étre indispensable a son expression. Deux sites d'initiation de la transcription ont été décrit dans cette région.

X Enhancer |

Le génome posséde deux enhancers. L’enhancer | est une séquence d’environ
120pb dans la région S, le promoteur d’'HBx et le début de 'ORF HBx. Il permet
d’augmenter la transcription des promoteurs X et preC/C et fonctionne de maniéere
orientée. Il est composé d’'une région 5 modulatrice et d’'un domaine 3’ qui sont
accessoires. En revanche le domaine central est essentiel et permet la fixation de
nombreux facteurs de transcription (Moolla et al., 2002).

Le facteur de transcription Signal transducer and activator of transcription 3
(STAT3) est capable de se fixer sur ce domaine central et interagit avec le facteur
nucléaire HNF-3 pour augmenter [l'efficacité de I'enhancer. L’interaction entre
'enhancer et STAT3 est augmentée lors de I'expression d’interleukine 6 et ’EGF
(Epidermal Growth factor) (Waris and Siddiqui, 2002). De fagon intéressante le facteur
STAT3 est augmenté lors d’une infection en présence d’HBx. Il a d’ailleurs été montré
que les inhibiteurs de STAT3 diminuaient la réplication virale et réduisaient également
le développement des tumeurs associées au virus, faisant de cette protéine une cible

pour le traitement des tumeurs liées au VHB (Yang et al., 2016).
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Figure 22 : Régulation de I'activité de I'enhancer .

L’enhancer | peut étre divisé en 3 domaines. Le domaine central qui est le domaine jouant un réle majeur et une
région modulatrice en 5’ et une région 3’ chevauchante avec le promoteur d’HBXx.

L’activation de la transcription du promoteur preC/C par 'Enhl passe également
par la fixation des facteurs SP1, HNF-4, EF-C et RXRa sur cet élément, ce qui
augmente son activité. Le facteur COUP-TF semble étre un répresseur de cet
enhancer, certainement en rentrant en compétition avec la fixation des facteurs HNF-
3 et STAT3 sur 'Enhl (Garcia et al., 1993; Ori et al., 1994).

Cet enhancer posséde une séquence CRE qui permet le recrutement de CREB
via son interaction avec HBx (Kim et al., 2008; Maguire et al., 1991). L’activation de la
transcription par CREB est nécessaire et amplifiée par son coactivateur, le complexe

CBP/P300 grace a son association avec HBx (Cougot et al., 2007).

X Enhancer Il
L’enhancer Il se trouve dans la région du promoteur preC/C plus spécifiquement
dans la région CRUS. Il va réguler I'expression des promoteurs X, S1 et S2/S. Comme
pour le premier enhancer cette régulation se fait de maniére orientée. Il est composé
de deux domaines IIA et IIB qui fonctionnent de fagon complémentaire, et n’ont pas
d’activité séparément. Il peut étre régulé négativement par la région NRE en amont du

promoteur preC/C (Moolla et al., 2002).
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Le facteur hépatocytaire HNF-3 se fixe sur 'enhancer au niveau de motifs
spécifiques. Des mutations sur ces sites de fixations ou bien I'extinction de I'expression
du facteur induisent une diminution considérable de I'activité de I'enhancer (Li et al.,
1995). Comme décrit préecédemment la protéine SP1 posséde trois sites de fixation
dont deux qui permettent de réguler spécifiquement I'expression du promoteur preC/C.
Celui présent dans I'Enhll permet lui de réguler positivement son action et augmenter
la transcription de tous les génes (Li and Ou, 2001). Enfin le facteur C/EBP qui est
primordial pour la réplication virale est également responsable de I'activation de cet
enhancer, et est activé par interaction avec la protéine virale HBx (Choi et al., 1999;
Lopez-Cabrera et al., 1991). Le recrutement du facteur C/EBP sur I'enhancer est

augmenté par le facteur Jumonji domain containing 3 (JMJD3) (Chen et al., 2016a).

Eléments génétiques
régulateurs

A 1B
Site d’initiation de la 1636 1687 1704 1744
transcription
Facteur de transcription . = =

activateur

Facteurs de
transcription
\ eqé\ 4,

>

{ i 5

‘\i’%\&

Figure 23 : Régulation de I'activité de I'enhancer II.

L’enhancer Il du VHB peut étre sous divisés en deux domaines IIA et IIB qui vont permettre la fixation de nombreux
facteurs de transcription.

Des travaux semblent montrer que I'expression des génes viraux est ordonnée
et que les genes activés par I'enhancer | sont exprimés dans un premier temps, et

nécessaires a I'activation par 'Enhll (Doitsh and Shaul, 2004).

2. Reégulation épigénétique de la transcription
Comme I’ADN cellulaire, le minichromosome du VHB est recouvert de protéines
histones. Cependant il a été montré que I'espacement entre les nucléosomes était de
180 nucléotides pour le VHB contre 200 nucléotides pour les genes viraux. Cette

diminution de I'espacement semble étre causée par la présence de la protéine HBc
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(Bock et al., 2001). Comme les génes cellulaires, le VHB peut donc étre soumis a des
régulations épigénétiques. Celles-ci peuvent intervenir au niveau de méthylations de
I’ADN, de modifications post-transcriptionnelles (MPT) des histones, mais également

par l'intervention d’ARN non codants.

Meéthylation de ’ADNccc

La méthylation de 'ADN peut intervenir sur les cytosines, au niveau du carbone
5 du cycle pyrimidique. Cette modification peut étre retrouvée dans des régions trés
riches en dinucléotides CG appelés ilots CpG (CpGi) ainsi que dans les génes, et est
réalisée par des enzymes de la famille des DNA méthyltransferases. Environ 70% des
promoteurs des génes humains sont associés a des ilots CpG. Généralement les CpGi
sont non méthylés, et la présence de méthylations sur ces régions est associée a un
environnement réprimé du promoteur. La méthylation le long des génes permet de

réguler les mécanismes d’épissage (Weber et al., 2007). La méthylation peut

Distribution |4 RHFHHHHHH—H—fHHH - H————

des CpG oG | CpG I ‘CpG I’

Figure 24 : llots CpG sur I'ADN viral (Adapté de Jain et al., 2015).

Les ilots CpG sont des régions ou le dinucléotide CG est fortement représenté. La méthylation de ce CpGi va
induire la répression de I'expression des génes. Le génome du VHB posséde plusieurs régions de ce type donc
les CpGi |l a lll sont les plus décrits.

également étre un mécanisme de défense contre les pathogénes.

Sur ’ADNCccc, entre 3 et 5 CpGi ont été décrits suivant les génotypes (Zhang et
al., 2013b), les CpG I, CpG Il et CpG lll sont les plus décrits, leurs positions sont
présentées dans la Figure 24. L’ADN RC dans les capsides du cytoplasme ainsi que
dans les virions sécrétés n’est pas méthylé. Il a été reporté que dans certaines biopsies
de CHC I'ADN viral intégré ou non peut étre méthylé sur les CpGi | et lll, ce qui
inhiberait I'expression des antigénes de surface et pourrait étre a l'origine des
infections occultes (Jain et al., 2015). Le taux de méthylation de ’TADNccc, notamment
des CpGi | et lll est plus élevé dans les tissus issus de CHC que dans les prélevements

issus de tissus cirrhotiques et dans les hépatocytes infectés provenant des tissus non
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pathologiques (Kaur et al., 2010). Cependant aucun lien certain n’a encore pu étre
établi entre I'expression des génes viraux et le niveau de méthylation.

De facon intéressante, les travaux réalisés au sein de notre équipe ont montré
que I’ADNccc dans le noyau des hépatocytes infectés contacte préférentiellement les
CpGi dans les régions actives du génome. Ces CpGs non méthylés sont fortement
enrichis par la protéine cellular factor CXXC finger protein 1 (Cfp1) ce qui induit le
recrutement de la protéine Set1A qui va induire la triméthylation de la lysine 4 de
I'Histone H3 (H3K4me3) (Brown et al., 2017; Thomson et al., 2010). Les travaux de
notre équipe ont montré que le facteur Cfp1 est recruté sur TADNccc et permet de
réguler la transcription virale. En effet, I'extinction de I'expression du facteur induit une
forte diminution de la présence de la marque activatrice H3K4me3 liée a une
diminution de la transcription virale. Ces résultats indiquent que la régulation la
méthylation de 'ADN semble étre importante pour réguler I'expression des génes

viraux (Moreau et al., 2018)

Modifications post traductionnelles des histones

Les MPT des histones permettent une régulation fine et dynamique de
'expression des génes. Elles peuvent étre de plusieurs types. L'acétylation des
histones va diminuer I'interaction entre ’'ADN et le nucléosome et donc rendre cet ADN
plus accessible pour la transcription. Cette acétylation est déposée par des histones
acétyles transférases (HAT) comme CBP ou P300, impliquées dans la réplication
virale, et peuvent étre retirées par des histones déacétylases (HDAC). Une deuxiéme
MPT bien connue est la méthylation des lysines ou des arginines des chaines latérales
des histones. Celles-ci peuvent étre activatrices ou inhibitrices selon leur position. La
marque H3K4me3 est par exemple signe d’'un environnement actif pour I'expression
du gene, alors que la triméthylation sur la lysine 27 de la méme histone (H3K27me3)
est associée aux génes présents dans I'hétérochromatine et donc réprimée. Ces
modifications des lysines sont réalisées par des lysines méthyles transférases (KMT)
et des lysines déméthylases (KDT).

Par des approches de Chromatine-Immunoprécipitation (Ch-IP) couplée a du
séquencgage, les différentes marques présentes sur I’ADNccc ont pu étre
cartographiées dans des modéles d’infection in cellulo (PHH et HepG2) mais
également chez un patient infecté ne présentant pas de tumeur. Les résultats de cette

etude montrent que 'ADNccc est associé a un niveau élevé de marques de chromatine
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active comme H3K4me3 et H3K27Ac et déplété en marques inactives. Les mémes
caractéristiques ont été retrouvées a la fois en lignée HepG2, en Hépatocytes
primaires humains et dans le prélevement du patient non cirrhotique. De plus le profil
des différentes marques épigénétiques est remarquablement semblable entre les
différents modeéles étudiés (Tropberger et al., 2015). La méme équipe a étudié plus
récemment la présence de ces marques dans 18 biopsies de patients infectés
chroniquement a différents stades de l'infection. Cette étude a confirmé que 'ADNccc
était majoritairement associé a des marques actives de la chromatine mais avec
cependant une répartition différente de celle observée dans I'étude précédente. Ces
marques ont pu étre corrélées positivement avec I'expression des génes. Concernant
les marques épigénétiques répressives, ils ont confirmé I'absence de la modification
H3K27me3 mais ont observé la marque H3K9me3 chez la moitié des patients.
Cependant celle-ci est présente a un niveau plus faible que la marque H3K4me3
activatrice (Flecken et al., 2019).

La régulation épigénétique de 'ADNccc est fortement réalisée par I'acétylation
des histones. Cette marque activatrice est majoritairement apposée sur les histones
H3 et H4. Les inhibiteurs d’histones désacétylases induisent une augmentation de
I'expression des génes viraux et il a été montré que dans des biopsies de tumeurs,
une hypoacétylation de ’ADNccc était corrélée avec une faible virémie (Pollicino et al.,
2006).

La protéine HBx est responsable de recrutement de certaines HAT comme
CBP/P300 et PCAF et en son absence, la protéine HDAC1 est rapidement recrutée
sur ’ADNccc. (Belloni et al., 2009; Cougot et al., 2007). De plus il a été montré qu’en
'absence d’HBx, 'ADNccc était réprimé épigénétiquement par une diminution de
'acétylation de [I'histone H3 et de la marque H3K4me3 de cette histone et
'augmentation de la marque d’hétérochromatine H3K9me3 et de la protéine
d’hétérochromatine 1 (HP1). En absence d’HBx, cette marque d’hétérochromatine
serait déposée par la protéine SETDB1 (SET domain bifurcated 1) et I'extinction de
I'expression de cette protéine permet de restaurer partiellement I'expression d’un virus
déficient pour HBx. Enfin il a été montré que la levée de la répression induite par
SETDB1 était réalisée par 'enzyme Lysine-specific histone demethylase 1A, une
enzyme de la famille des KDM (Alarcon et al., 2016; Riviére et al., 2015). Par tous ces
mécanismes, HBx apparait comme un régulateur épigénétique pour I'expression des

génes viraux (Figure 25).
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Des cribles par siARN ont permis de découvrir que la protéine PRMT5 (Protein
arginine N-methyltransferase 5), une arginine méthyltransférase, agit comme un
facteur de restriction en méthylant I'arginine 3 de I'histone H4, qui est une marque
répressive et diminue la fixation de 'ARN Polll. De fagon intéressante la protéine HBc
semble étre impliquée dans la régulation par PRMTS et permettrait son recrutement
sur ’ADNccc (Zhang et al., 2017).

@ H3K4me3
A O H3K9me3
8 H3K27me3
@ H4R3me3
@ HBc

*  Hyperacétylation

*  ADNccc accessible
* Chromatine active
* Réplication élevée

* Hypoacétylation

* ADNccc non accessible
*  Chromatine réprimée
* Réplication diminuée

Figure 25 : Régulation épigénétique de I'ADNccc en présence ou en absence d'HBx (adapté de Hong et

al. 2017)

L’ADNccc peut étre régulé par de nombreuses modifications épigénétiques. A) En présence d’HBx la chromatine
présente sur '’ADNccc possede majoritairement des marques activatrices comme une hyperacétylation des
histones ainsi que la présence de la marque activatrice H3K4me3 permettant I'expression des genes viraux. B) En
absence d’HBx, les marques présentes sur ’ADNccc sont répressives avec notamment une hypoacétylation des
histones ainsi qu’une diminution de la présence d’HBc.

Enfin, l'infection par le VHB diminue I'expression de DDX5 (DEAD-Box Helicase
5) dont I'un des rdles est notamment de stabiliser la protéine SUZ12 du complexe
répresseur polycomb 2 (PRC2). Ce complexe induit I'apposition des marques
négatives H3K27me3 et donc la répression des génes cellulaires, notamment ceux
liés au développement. PRC2 est capable de réprimer les génes viraux et il a été
montré qu’en présence du virus, notamment en présence d’HBX, la répression induite

par PCR2 était en partie levée sur les génes viraux, mais également sur les génes
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cellulaires induisant leur dérégulation. Ce mécanisme pourrait avoir un impact non
négligeable sur le processus tumoral, levant notamment la répression de I'expression

des genes liés a la différenciation cellulaire (Zhang et al., 2016).

Reéqulation par les ARN non codants.

Enfin un dernier niveau de régulation épigénétique peut se faire par I'expression
de microARN. Ces petits ARN de 19-22 nucléotides vont modifier I'expression de
certaines protéines en ciblant spécifiquement leurs ARN messagers ayant pour effet
d’inhiber leur traduction. De ce fait, les miARN peuvent étre considérés comme des
acteurs de la réponse immunitaire innée, et inhiber la réplication virale. De fagon
générale, il a été montré que les microARN inhibent la réplication du VHB, en effet,
lors de l'inhibition de la voie de biogenése des microARN, la réplication virale est
augmentée (Wang et al., 2013). Mais de nombreuses études montrent que le virus a
réussi a détourner certains de ces miARN afin de les utiliser pour mieux se répliquer.

Jusqu’ici, une seule étude rapporte I'expression d’'un miARN a partir du génome
viral. HBV-miR-3 est exprimé a partir du génome aux positions 373-393 et est retrouvé
fortement exprimé dans les tumeurs. Il pourrait réguler négativement la réplication
virale. Cependant les auteurs décrivent une expression élevée également en phase
de tolérance immunitaire quand le virus se réplique fortement, ce qui semble contre
intuitif (Yang et al., 2017Db).

De plus en plus de travaux montrent que le virus a établi des stratégies pour
échapper au miARN le ciblant. Le cas le plus connu est celui du miR-122. Ce
microARN est en effet fortement exprimé dans le foie et induit la dégradation des ARN
viraux en ciblant une région conservée de 'ARNpg dans la région codante d’HBV pol.
L’expression de ce petit ARN est diminuée lors de I'infection par le VHB en culture
cellulaire, et Chen et al. ont montré une corrélation inverse entre le nombre de copies
de génomes viraux et la quantité de miR-122 dans le sérum de patients infectés (Chen
et al.,, 2011). De méme miR15a et miR205, qui ciblent TARN d’HBX, sont capables
d’'inhiber I'expression des ARN mais sont diminués en condition d’infection. I
semblerait que 'ARN d’HBx soit responsable de cette diminution (Wang et al., 2013;
Zhang et al., 2013a).

Certains microARN dirigés contre les génes viraux voient leur expression
augmentée au cours de l'infection sans étre contrecarré par le virus, induisant donc

une diminution de la réplication virale. C’est le cas des microARN miR-210 et miR-
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199a-3p qui ciblent respectivement la région preS1 et la région S du génome viral
(Zhang et al., 2010). MiR-20a et miR-92a-1 sont dirigés contre la région codante d’HBV
pol et HBx (Jung et al., 2013). Enfin la région codante pour HBc est également ciblée
par le miR-1231 dont 'expression est augmentée chez des souris infectées par le virus
(Kohno et al., 2014). Sans montrer I'évolution de son expression au cours de l'infection,
il a été montré que miR-125a-5p qui est dirigé contre la région S du génome, et était
capable de réprimer I'expression virale (Potenza et al., 2011).

Certains microARN dirigés contre des protéines cellulaires ont été identifiés
comme des facteurs proviraux en agissant de fagcon indirecte en modifiant I'expression
de certains facteurs de restriction d’HBV. C’est le cas de mir29a, miR-146a, miR-1,
miR-15b, miR-152, miR-370, miR-372, miR-501 et miR-548a (Sagnelli et al., 2018;
Wang and Li, 2018; Wu et al., 2017).

Enfin les petits ARN miR-20, miR-34a, miR-130, miR-141 miR-155 miR101
inhiberait la réplication virale de facon indirecte en agissant sur des protéines
cellulaires (Moon et al., 2019; Sagnelli et al., 2018; Wang and Tian, 2017).

Ces microARN ont un réle important dans la régulation du cycle cellulaire et leur

dérégulation par le VHB aurait un impact sur la promotion du processus tumoral.

B. Régulation post-transcriptionnelle

La transcription des ARN chez les eucaryotes est couplée a I'épissage ainsi
gu’'a I'export des ARN vers le cytoplasme et ces évenements sont régulés par des
complexes ribonucléoprotéiques de fagon coordonnée. Les ARN pré-messagers en
cours de transcription vont étre pris en charge par le spliceosome, qui va par la suite
médier l'interaction des ARN épissés avec la machinerie d’export nucléaire. De ce fait
les ARN non épissés ne sont généralement pas exportés, et vont s'accumuler dans le
noyau. Pour le VHB la majorité des génes viraux sont exprimés a partir dARN non
épissés et le virus utilise donc des mécanismes spécifiques afin que ses ARN ne soient
pas épissés et puissent étre exportés avant d’étre dégradés.

1. Variants d’épissage et régulation de I'épissage
Bien que les génes viraux soient exprimés a partir ’ARN non épissés, des
variants d’épissage ont pu étre identifiés en laboratoire en culture cellulaire et chez
des souris infectées, mais également dans des sérums de patients infectés (Sommer,

2008). A ce jour, on dénombre plus de 13 formes alternativement épissées pour
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'ARNpg et 4 formes d’épissage alternatifs pour 'ARN preS2/S (Candotti and Allain,
2017). De facon intéressante, les sites d’épissages retrouvés lors de I'épissage de
'ARN preS2/S (5'-458 et 3'-1305/85) sont également présents sur TARNpg mais les
variants d’épissage correspondant n’ont jamais été retrouveés (Figure 26). L'ARN SP1
qui est épissé a partir de ’ARNpg entre les nucléotides 2447 et 489 va étre retrouvé
dans 30% des particules virales et correspond a plus de 50% des variants d’épissage
retrouvé dans les sérums de patients infectés (Abraham et al., 2008; Wu et al., 1991).
Il semble que la proportion de formes épissées dans le sérum des patients infectés
augmente avec la gravité des symptédmes (Chen et al., 2015).

Le variant d’épissage SP1 permet I'expression de la protéine HBSP mais
également d’une forme tronquée de la protéine HBc dépourvue du dernier acide aminé
(Cystéine) (Soussan et al., 2000; Su et al., 1989). Un autre variant d’épissage dont
I'intron entre les nucléotides 2447 a 2902 est épissé permet I'expression d’une protéine
chimére HBV Pol et L-HBs dénommé P-S FP (Polymerase-Surface Fusion protein)
(Huang et al., 2000) (Figure 26). L'expression de la protéine HBSP joue un réle dans
la régulation de 'immunité du foie en diminuant I'inflammation et donc peut participer
a I'échappement viral (Duriez et al., 2017). Les réles des deux autres protéines
formées a partir des variants d’épissage restent encore a étudier. Les formes épissées
pourraient également réguler 'expression des génes a un niveau post transcriptionnel.
En effet il a été montré chez les patients que la mutation du site donneur du variant
preS2/S (nt 458) était corrélée a une forte diminution de I'expression des protéines de
surface, et que le variant doublement épissé de ’ARNpg augmente la réplication virale
(Hass et al., 2005; Ma et al., 2009; Park et al., 2008).

Plusieurs éléments propres aux ARN viraux participent a la régulation de
I'épissage du VHB : I'élément de régulation post-transcriptionnel PRE (PRE : Post-
transcriptional regulatory element) qui est présent a I'extrémité 3’ des ARN viraux
(entre les nucléotides 1200 et 1684 du génome) et deux régions introniques inhibitrices
d’épissage, ISSL et ISSuL situées respectivement aux positions 2951-3163 et 2877-
2926 sur 'ARNpg (Bhanja Chowdhury et al., 2011; Heise et al., 2006; Ito et al., 2019)
(Figure 27).
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Figure 26 : Variants d'épissage des ARN viraux (Tiré de Sommer et Heise, 2008).

Bien que les protéines virales nécessaires a la réplication virale soient exprimées a partir ’ARNm non épissés,
plusieurs variants d’épissage des ARN viraux de 3,5kb et de 2,4kb ont été décrit. lls permettent notamment
I'expression de la protéine HBSP ainsi que d’une protéine chimere entre la polymérase virale et les protéines de
surface appelée P-S FP.

La région PRE est chevauchante avec I'extrémité 3’ de I'enhancer I, la région
codant pour HBx et I'extrémité 5’ de I'enhancer Il. Il est donc présent sur tous les ARN
viraux (partiellement sur TARN HBXx) et régule I'épissage mais également le transport
et |la stabilité des ARN viraux. Dés 1993, Huang et Liang montraient que le PRE inhibait
I'épissage et ce de maniére orientée (Huang and Liang, 1993). Cet élément forme deux
structures tiges boucles, et leur déstabilisation par des mutations ainsi qu’un
changement de position entrainent une perte de fonction (Huang et al., 2011).
Toutefois le PRE contient également un élément de régulation positive de I'épissage :
le SRE-1 (Splicing regulatory element 1). |l fonctionne comme un enhancer exonique
d’épissage en position 5 du PRE (nt 1252-1348) et semble induire I'épissage de
'’ARNpg. En effet sa délétion diminue I'expression de 'ARN SP1 (Heise et al., 2006).
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En 2011, Bhanja Chowdhury et al. ont décrit la région ISSL dans la région
correspondant a l'intron du variant SP1 de ’ARNpg. Cet élément est composé de deux
domaines activateurs suivis de deux domaines répresseurs. Lorsqu’il est
complétement délété une augmentation de I'épissage est observée, cependant la
délétion des sous-domaines activateurs induit une diminution de I'épissage. Les
domaines activateurs sont fonctionnels méme en présence du PRE. Les domaines
inhibiteurs forment deux structures de tige-boucle et l'inhibition de I'épissage semble
étre majoritairement effectuée par la seconde (Bhanja Chowdhury et al., 2011)

Enfin récemment un deuxiéme élément répresseur a été découvert en amont
de ISSL. Cette séquence dénommée ISSuL se trouve en amont de la séquence ISS. et
consiste en une structure secondaire également en forme de tige boucle fortement
conserveée chez les hepadnavirus. L'inhibition de I'épissage par ISSuL semble étre plus

efficace que celle médiée par ISSL (Ito et al., 2019).
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Figure 27 : Régulation de I'épissage des ARN viraux.

L’épissage des ARN viraux est régulé par plusieurs régions présentes sur les ARN viraux. Les sites ISSu. et ISS.
présent dans l'intron de '’ARNpg servent a inhiber I'épissage. La région PRE présente en 3’ de tous les ARN viraux
agit comme inhibiteur de I'épissage. Le site PRE lll permet la fixation de la protéine PTB, qui inhiberait I'épissage.
Le PRE contient malgré tout une région SRE stimulant I'épissage de '’ARNpg. Les protéines hLa et PSF stimulent
I’épissage alors que la protéine TARDBP?2 va l'inhiber.

Ces éléments structuraux peuvent fonctionner en empéchant par exemple
I'accessibilité de certains sites d'épissage mais il est également probable qu'ils
inhibent ou permettent le recrutement de facteurs d’épissage sur 'ARN viral dont
certains ont déja été décrit (Figure 27). Une étude prédictive a montré que le PRE
contient des séquences de fixations putatives pour les facteurs d’épissage appartenant
pour la plupart a la famille des SR protéines (SC35, SRp55 SRp45 et SRSF1) sans

montrer leurs rdles sur I'épissage des ARN viraux (Sommer, 2008). En 2017, Duriez
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et al. ont identifié les protéines se liant a ’ARNpg et obtenus 15% de protéines
impliguées dans les mécanismes d’épissage. Ces travaux ont pu montrer que
I'expression des protéines hLa et PTB associated splicing factor (PSF) induisait une
augmentation de I'épissage viral, alors que le facteur SRSF1 lui réprimait I'épissage
(Duriez et al., 2017). Des travaux préliminaires avaient déja montré que la protéine
PSF stimule I'épissage des ARN viraux et que cette augmentation était en partie
contrecarrée en présence du PRE, confirmant le réle inhibiteur du PRE dans
I'épissage. PSF pourrait réguler le fonctionnement des sites 3’ accepteurs d’épissage
(Heise et al., 2006). La protéine polypyrimidine tract-binding protein (PTB) dont un des
réles connus est d’inhiber I'épissage posséde également un site de fixation en 3’ du
PRE. Cette fixation régule I'export des ARN non épissés mais pourrait également
inhiber I'épissage (Zang et al., 2001).

Récemment les travaux de Makokha et al. cités précédemment ont montré que
la protéine TARDBP régule I'expression du promoteur preC/C mais également que ce
facteur pouvait se fixer a '’ARNpg dans la région 3’ non codante et inhibe son épissage
(Makokha et al., 2019).

Enfin il semble que les facteurs régulant I'épissage d’HBV soient foies et espéce
spécifiques, car I'épissage est diminué lors de I'expression des ARN viraux dans des
cellules autres que les hépatocytes, ou bien dans des hépatocytes provenant de souris
(Ito et al., 2019). L'expression de ces facteurs pourrait étre augmentée en cas de
pathologie hépatique, amenant a une surreprésentation des formes épissées a des
stades plus tardifs de la maladie (Duriez et al., 2017).

Les processus régulant I'épissage du VHB sont donc complexes et font
intervenir des facteurs ou des séquences inhibants ou augmentant I'expression des
formes épissées. Ayant réussi a contourner les voies de I'épissage, les ARN viraux

doivent ensuite étre exportés vers le cytoplasme pour pouvoir s’exprimer.

2. Export des ARN viraux

Afin d’atteindre le cytoplasme pour étre transcrit, les ARN viraux doivent passer
a travers le NPC et ce passage ne se fait pas passivement. Chez les eucaryotes, deux
voies majoritaires permettent I'export des ARNm. La premiére voie implique
I'nétérodimere NFX1/NXT1 (Nuclear export factor 1/ NTF2-related export protein 1) qui
va se fixer directement aux ARN polyadénylés et permettre I'export de ces derniers

par association avec le complexe Transcription-Export complex 1 (TREX-1). La
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majorité des ARNm utilise la voie dépendante de NFX1 afin d’étre exporté, mais une
deuxiéme voie dépendant du facteur Crm1 (chromosomal maintenance 1) existe.
Cette protéine est impliquée dans I'export de protéines et des ARN ribosomaux et
nécessite un adaptateur protéique afin de se fixer aux ARNm et exporter ces derniers
(Williams et al., 2018). Ces voies permettent I'export des ARN épissés, et donc, les
ARN viraux épissés vont pouvoir étre exportés correctement. Le virus utilise des
mécanismes détournés afin d’exporter les ARN non épissés en I'absence d’interaction

avec le spliceosome.

PRE

Figure 28 : Régulation de I'export des ARN viraux non épissés.

L’export des ARN viraux est majoritairement dépendant du complexe TREX. La protéine ZC3H18 va se fixer au
niveau de la région SEP1 du PRE des ARN codant les protéines de surface ce qui va induire le recrutement de du
complexe TREX et médier I'export de ces ARN. La protéine PTB est également impliquée dans I'export de ces
ARN. Les protéines P15 et NXF1 vont se fixer sur ’ARNpg et recruter le complexe TREX afin de permettre son
export.

L’export de 'ARNpreS2/S mais pas de 'ARNpg est dépendant de la région
PRE, en effet la délétion du PRE impacte I'expression de la protéine HBs mais pas
'export des ARN de 3,5kb (Heise et al., 2006; Huang and Yen, 1994). En plus du
domaine SRE décrit précédemment régulant I'épissage, le PRE contient deux
domaines trés conservés composés de deux tiges boucles : SLa et SLB (SL : stem
loop). En 1996, Donello et al. confirment tout d’abord que ces éléments régulateurs

fonctionnent indépendamment de la présence de protéines virales pour exporter des
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ARN non épissés. Puis ils décrivent les deux domaines fonctionnels du PRE
permettant 'export, entre les nucléotides 1151-1413 et 1352-1684 qui fonctionnent de
maniére synergique (Donello et al., 1996). I semble que le PRE présent chez le
WHBYV, qui posséde un domaine WPREY en plus des domaines SLa et SLj3, soit plus
efficace pour réguler I'export des ARN viraux (Donello et al., 1998). Contrairement au
RRE du VIH, il est montré que I'export médié par le PRE est indépendant de la voie
d’export impliquant Crm1 et de la voie exportant les ARNt (Zang and Benedict Yen,
1999). La protéine PTB se fixe sur deux sites dans la région 3’ de SL{3 dans le domaine
appelé PRE lll, avec une plus grande affinité pour le deuxiéme site. Des mutations de
ces sites inhibant la fixation résultent en une forte diminution de I'export des ARN non
épissés (Zang et al., 2001). Les études montrent que la protéine PTB navigue entre le
noyau et le cytoplasme de fagon constante, et par ce fait pourrait entrainer avec elle
les ARN viraux. Les travaux les plus récents montrent que la régulation de I'export des
ARN codant les protéines de surface se fait par la fixation de la protéine Zinc finger
CCCH domain-containing protein 18 (ZC3H18) sur un nouveau domaine identifié
comme le SEP1 (Sub Element of PRE1) de 116 NT a I'extrémité 3’ du PRE. Ce
domaine fonctionne de maniére orientée. La protéine ZC3H18 interagit avec le
complexe d’export TREX qui est impliqué dans I'export des ARN épissés. Cependant
I'export des ARN non épissés de I'herpesvirus de type 8 (HHV8), I'herpés simplex virus
1 (HSV-1) et le cytomégalovirus (CMV) dépendent également de ce complexe,
indiquant que les virus sont capables de détourner cette voie pour exporter des ARN
non épissés. Dans ce contexte, les auteurs ont montré que le SEP1 par son interaction
avec la protéine ZC3H18 permet le recrutement des protéines du complexe TREX
indépendamment de la présence du spliceosome, et induit le transport des ARN
exprimant les protéines de surface (Chi et al., 2014).

L’export de 'ARNpg est également régulé par le complexe TREX. L’ARNpg
interagit en effet avec le complexe NFX1/NXT1 et par cette interaction permet le
recrutement du complexe TREX (incluant Aly et BAT1/DDX39). L’extinction du
complexe NXF1/TAP résulte en une forte diminution de 'ARNpg. Bien que I'étude
montre I'association de la protéine virale HBc avec les mémes protéines, il semblerait
que ’ARNpg soit correctement exporté en I'absence de la protéine virale (Yang et al.,
2014) (Figure 28).

Ces travaux montrent que le VHB a pu détourner la voie cellulaire d’export des

ARN épissés médiée par le complexe TREX afin d’exporter ses ARN non épissés. Cet
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export se fait de maniére dépendante du PRE pour les ARN codant les protéines de
surface, par la fixation de ZC3H18 sur le SEP1, mais de fagon indépendante du PRE
pour ’ARNpg par I'association directe avec le complexe TREX via NXF1/TAP.
Récemment des inhibiteurs viraux qui ciblent le PRE ont montré leur efficacité
pour diminuer I'expression des génes viraux, sans affecter 'expression des génes
cellulaires.
A ma connaissance, des études sur I'export de ’'ARN codant pour HBx n’ont

pas encore été effectuées.

3. Stabilité des ARN viraux

Enfin un dernier niveau de régulation des ARN viraux est la stabilité de ceux-ci.

Encore une fois la région PRE semble jouer un role trés important pour stabiliser
les ARN viraux. Cette région contient un domaine de fixation pour 'antigéne humain
La (hLa). Il s’agit d’'une phosphoprotéine de liaison aux ARN qui se fixe aux ARN qui
viennent d’étre synthétisés et augmente leur stabilité en protégeant les extrémités 3’
de la dégradation par les exonucléases. La fixation de hLa se fait sur un domaine
chevauchant avec le SRE, cité précédemment pour son role dans I'épissage (Figure
29) (Heise et al., 1999). La régulation des deux domaines pourrait étre compétitive et
d’aprés les travaux de Sommer, 2008, la surexpression de hLa entrainerait une
diminution de I'épissage (Sommer, 2008). Cependant des données plus récentes ont
montré une augmentation significative de I'épissage lors de la surexpression de hLa
(Duriez et al., 2017). hLa va se fixer sur tous les ARN viraux sur une tige boucle au
sein d’'un domaine de 91nt dans le PRE et cette fixation est dépendante de cette
structure et non pas de la séquence qui la constitue. La demi-vie de tous les ARN
viraux est diminué lors de la déstabilisation de cette structure (Ehlers et al., 2004). Lors
de l'induction par les cytokines, la protéine hLa va subir un clivage protéolytique. Cette
fragmentation corréle avec une diminution du niveau d’ARN dans les hépatocytes de
souris transgéniques pour HBV (Heise et al., 1999). La protéine hLa est activée par
phosphorylation de la serine 366. Des travaux plus récents ont confirmé le réle de hLa
grace a l'utilisation d’inhibiteurs de la kinase réalisant cette phosphorylation et ont
egalement montré que la protéine phosphorylée était surexprimée dans des biopsies
de foies infectés par le virus (Tang et al., 2013). Heise et al., ont également caractérisé
les événements induisant la déstabilisation de ’ARN en absence de la protéine hLa et

montré une digestion spécifique des ARN viraux au niveau du site de fixation de hLa
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lors de I'activation de l'inflammation dans les foies de souris répliquant le virus (Heise
et al., 2001). Ces résultats indiquent que le PRE, par l'intermédiaire de la fixation de
la protéine hLa joue un réle important dans la régulation de la stabilité des ARN viraux.
L’utilisation d’inhibiteurs de la protéine hLa est également une piste étudiée afin de
traiter les patients (kang et al 2015 et Tang et al 2012).

La stabilité de 'ARNpg est médiée par la protéine RNA binding protein 24
(RBM24) qui se fixe en 3’ et en 5’ dans la région répétée de 'ARNpg (Figure 29). Il
s’agit d’'une protéine multifonctionnelle impliquée dans I'épissage, la stabilité et I'export
des ARNm. La fixation en 3’ permet la stabilisation de 'ARNpg et celle en 5’ aurait
pour effet d’'empécher la traduction de la protéine de capside. L’étude a montré que la
balance de I'expression de RMB24 est trés importante car a la fois son extinction et sa
surexpression conduisent a une diminution de la réplication virale (Yao et al., 2018).
Des travaux plus récents de la méme équipe ont montré que RBM24 était impliquée
dans I'encapsidation de 'ARNpg en augmentant I'interaction entre la polymérase et la

séquence €. Cette action pourrait avoir un effet sur la stabilité de 'ARNpg, en

| Codon start precore

@) Facteur stabilisateur

Facteur induisant la
PRE 6 dégradation
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1243 1533

ARN 5’ gii i AAAAAAA 3’ ARN

1744 1504

Figure 29 : Régulation de la stabilité des ARN viraux non épissés

La protéine hLa qui se fixe dans le PRE prévient la digestion des ARN viraux par les RNases. Les ARN viraux sont
également la cible du complexe exosome ARN qui va étre recruté par l'intermédiaire des facteurs SKIVL2, AID et
Prdx1 et induire leur dégradation. La protéine RBM24 est recrutée a I'extrémité de ’ARNpg et permet de stabiliser
celui-ci.
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augmentant son encapsidation et donc en le protégeant de I'action des nucléases (Yao
et al., 2019).

Enfin, la voie de dégradation des ARN par le complexe exosome ARN pourrait
cibler certains ARN viraux. Cette voie est impliquée dans la dégradation des ARN,
dans le noyau et dans le cytoplasme et fait intervenir différentes sous-unités suivant
sa localisation. Elle permet de reconnaitre les ARN aberrants, ayant des structures
secondaires anormales ou bien des codons Stop mal positionnés ou absent et va
induire leur digestion dans la direction 3-5". En 2015, Liang et al., ont montré que
I'inhibition de la réplication virale par le facteur transforming growth factor- (TGF)
était médié par I'augmentation de I'expression de la cytidine désaminase AID
(Activation-induced cytidine desaminase). La diminution de la réplication virale n’est
pas liee a l'activité cytidine désaminase de la protéine mais a la formation d’un
complexe entre Exosome component 3 (Exosc3), AID et la protéine virale HBVpol. Par
son association avec la séquence ¢ a I'extrémité 3’ de tous les ARN, HBV pol va
entrainer le recrutement de ’ARN exosome qui va digérer les ARN viraux (Figure 29)
(Liang et al., 2015). Un peu plus tard, il a été montré que la voie d’ARN exosome cible
egalement les ARN viraux en absence d’'HBV Pol. Les auteurs ont montré que la
machinerie de traduction était recrutée a I'extrémité 3’ de 'ARN de 0,8kb et pouvait
initier la traduction a partir du codon start d'HBe. En I'absence de codon stop a
'extrémité 3° de 'ARN la machinerie Non-Stop mediated RNA decay induit le
recrutement de 'exosome et la dégradation des ARN. Cette interaction est médiée par
la liaison des protéines SKIV2L (superkiller viralicidik activity 2 like) qui interagi avec
'’ARN d’HBx et Exosome component 4 et 5 (Exosc4 et Exoscbh) (Aly et al., 2016). Enfin
récemment, il a été montré que la protéine HBx interagit avec la protéine peroxiredoxin
1 (Prdx1). Ce nouvel interactant se fixe également sur les ARN viraux, a leur extrémité
3’, etinteragit avec Exoscb induisant la dégradation des ARN viraux (Deng et al., 2019)
(Figure 29).

Pour résumer nous avons pu voir que les mécanismes de régulation
transcriptionnelles et post-transcriptionnelles sont finement régulés afin de permettre
aux genes viraux de s’exprimer. Les différents promoteurs viraux et les enhancers
permettent le recrutement de nombreux facteurs de transcriptions, qui pour beaucoup
sont des facteurs foies spécifiques, ce qui permet au virus d’'augmenter sa spécificité

hépatotropique. Comme les génes cellulaires, I'expression des génes viraux est
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soumise a la régulation par des mécanismes épigénétiques. Les facteurs impliqués
dans la reconnaissance de '’ADN non méthylé, comme Cfp1, vont par exemple
permettre d’activer la transcription. En présence d’HBx il a été montré que '’ADNccc
est associé a un environnement épigénétique. En revanche, en son absence, on note
'apparition de marques répressives corrélée a une diminution de I'expression des
genes. Les meécanismes de régulation post-transcriptionnelles sont également
primordiaux pour I'expression des génes viraux. La région 3’ des ARN correspondant
a une séquence appelée PRE semble réguler trés finement les étapes d’épissages,
d’export et de stabilité des ARN. Les génes viraux étant majoritairement non épissés,
des régions inhibitrices d’épissage ont été mise en évidence dans les introns. Par la
suite, bien que non épissés, il semble que les ARN soient exportés vers le cytoplasme
par le complexe TREX. Le recrutement du complexe se fait grace a des interactions
avec des protéines différentes pour ’ARNpg et pour les ARN codants les protéines de
surface. Enfin la stabilité des ARN est médiée par une protection par la protéine hLa
qui empéche la digestion par des endonucléases, bien qu’il ait été montré que les ARN

viraux soient ciblés par la voie des exosomes.

4.Réqulation de la biologie des ARN viraux
par la protéine HBc.

Afin de pouvoir correctement se répliquer et se propager, le VHB a établi des
stratégies originales. Etant donné la petite taille de son génome et le peu de protéines
codées par le virus il nest pas étonnant que ces protéines aient une fonction
pléiotropique. La polymérase virale par exemple en plus de réaliser la synthése des
brins d’ADN possede une fonction inédite d’amorgage protéique. La protéine HBx joue
de multiples réles, tant par une régulation épigénétique que par la dégradation de
certains facteurs. La protéine HBc, en plus de son réle dans la formation des capsides,
régule les étapes de maturation de 'ARN RC, les étapes d’export des particules en
dehors de la cellule et les étapes d’'import des particules au noyau. Curieusement,
cette protéine se retrouve également dans le noyau des cellules infectées. Bien que la
protéine HBx soit considérée comme la protéine régulant I'expression des génes, il
n’est pas exclu que la protéine HBc puisse également jouer un réle dans I'expression
des geénes viraux. En effet, la protéine se retrouve associée 'ADNccc et aux histones
sur le minichromosome et va certainement réguler I'expression des genes viraux (Bock

et al., 2001). Cependant son réle dans ce contexte est toujours sujet a débat.
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A. Localisation nucléaire de la protéine HBc.

La protéine HBc est localisée dans le noyau et/ou dans le cytoplasme, dans les
coupes histologiques provenant de foies de patients infectés mais également dans en
culture cellulaire (Akiba et al., 1987; Chu and Liaw, 1987; Michalak and Nowostawski,
1982; Petit and Pillot, 1985; Sharma et al., 2002). Il a été montré que la présence
d’HBc dans le noyau est associée a un niveau élevé d’ADN dans le sérum des patients
et a la phase de tolérance immune (Chu et al., 1997; Sheen et al., 2007). Les travaux
ont montré que la présence d’HBc dans le cytoplasme est associée a une infection
présentant une inflammation, et donc régénération des hépatocytes (Chu et al., 1995).
Cette localisation cytoplasmique est également associée a un niveau faible d’ADN
dans le sérum (Liu et al., 2009).

Les observations d’HBc dans le cytoplasme des hépatocytes qui se régénére
sont en accord avec les observations faites par I'équipe du Pr Chisari qui a montré que
la protéine se retrouve principalement dans le noyau, sauf lorsque les cellules se
divisent et que la membrane nucléaire se dissocie (Guidotti et al., 1994). Il semblerait
en fait que la localisation de la protéine ne soit pas influencée par la dissociation de la
membrane nucléaire mais par déroulement du cycle cellulaire. La protéine est
présente dans le noyau en phase G1, puis son niveau diminue lors de la phase S, et
donc avant la dissociation de la membrane nucléaire. Dans les cellules quiescentes,
comme en G1, la quantité d’HBc dans le noyau est élevée (Yeh et al., 1993). La
protéine semble donc naviguer entre le noyau et le cytoplasme de fagon active. Le
CTD de la protéine permettrait de faire la navette. Dans des expériences de fusion du
CTD avec I'antigéne T du SV40, la protéine chimérique est capable de naviguer entre
les deux noyaux d’'un homocaryon (Yang et al., 2017a). Les travaux ont montré que
le CTD d’HBc possédait deux NLS mais également deux signaux d’export nucléaire.
Ces signaux sont retrouvés au niveau du CTD et sont trés proches, ce qui peut
expliquer la complexité d'étude des phénomenes de transport et certains résultats
contradictoires (Figure 30) (Li et al., 2010). Comme décrit précédemment, le complexe
importine a/p permet 'import des capsides dans le noyau (Rabe et al., 2003). La
protéine HBc interagit directement avec I'importine p afin de permettre I'import des
capsides. Encore une fois cette interaction est médiée par le CTD de la protéine qui
va étre exposé a l'extérieur des capsides pour les capsides matures et les capsides

vides (Chen et al., 2016b). De plus les capsides virales ont été observées dans le pore
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nucléaire, a la face nucléaire du panier (Schmitz et al., 2010). L’interaction avec
NUP153 serait responsable de la dissociation des capsides et permettrait le passage
du génome a travers le panier a la face nucléaire du pore. Apres cette étape, la
protéine HBc est également relachée dans le noyau (Schmitz et al.,, 2010). Les
fonctions d’HBc sont fortement régulées par I'état de phosphorylation du CTD. Les
étapes tardives de la réplication virale mais également les étapes d’import des
capsides au pore nucléaire sont régies par des phosphorylations dynamiques du CTD
(Deroubaix et al., 2015; Jung et al., 2014; Kann and Gerlich, 1994; Lan et al., 1999;
Selzer et al., 2015). Il a été montré que le niveau de phosphorylation de la protéine
avait également un impact sur la localisation. La mutation des trois sérines des
domaines SPRRR en alanines, mimant un état déphosphorylé, va induire une rétention
de la protéine dans le noyau, indépendamment du cycle cellulaire (Liao and Ou, 1995).
Dans le noyau, la protéine HBc pourrait étre associée au nucléole, qui est un lieu de
transcription trés actif (Ning and Shih, 2004). Une colocalisation avec les corps PML
(promyelocytic leukemia protein), qui sont associés a des sites de réparation de
dommages a I'ADN, a également été décrite (Chung and Tsai, 2009). De fagon
intéressante, I'induction des dommages a ’ADN augmente la réplication virale (Chung
and Tsai, 2009).

La protéine HBc possede deux NLS ainsi que deux NES dans le domaine C-ter

riche en arginine qui régule la localisation de la protéine (Li et al., 2010). Le domaine
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Figure 30 : Signaux de localisation cellulaires présent dans le domaine C-ter d'HBc.
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peut étre sous divisé en 4 domaines riches en arginine (ARD : Arginine Rich Domain)
(Figure 30). Par des expériences de mutagenése dirigée les auteurs ont montré que
les domaineq ARD-I et ARD-IIl forment les deux signaux de rétention nucléaire. Les
domaines ARD-II et ARD-IV forment eux les signaux d’export et les travaux montrent
que le CTD peut fixer la protéine NXF1 et ainsi permettre 'export de la protéine via le
complexe TREX (Li et al., 2010). La méme équipe a ensuite montré qu’HBc interagit
également avec la protéine NXT1 et le recrutement du complexe TREX et que ces
interactions étaient renforcées en présence d’ARN et diminuées lorsque les NES
étaient mutés. L’interaction de NXF1/NXT1 entraine une association avec d’autres
protéines du complexe comme la protéine Aly. Ces expériences ont donc confirmé
I'interaction des signaux d’export nucléaire d’HBc avec le complexe NXF1/NXT1 et le

complexe TREX ainsi que le transport via ce complexe (Yang et al., 2014).

B. Homologies avec des protéines impliquées dans la régulation
de I’expression des ARN.

Le domaine CTD de la protéine posséde des propriétés communes avec les
protéines SR, grace a la triple répétition du motif SPRRR. Comme HBc, cette
superfamille de protéines est caractérisée par la présence d’'un domaine riche en
sérine (S) et en arginine (R). Elles jouent un réle majeur dans les mécanismes
d’épissage, d’export et de stabilité des protéines (Lai et al., 2009). Il a d’ailleurs été
montré que les phosphorylations d’HBc peuvent étre médiées par les protéines SRPK1
et SRPK2 qui sont des kinases qui réalisent la phosphorylation des protéines SR. Bien
que ces phosphorylations aient été montrées in vitro, elles semblent similaires a celles
retrouvées in cellulo, a savoir sur les sites majoritaires S155, S162, et S170 (Daub et
al., 2002; Heger-Stevic et al., 2018). Une étude in cellulo a cependant montré que ces
kinases sont effectivement capables de moduler l'efficacité d’encapsidation de
'’ARNpg mais que cela est indépendant de leur activité de phosphorylation. En effet
I'expression d’'un mutant déficient pour la phosphorylation est également capable de
diminuer I'encapsidation des ARN (Zheng et al., 2005).

Le domaine CTD de la protéine trés riche en arginine, et donc positivement
chargé, a la capacité de se fixer aux acides nucléiques de fagon séquence
indépendante (Lewellyn and Loeb, 2011). Dans ce contexte la protéine pourrait agir
comme chaperonne des acides nucléiques, permettant le repliement correct de

'’ARNpg et facilitant sa rétrotranscription. En plus de sa composition basique, le CTD

THESE DE DOCTORAT | Barbara Quioc-Salomon - 2019



Introduction

est une extrémité trés flexible, ce qui est une deuxiéme caractéristique des protéines
chaperonnes de acides nucléiques. Ceci a été observé in vitro chez E. coli et les
résidus phosphorylables semblent étre important pour permettre a la protéine de jouer

son role de chaperonne (Chu et al., 2014).

C. La protéine HBc : une fonction de facteur de transcription ?

Dans le noyau, la protéine HBc pourrait étre impliquée dans la régulation
transcriptionnelle ou post-transcriptionnelle. Une premiére étude allant dans ce sens
montrait dés 1999 qu’un virus DHBV muté pour la protéine core avait un niveau d’ARN
bien inférieur au virus sauvage (Schultz et al., 1999). Comme cité précédemment, la
protéine HBc est recrutée sur '’ADNccc, et il a été montré par digestion partielle par
des nucléases que sa présence est corrélée a une diminution de I'espacement entre
les nucléosomes de 10%. Les études précédentes avaient montré que la protéine se
fixe de fagon aspécifique sur les acides nucléiques mais les auteurs de ces travaux
ont montré qu’HBc a une plus forte affinité pour TADNccc (Bock et al., 2001). Une
étude sur des biopsies de patients a montré que ce recrutement se fait
préférentiellement sur le CpGi Il de TADNccc et que ce recrutement est positivement
corrélé avec les marqueurs de la réplication virale, i.e. les niveaux d’ADN RC dans les
cellules et dans les sérums des patients, mais également avec le recrutement du
facteur de transcription CBP. Enfin la présence d’HBc sur le CpGi Il est inversement
corrélée avec la méthylation de ce site (Guo et al., 2011). HBc semble également
capable d’activer la transcription de la région du promoteur preC/C et donc de
'enhancer Il en augmentant la capacité de fixation du facteur NFkB sur cette région
(Kwon and Rho, 2002). Une étude a été réalisée en transfectant des génomes viraux
mutés pour HBc et recircularisés afin de mimer '’ADNccc. Cette étude montre qu’en
absence d’HBc, ou lorsque le CTD est muté, la quantité d’ARN viraux est fortement
réduite. De facon étonnante, bien que I'expression des ARN viraux soient fortement
réduite, pour certains mutants utilisés dans cette étude la sécrétion de la protéine HBs
ne semble pas étre affectée (Chong et al., 2017). Cependant cette étude ne compare
pas l'infection entre un génome sauvage et un génome déficient pour HBV, mais un
génome muté pour HBc transcomplémenté ou non avec la protéine HBc ou bien des
mutants de la protéine. Enfin, la protéine Np95/ICBP90-like RING finger protein (NIRF)
interagit avec HBc et induit son ubiquitination et sa dégradation par le protéasome. De

facon intéressante, cette dégradation d’HBc par NIRF est corrélée avec une diminution
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de l'acétylation de I'Histone H3 sur ’ADNccc, qui est une marque activatrice de la
transcription (Qian et al., 2015).

La protéine core est également capable de se fixer aux génes cellulaires et de
modifier leur transcription. Dans une moindre mesure comparée a HBx, HBc est
capable d’activer la transcription d’un rapporteur contenant une séquence CRE via la
voie CRE/CREB/CBP (Xiang et al., 2015). D’autres études ont montré que HBc pouvait
réguler négativement I'expression de certains génes, notamment I'expression de la
protéine DR5 (Death receptor 5) impliquée dans la régulation des voies apoptotiques
TRAIL (TNF-related apoptosis-inducing ligand). Dans ce contexte, la surexpression
d’HBc est capable de contrer I'effet apoptotique induit par la protéine HBx. Les tumeurs
de patients infectés chroniguement montrent un niveau réduit de DR5 et dans ce
contexte HBc pourrait jouer un réle sur le maintien de linfection chronique et le
développement du CHC (Du et al., 2009). Récemment, il a été montré que HBc
interagit avec la protéine hBRM-associated factor 200 (BAF200) et que cela induisait
une diminution de I'expression de la protéine Interferon-induced transmembrane
protein 1 (IFITM1). Par cette interaction, HBc est capable d’inhiber partiellement la
restriction induite par les interférons afin d’améliorer la réplication virale (Li et al.,
2019). Enfin, une analyse génomique par immunoprécipitation (ChlP-on-ChIP) a
identifié environ 3100 promoteurs sur lesquels la core pouvait se fixer, cependant sans
associer cela avec une modification de leur expression (Guo et al., 2012).

Ces résultats semblent indiquer qu’HBc joue un role sur la transcription virale
mais aussi sur I'expression des genes cellulaires, en se fixant directement sur les
promoteurs ou par association avec des facteurs de transcription, cependant plusieurs
études contredisent ces données. En 2014, Zhang et al., ont utilisé le systeme de
transfection du génome recircularisé en délétant le codon start d’HBc et n'observent
pas de différences avec le génome sauvage (Zhang et al., 2014). Plus tard les travaux
de Qi et al. sur l'identification d’HBV Pol K, montrent que lors d’'une infection par un
virus déficient pour HBc la sécrétion de I'antigéne HBs est équivalents a celle du virus
sauvage. Cependant dans cette derniére étude, la réplication virale est seulement
mesurée par la quantification de la sécrétion de I'antigéne HBs et les auteurs ne
s’'intéressent pas la quantification des autres ARN viraux (Qi et al., 2016).
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D. Régulation post transcriptionnelle par la protéine core.

Au-dela de son rdle dans la transcription virale ou cellulaire, HBc pourrait jouer
un role sur les étapes post transcriptionnelles.

HBc pourrait jouer un rdle sur I'étape d’épissage des ARN viraux. En effet, dans
les infections par le virus DHBYV, la protéine D-HBc a été décrite dans des focis
associés a des compartiments riches en facteurs d’épissages, et certains de ces focis
sont également associés a la transcription virale et donc la présence d’ADNccc,
suggérant qu’HBc pourrait avoir un réle dans la régulation de I'épissage (Mabit et al.,
2003). La présence de la protéine a un niveau élevé dans le noyau a également été
associée a un niveau élevé du variant d’épissage SP1 (Sheen et al., 2007).

Enfin, Le CTD de la protéine core contient deux NLS et deux NES, et les
expériences utilisant des systémes d’hétérocaryon ont montré que la protéine
naviguait entre les deux compartiments (Li et al., 2010; Yang et al., 2017a). La protéine
interagissant également avec les acides nucléiques, elle pourrait médier le transport
des ARN viraux. Les études ont montré que la protéine n’est pas nécessaire pour
I'export de 'ARNpg (Yang et al., 2014). Cependant les mécanismes d’export de
'’ARNpg et des autres ARN viraux semblent étre différents, et il est possible qu’HBc
soit alors impliqué dans I'export des ARN codant pour les protéines de surface ou de

I’ARN codant pour la protéine HBx.

Pour résumer, nous avons pu voir que lorsque la protéine HBc était
majoritairement retrouvée dans le noyau des cellules infectées, cela correspondait a
une réplication élevée du virus. Dans ce contexte HBc est recruté sur 'ADNccc et
diminue I'espacement entre les nucléosomes, et sa présence est également associée
a un état permissif pour la transcription. Bien que certaines études soient
contradictoires concernant le role précis d’'HBc dans ce contexte, les études tendent a
suggerer que la protéine HBc joue un rdle sur la transcription virale, mais pourrait
également réguler les étapes post-transcriptionnelles.

Dans ce contexte, le développement des inhibiteurs de capsides qui viseraient
également a modifier la localisation de la protéine pourrait avoir un impact majeur sur

la réplication virale, ciblant d’autres étapes de la réplication.
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Contexte

La réplication du VHB est fortement liée a la biologie de 'ARNpg. Sa
transcription, son export et sa stabilité vont étre des points-clés permettant d’assurer
la formation de nouvelles particules virales dans le cytoplasme. Il est donc nécessaire
aujourd’hui de bien comprendre ces mécanismes ainsi que la régulation de '’ADNccc
afin de pouvoir cibler ces étapes du cycle viral et développer de nouveaux traitements.
La protéine HBc est présente dans le noyau, associée a ’ADNccc, mais son role dans
ce contexte est encore sujet a controverse.

Le projet principal de ma thése était d’étudier le réle d’HBc sur la transcription
et la stabilité des ARN viraux. Pour cela nous avons construit plusieurs mutants
déficients pour I'expression de la protéine, en insérant des codons STOP précocement
dans la séquence d’HBc. Nous avons eu I'opportunité d’utiliser un plasmide construit
pour une étude précédente par Q. Deng (Deng et al., 2009) que nous avons par la
suite modifié. Ce plasmide code pour 1.3 copies du génome viral dans lequel 323
nucléotides ont été délétés dans la séquence codant pour HBc et remplacés par une
séquence de 180 nucléotides codant des épitopes dont I'épitope Flag, en phase avec
le cadre de lecture d'HBc. La protéine de fusion produite rHBc contient les 27 premiers
acides aminés d'HBc fusionnés a ces épitopes puis les 48 derniers acides aminés
d'HBc. De plus ce plasmide code pour la protéine HBc sauvage sous le contréle du
promoteur SV40 permettant la production de particules virales. L’avantage de cette
construction est de contenir sur le méme plasmide le génome muté pour HBc ainsi que
la séquence permettant 'expression de la protéine HBc en paralléle augmentant le
rendement de production virale.

A partir de ce plasmide, jai construit différents mutants. Tout d’abord le
prHBV1.3HBc-Flag27*/HBc, en insérant deux codons stop afin d’abolir 'expression de

la protéine recombinante rHBc. Ces codons ont été insérés en amont de la séquence
codant le polyépitope et donc inhibent I'expression de la protéine, notamment du CTD
d’HBc qui contient la région riche en arginine, connue pour ses capacités de liaison
aux acides nucléiques. Afin de ne pas interférer avec des séquences d’ADN
régulatrices telles que la tige boucle € ou bien le signal de polyadénylation, les codons
stop ont été insérés au 81° nucléotide dans la séquence d’HBc, aboutissant a
I'expression d’une protéine HBc tronquée trés précocement (27AA). Afin de se

rapprocher au maximum de la séquence sauvage du virus, j'ai également construit un
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plasmide pHBV1.3HBc-27*/HBc, ou la séquence sauvage a été réintroduite dans le

plasmide puis des codons stop ont été ajoutés aux mémes nucléotides (81¢). Les virus
produits par ces deux plasmides ont pu étre étudiés de facon approfondie. Enfin
derniérement, jai réalisé des constructions dans lesquelles le codon stop a été
déplacé le long du cadre de lecture d’HBc, aprés les codons 38 ou 67 du géne d’HBc
afin d’étudier I'impact de la position du codon stop sur la biologie des ARN viraux.

Ces différentes constructions plasmidiques vont permettre la production de
virus déficients pour I'expression d’HBc et vont donc nous permettre d’étudier le role
d’HBc sur la transcription et la biologie des ARN viraux.

rHBc

prHBV1.3 HBc-Flag27*/HBc

WT HBc

1075 N :

P-S5V40

(27A4) ‘l Polyépitope | C-HBc |

STOP

rHBc27*

Transfection

ARN pg HBc WT

HBV HBc-Flag27

e

v" Récupération du surnageant
@ et concentration du virus

Cellules productrice : HepG2

Figure 31 : Production de virus déficients pour HBc.

Le plasmide prHBV1.3HBc-Flag27*/HBc code pour un ARNpg dans lequel 323 nucléotides du gene HBc ont été
substitués par une séquence codant pour des épitopes. Deux codons stop ont été placés en amont de cette
séquence conduisant a la production d’une protéine HBc tronquée précocement. En paralléle le plasmide code
pour le géne HBc sauvage sous le contréle d’un promoteur SV40. Une fois transfecté dans les cellules HepG2 le
plasmide va permettre I'expression d’un ARNpg déficient pour HBc qui sera encapsidé grace a la protéine sauvage
codée en trans, aboutissant a la sécrétion de particules infectieuses déficientes pour la production d’HBc.

Comme présenté dans la Figure 31, afin de produire du virus infectieux, ces
plasmides sont transfectés dans des cellules HepG2 et grace a I'expression de la
protéine HBc sous le contrdle du promoteur SV40, ils vont permettre la production de

virus infectieux, mais dont le génome encapsidé est incapable de coder pour la
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protéine HBc. Ce virus sera ensuite récupéré dans le surnageant et concentré pour
permettre l'infection des cellules permissives au VHB et les différentes étapes du cycle

viral ont été étudiées.
A. Etude du mutant HBV HBc-Flag27*

1. Etude de I'expression du plasmide prHBV1.3HBc-Flag27*/HBc.

Avant d’étudier le role d’HBc sur la biologie des ARN viraux, nous avons voulu
vérifier que le plasmide prHBV1.3HBc-Flag27*/HBc permet une expression correcte
des différents marqueurs viraux lorsqu’il est transfecté dans les cellules HepG2 afin
de produire le virus. Pour cela nous avons transfecté des cellules HepG2 avec le
plasmide payw1.2 exprimant le génome sauvage ou bien le plasmide prHBV1.3 HBc-
Flag27*/HBc permettant 'expression d’'un génome viral déficient pour HBc ainsi que
la protéine HBc sauvage (Figure 32A). 3 jours aprés transfection, nous n’observons
pas de défaut majeur d’expression des ARN viraux aprés analyse par northern blot
(Figure 32B). Nous avons également confirmé par western blot que la protéine HBc
qui est exprimée sous le contréle d’un promoteur SV40 pour le plasmide prHBV1.3
HBc-Flag27*/HBc était exprimé au méme niveau que la protéine HBc produite que par
transfection du plasmide payw1.2 (Figure 32C). La protéine HBx est trés importante
pour réguler toutes les étapes du cycle viral, depuis la transcription jusqu’a la sécrétion
du virus, nous avons donc contrélé son expression par western blot aprés transfection
et observé que la protéine HBx est correctement exprimée dans les lignées
transfectées (Figure 32C). Enfin nous avons vérifié que le virus était correctement
sécrété. Pour cela nous avons récupéré les surnageants des cellules transfectées et
quantifié¢ ’TADN RC présent dans ces surnageants. Nous n’avons pas pu mettre en
évidence de différences significatives entre la production virale par le plasmide
payw1.2 et le plasmide prHBV1.3 HBcFlag27* (Figure 32D). Ces contréles nous ont
permis de valider ce modéle de production virale.
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Figure 32 : Etude de I'expression du plasmide prHBV1.3HBc-Flag27*/HBc.

A) Présentation schématique des plasmides payw1.2 et prHBV1.3HBc-Flag27*/HBc permettant respectivement
I'expression des virus HBV WT et HBV HBc-Flag27*/HBc- Les plasmides ont été transfectés dans des cellules
HepG2. Trois jours apres transfection, les ARN viraux ont été spécifiquement analysés par Northern-Blot. Les
ARN viraux dans les cellules HepaD38 exprimant stablement le génome d’HBYV ont été utilisés comme témoin
positif (B). L’expression des protéines virales a été suivie par western blot avec des anticorps spécifiques dirigés
contre la protéine HBc, la protéine HBx et la tubuline qui sert de témoin de charge (C). Les surnageants des
cellules transfectées ont été récoltés et les ADN contenus dans ces extraits ont été analysés par qPCR avec
une gamme étalon du plasmide payw1.2 et des amorces spécifiques de '’ADN RC puis rapportés a la production
du virus HBV WT. Les barres d’erreur représentent la SEM de 3 expériences indépendantes. (D)

2. Analyse de la production virale HBV HBc-Flag27*.

Il a été reporté que la production de virus en culture cellulaire pouvait aboutir a

la sécrétion de particules défectives non enveloppées : des capsides avec ou sans

ADN. Ce phénomeéne pourrait étre amplifié lors de la production du virus avec la

protéine HBc exprimée a partir d’'un autre promoteur que le promoteur interne du virus

(expression en trans). Nous avons donc analyseé la production de particules défectives
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par ultracentrifugation sur gradient de iodixanol puis récolté les fractions

correspondant a différentes densités afin de les analyser (Figure 33).
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Figure 33 : Analyse des productions virales par gradient de iodixanol.

Les productions virales HBV WT et HBV HBc-Flag27* ont été déposées sur un gradient de iodixanol puis
ultracentrifugées un rotor SW41-Ti a 40 000rom pendant 16h afin de séparer les différentes populations sous
virales. Le gradient a été séparé en 25 fractions égales. A) Analyse des quantités d’ADN-RC dans chaque fraction
pour les virus par gPCR. B) Analyse des protéines virales et de '’ADN RC dans les fractions virales de la production
virale HBV HBC-Flag27*. La présence des protéines d’enveloppe et de capsides a été analysée par dot-blot et
révélée avec des anticorps spécifiques.

Aprés avoir quantifié les génomes viraux dans chaque fraction, nous avons pu
mettre en évidence une fraction de génomes associés a des particules de hautes
densités seulement dans la production de virus HBV HBc-Flag27* (Figure 33A). Nous
avons analysé la présence des protéines de surface HBs et de la protéine HBc dans
chaque fraction de la production virale HBV HBc-Flag27* par dot-blot et révélation par
des anticorps spécifiques de chaque protéine. Nous avons ainsi mis en évidence que
ces particules de haute densité contenant de 'ADN sont associées a des protéines de
capsides, mais dépourvues d’'HBs aux densités supérieures a 1,19g/ml et
correspondent donc a des particules non enveloppées. Nous observons également
une surproduction de particules vides, sans ADN et non enveloppées aux densités
comprises entre 1,16 et 1,19g/ml (Figure 33B). Les stocks de virus HBV HBc-Flag27*
contiennent donc un excés de particules défectives non enveloppées, ainsi que de

capsides vides non enveloppées.
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3. Quantification de 'ADNccc lors des infections par le virus HBV WT
ou HBV HBc-Flag27*

Afin d’éviter que les particules défectives non enveloppées n’interferent avec
I'infection, nous avons récupéré les fractions correspondant aux particules infectieuses
(i.e. 1.13-1.15g/ml sur la Figure 33). Nous avons également purifié le virus sur des
colonnes d’héparines. En effet la protéine L-HBs a une grande affinité pour I'héparine
et seuls les virions enveloppés vont rester sur la colonne, ce qui permet d’éliminer les
particules non enveloppées (Liu et al., 2018b; Zahn and Allain, 2005). En paralléle,
nous avons concentre le virus par ultracentrifugation sur coussin de sucrose 20%, qui
est la technique de purification utilisé en routine au laboratoire. Nous avons quantifié
’ADNccc dans les cellules 8 jours aprés infection par le virus HBV WT ou HBV HBc-
Flag27* purifié des différentes fagons et nous en avons conclu que les quantités
d’ADNccc sont égales aprés infection par les deux virus peu importe la technique de

purification (Figure 34).
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Figure 34 : Quantification de 'ADNccc apres infection par le virus VHB HBc-Flag27*.

Les cellules HepG2-NTCP ont été infectées a une MOI de 100 génomes équivalents par cellule avec le virus HBV
WT ou HBV HBc-Flag27* purifiés par gradient de iodixanol (A), sur colonne d’héparine (B) ou bien par concentration
sur coussin de sucrose (C). Pour la purification par gradient de iodixanol, seules les fractions correspondant aux
particules de Dane ont été utilisées. 8 jours aprés infection les noyaux ont été isolés par fractionnement et '’ADNccc
a été quantifié par gPCR. Les barres d’erreurs représentent la SEM de 3 expériences minimum.

Ceci indique que le mutant HBV HBc-Flag27* est capable de réaliser les
premieres étapes du cycle viral et d’établir de TADNccc. Le méme résultat est retrouvé
lorsque le virus est concentré par ultracentrifugation sur coussin de sucrose, bien que
cette technique ne permette pas de se débarrasser des particules non infectieuses
(Figure 34C). Ce résultat indique que ces dernieres ne semblent pas interférer avec

I'infection virale.
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4. Etude de la transcription du virus HBV HBc-Flag27*

La régulation de la biologie des ARN est un facteur déterminant pour la
réplication virale. En effet TARNpg une fois encapsidé sert de matrice a la formation
de 'ADN-RC et donc a la formation de particules infectieuses. Nous avons donc
quantifié par RT gPCR les ARN viraux apres infection par du virus HBV WT ou déficient
pour HBc concentré par ultracentrifugation sur coussin de sucrose 20%. A des temps
courts, jusqu’a 3 jours aprés infection, nous n’observons pas de différence entre les
deux virus (Figure 35A). En revanche lorsque I'on étudie l'infection a des temps plus
longs, on observe une réduction significative des ARN viraux pour le virus muté. Cette
observation est également faite 8 jours post infection lorsque le virus est purifié par
ultracentrifugation sur gradient de iodixanol ou sur colonne d’héparine (Figure 35B et
C). Ces données montrent que les infections sont comparables peu importe la
technique de purification. Nous avons donc réalisé toutes les expériences suivantes

avec du virus concentré par ultracentrifugation sur coussin de sucrose 20%.
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Figure 35 : Analyse de I'expression des transcrits viraux lors d’une infection HBV HBc-Flag27*.

Les cellules HepG2-NTCP ont été infectées a une MOI de 100 génomes équivalents par cellule avec le virus HBV
WT ou HBV HBc-Flag27*. Les ARN ont été extraits puis analysés par RT-qPCR avec des amorces ciblant tous les
ARN viraux. A) Cinétique d’expression des ARN viraux totaux jusqu’a 10 jours aprés infection avec du virus
concentré par ultracentrifugation sur coussin de sucrose. B) Analyse des ARN totaux 8 jours apres infection avec
du virus purifié par gradient de iodixanol. Les fractions correspondant aux particules de Dane ont été utilisées C)
Analyse des ARN totaux 8 jours apres infection avec du virus purifié sur des colonnes d’héparines. Les barres
d’erreurs représentent le SEM de 3 expériences minimum. *** P value < 0.0001, ** P value < 0.001, * P value <
0.05.

Les amorces utilisées ici ciblent la région 3’ chevauchante des ARNm viraux et

ne permettent donc pas de discriminer les ARN viraux. Nous avons souhaité savoir si
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les quantités de tous les ARN viraux étaient impactés de la méme fagon. Pour cela
nous avons analysé les transcrits viraux 8 jours aprés infection par qPCR et par
Northern Blot, et nous pouvons observer que tous les ARN viraux sont impactés et que
'on observe une diminution d’environ 10 fois dans la quantité d’ARN viraux (Figure
36A et B). Nous avons quantifié la forme épissée de ’TARNpg, 'ARN SP1, 8 jours apres
infection afin de voir si les ARN épissés étaient touchés de la méme fagon par cette
diminution. Nous pouvons voir que I'expression des ARN épissés est également
diminuée d’'un facteur 10. Nous avons également quantifié la sécrétion de I'antigéne
HBs dans le surnageant des cellules infectées par ELISA a différents temps aprées
infection. Bien que I'expérience n’ai été réalisé qu’une seule fois, nous observons que
la sécrétion d’HBs est fortement diminué lors de l'infection par le virus HBV HBc-
Flag27* a partir de 8 jours aprés infection et semble suivre la méme tendance que les
quantités d’ARN totaux (Figure 36D).
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Figure 36 : Caractérisation du défaut d’ARN viraux apres infection par le VHB HBc-Flag27*.

Les cellules HepG2-NTCP ont été infectées a une MOI de 100 génomes équivalents par cellule avec les virus HBV
WT ou HBV HBc-Flag27* concentrés par ultracentrifugation sur coussin de sucrose 20%. Les ARN ont été extraits
8 jours apres infection et analysés par RT-qPCR avec des amorces ciblant les ARN totaux (A) ou de 'ARN épissé
SP1 (B) ou par Northern Blot avec des sondes spécifiques du VHB (C). La quantité d’HBs-Ag dans le surnageant
des cellules infectées a été quantifié par ELISA.*** P value < 0.0001 Les barres d’erreurs représentent la SEM de
trois expériences indépendantes. Le dosage d’HBs-Ag ne montre qu’un seul répliqua.
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Enfin, nous avons également confirmé ce défaut du niveau d’expression des
ARN viraux dans des hépatocytes primaires humains (PHH : primary human
hepatocyte) 8 jours aprés infection. L’ADNccc a été quantifié aprées infection avec du
virus purifié sur colonne d’héparine. Bien que nous n’ayons pu réaliser qu’'un seul
réplica pour cette quantification, l'infection par les deux virus et le niveau d’ADNccc
semble étre comparable (Figure 37A). Comme lors des infections dans les
HepG2NTCP nous observons le défaut d’expression des ARN du VHB, confirmant nos
résultats pour le virus HBV HBc-Flag27* (Figure 37B et C).
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Figure 37 : Infection de PHH avec le virus HBV HBc-Flag27*

Les hépatocytes primaires humains ont été infectés a une MOI de 500 génomes équivalents par cellule par du virus
purifié sur colonne d’héparine ou concentré par ultracentrifugation sur coussin de sucrose 20%. 8 jours apres
infection, T’ADNccc a été quantifié par gPCR (A) et les ARN par RT-qPCR (B-C). Les barres d’erreur représentent
la SEM de deux expériences indépendantes.

5. Etude de la transcription des ARN naissants.

Un défaut du niveau d’ARN peut étre causé par un défaut de transcription, de
transport vers le cytoplasme, ou encore un défaut de stabilité. Afin de voir si HBc joue
sur la transcription de 'ADNccc nous avons quantifié les ARN naissants par la
technique de Click-IT nascent RNA. Cette technique permet l'incorporation de
ribonucléotides modifiés lors de la transcription (Ethynyl-Uridine, EU) afin de purifier et
quantifier par la suite les ARN qui viennent d’étre transcrits. Nous avons choisi
d’étudier, 8 jours aprés infection, un pulse de 1h ou de 2h avec 'EU. Aprés avoir purifié
et quantifie spécifiquement les ARN marqués par le nucléotide modifié, nous ne
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Nascent RNA - ARN totaux
mHBV WT HBV HBc-Flag27*

12 NS *

0,8

0,6

0,4

0,2

Transcription des ARN naiscant rappoorté
aux ARN naissant du géne Roht2

EUPulse1h EU Pulse 2h
Figure 38 : Quantification des ARN naissants.

Des cellules HepG2-NTCP ont été infectées a une MOI de 100 génomes équivalents par cellule avec du virus HBV
WT ou HBV HBc-Flag27*. 8 jours apres infection, les cellules ont été incubées pendant 1h ou 2h avec de I'Ethynyl-
Uridine (EU) puis les ARN ont été extraits. Les ARN marqués a 'EU ont ensuite été spécifiquement purifiés et
quantifiés par RTqPCR avec des primers ciblant les ARN totaux viraux. Les barres d’erreurs représentent le SEM
de 3 expériences indépendantes. * P value< 0,05%

sommes pas en mesure de voir une différence significative de transcription entre le
virus HBV WT et le virus HBV HBc-Flag27* lorsqu’un pulse de 1h est effectué. En
revanche aprés 2h d’incubation avec 'EU nous observons un défaut significatif pour
le virus HBV HBc-Flag27* (Figure 38). Ces expériences nous permettent de confirmer
le défaut d’expression des ARN viraux pour le virus HBV HBc-Flag27*. Un défaut léger
d’expression des ARN viraux est observé aprés 1h d’incubation mais celui-ci est
amplifié aprés 2 heures d’incubation. Il est possible qu’il existe un défaut au niveau de
la transcription mais ces résultats suggérent qu’un défaut au niveau de la stabilité et/ou
de I'export des ARN viraux intervient également. Des expériences complémentaires
notamment avec des temps de pulse plus court permettront de confirmer ou non I'effet
au niveau de la transcription. Nous pouvons donc conclure que le virus HBV HBc-
Flag27* posséde un défaut dans la quantité d’ARN viraux, et que ce défaut apparait
tres tot lors de I'expression de ces ARN.

6. HBc provenant de la particule virale est capable de se réassocier

stablement sur ’TADNccc.

Nous nous sommes intéressés au fait qu’a des temps courts aprés infection, les
deux virus ont des niveaux d’ARN semblable, alors qu’ils baissent ensuite pour le virus
HBV HBc-Flag27* (Figure 35A). Bien que le virus soit déficient pour production d’'HBc,

au moment de l'infection, les nucléocapsides composées de 90 a 120 diméres d’HBc
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sont transportées jusqu’au pore nucléaire ou elles sont déstabilisées, permettant de
délivrer ’TADN RC ainsi que la protéine HBc dans le noyau. Nous avons recherché si
la protéine HBc sauvage provenant des capsides pouvait étre recrutée précocement
sur ’ADNccc.

15+

104

% input d'’ADNcce

0
Jours Post infection 3 6 10 3 6 10 3 6 10 3 6 10
lgG HBc lgG HBc

HBV WT HBV HBc-Flag27*
Figure 39 : Etude du recrutement de la protéine HBc sur I'ADNccc.

Les cellules HepG2NTCP ont été infectées a une MOI de 500 génomes équivalents par cellule par le
virus HBV WT ou HBV HBc-Flag27*. Le recrutement de la protéine HBc sur ’ADNccc a été analysé par
ChIP-qPCR avec des anticorps spécifiques de la protéine HBc aux temps indiqués apres infection. Les
barres d’erreurs représentent la SEM de 3 expériences indépendantes.

Nous avons étudié le recrutement d’HBc sur TADNccc par Immunoprécipitation
de chromatine (ChlIP)-gPCR avec des anticorps spécifiques d’HBc plusieurs jours
apres infection par le virus HBV WT et HBV HBc-Flag27*. Comme décrit dans les
travaux précédents (Bock et al., 2001; Riviére et al., 2015) nous retrouvons la présence
de la protéine HBc sur TADNccc d’'HBV WT. A des temps courts apreés infection, nous
retrouvons la protéine HBc également sur ’ADNccc du virus déficient pour HBc et cette
association semble étre trés stable car nous retrouvons toujours la protéine associée
a ’ADNccc jusqu’a 10 jours apres infection pour le virus HBV HBc-Flag27*, qui est
déficient pour la production d’HBc (Figure 39). Cependant le recrutement d’HBc
semble diminuer au cours du temps pour le virus HBV HBc-Flag27* alors qu'il
augmente sur ’ADNccc du virus sauvage. Ces résultats nous montrent que la protéine
HBc apportée par la capside virale est capable de se réassocier sur ’TADNccc dés la
formation de celui-ci. Dans ce contexte, HBc pourrait jouer un réle sur la formation de
’ADNccc ou bien sur le recrutement des protéines formant le minichromosome viral,

et ainsi réguler la transcription.
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7. Transcomplémentation du virus HBV HBc-Flag27* par la protéine
HBc.

Afin d’étudier si le défaut du niveau des ARN viraux lors de l'infection par HBV
HBc-Flag27* est d0 a 'absence de la protéine HBc, nous avons restauré I'expression
d’HBc aprés infection. Le lendemain de l'infection les cellules ont été transduites par
des lentivirus exprimant la protéine HBc, ou bien la protéine HBx, ou les deux
lentivecteurs, puis les ARN viraux ont été analysés 7 jours aprés transduction. Nous
avons transduit la protéine HBx car la diminution de I'expression des ARN va
également entrainer une diminution de I'expression d’HBX, qui permet de réguler la
transcription virale. L’absence d’HBx dans les infections par le virus HBV HBc-Flag27*
pourrait expliquer la diminution dans la transcription des ARN viraux. Nous avons tout
d’abord vérifié 'expression des deux protéines par western blot. Nous pouvons noter
que les protéines HBc et HBx sont trés fortement exprimées en comparaison de leur
expression lors de l'infection par HBV WT ou I'on ne détecte ni HBc ni HBx bien qu’ils
soient exprimés (Figure 40A). Nous avons également quantifié les ARN viraux dans
les différentes conditions. La transcomplémentation par la protéine HBc lors de
I'infection par le virus HBV HBc-Flag ne permet pas de retrouver le phénotype du virus
HBV WT (Figure 40B). Nous pouvons méme noter une légére diminution dans les
quantités d’ARN viraux pour les deux virus. En revanche lorsque la protéine HBx est
exprimée lors des infections, nous observons une augmentation des niveaux d’ARN
de 2 fois pour le virus HBV WT et de 3,5 fois pour le virus HBV HBc-Flag27*. Cette
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HBVWT -+ - -t - - - F 2% 30 M HBV HBc-Flag27*
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a2 7 - Tubulne s & 15
- :Q £
i e G g gy DX cg 10
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Figure 40 : Transcomplémentation par HBc et/ou HBx lors des infections.

Des cellules HepG2-NTCP ont été infectées a une MOI de 100 génomes équivalents par cellules avec du virus
HBV WT ou HBV HBc-Flag27*. 24h apreés infection les cellules ont été transduites par des lentivecteurs exprimant
la GFP, HBc et/ou HBx. 8 jours apres transduction I'expression des protéines HBc et HBx ont été analysées par
Western Blot avec des anticorps spécifiques des deux protéines (A) et les ARN ont été extraits et analysés par RT-
gPCR avec des amorces amplifiant tous les ARN viraux (B). Les barres d’erreurs représentent la SEM de 2
expeériences indépendantes.
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augmentation n’abolit cependant pas la différence d’expression des ARN viraux entre
les deux souches virales et nous pouvons donc en conclure que le défaut du niveau
des ARN viraux n’est pas dU a 'absence d’HBx. Lorsque les deux protéines sont co-
exprimées pendant les infections, comme lors de I'expression d’HBc seule, on note
une diminution de I'expression des ARN viraux semblant indiquer qu’HBc diminue la
transcription/stabilité des ARN viraux.

Ces expériences semblent indiquer que la protéine HBc n’est pas a l'origine du
défaut du niveau d’expression des ARN viraux observé car nous ne restaurons pas
leur expression lors de la transduction d’HBc. Cependant nous ne pouvons pas exclure
que la surexpression trop importante et donc la présence de capsides trop
nombreuses puisse étre délétere pour linfection (Figure 40A). Celle-ci pourrait par
exemple géner I'import des capsides dans le noyau ou bien modifier la localisation de
la protéine et donc géner la transcomplémentation. Lors de la transfection du plasmide
prHBVHBc-Flag27*/HBc, lorsque HBc est exprimée a un niveau physiologique
comparé au génome sauvage, nous n’observons pas de défaut dans la quantité des
ARN viraux, ce qui indique qu’en présence d’HBc le défaut d’ARN n’est pas présent
(Figure 32B et C). Toutefois, il €galement possible que le défaut puisse provenir de la
présence de la mutation, qui pourrait déstabiliser les ARN viraux. Afin de vérifier cette
hypothése, nous avons construit un virus HBV HBc-27* également déficient pour HBc

mais avec dans le fond génétique du virus HBV WT.

B. Etude du mutant HBV HBc-27*

L’étude avec le virus HBV HBc-Flag27* nous a permis d’observer que la
mutation introduite dans le cadre de lecture d’'HBc diminuait I'expression des ARN
viraux. Aucune séquence régulatrice n’a été décrite a 'endroit de cette mutation. Face
a ce résultat étonnant qui semble incriminer plutét la substitution que I'absence d’HBc
nous avons construit un plasmide pHBV1.3HBc-27*/HBc a partir du plasmide
précédent. Nous avons remplaceé le génome viral comportant la substitution par une
séquence HBV WT et réintroduit les codons stop a la méme position, au codon 27 (A).
Le génome produit portera donc seulement une substitution de 4 nucléotides, et nous
permettra de savoir si la large délétion d’une partie du cadre de lecture d’HBc était a
I'origine du défaut observé pour le virus HBV HBc-Flag27*, mais également d’étudier
le réle d’HBc sur la transcription virale et I'expression des ARN viraux plus

généralement.
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1. Analyse de la production virale aprés transfection du plasmide
pHBV1.3 HBc27*/HBc.

Comme précédemment nous avons tout d’abord vérifié que ce plasmide
exprimait correctement tous les facteurs viraux lors de la transfection afin de produire
du virus. Pour cela nous avons transfecté des cellules HepG2 avec les plasmides
payw1.2 exprimant le génome sauvage et pHBV1.3HBc-27*/HBc exprimant le virus
déficient pour HBc puis nous avons analysé I'expression des ARN et des protéines
virales. Comme le montre la Figure 41B et C, nous observons un défaut de la quantité
d’ARNpg d’environ 3 fois pour le mutant comparé aux ARN du virus sauvage lorsque
nous quantifions par RT-qPCR et par Northern Blot. De fagon surprenante,
I'expression des ARN codants les protéines de surface (preS/S) ne semble pas étre
affectée (Figure 41B et C). Les observations par western blot indiquent que la protéine
HBX, ainsi que la protéine HBc dont I'expression est contrdlée par le promoteur SV40
sont exprimées correctement (Figure 41D). Nous avons également vérifié pour ce virus
que les particules virales avaient une morphologie correcte en les observant en
microscopie électronique. Aucune différence morphologique n’a été mise en évidence
entre les deux virus (Figure 41E). Enfin nous avons séquencé ’ADN viral présent dans
les virions avant infection pour confirmer la présence de la mutation. Les résultats du
séquengage n'ont pas mis en évidence de réversion de la mutation des codons stop,
ni de recombinaison de ’ARN viral.

Ces premiers résultats suggérent que lintroduction de stop codons ou
simplement |la modification de la séquence nucléotidique d’HBc pourrait moduler
I'expression des ARNpg. Malgré ce défaut, la transfection du plasmide pHBV1.3HBc-
27*/HBc permet une expression correcte des ARN preS/S et aboutit a la production de
virus morphologiquement et génétiquement viables. Nous avons donc étudié I'infection

par ce virus.
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Figure 41 : Etude de I'expression du plasmide pHBV1.3 HBc-27*/HBc

A) Présentation schématique des plasmides payw1.2 et pHBV1.3 HBc-27*/HBc permettant respectivement la
production des virus HBV WT et HBV HBc-27*. Le plasmide pHBV1.3 HBc-27* possede deux codons stop apreés le 81¢
nucléotide du gene HBc. Ces plasmides ont été transfectés dans des cellules HepG2. Trois jours apres transfection,
les ARN viraux ont été spécifiquement analysés par Northern-Blot (B) et 'ARNpg a été quantifié par RT-qPCR (C). Les
barres d’erreurs représentent la SEM de 4 expériences indépendantes. ** P value < 0,001. L’expression des protéines
virales HBc et HBx a été analysée par western blot avec des anticorps spécifiques (D). Les virions présents dans les
surnageants ont été purifiés sur colonne d’héparine et observé au microscope électronique a transmission (E).
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2. Etude de l'infection par le virus HBV1.3 HBc27* et de I'expression

des ARN viraux.

Avant d’étudier le role d’HBc sur la biologie des ARN viraux avec le mutant HBV
HBc-27* nous avons vérifié que l'infection par ce virus était comparable au virus
sauvage. Pour cela nous avons quantifié '’ADNccc dans les cellules 8 jours aprés
infection. Comme nous le montre la Figure 42A, la présence de la mutation dans le
génome ne semble pas perturber les premiéres étapes du cycle viral et nous

observons le méme niveau d’ADNccc pour les deux virus.
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Figure 42 : Etude de l'infection par le virus HBV HBc-27*

Les cellules HepG2NTCP ont été infectées a une MOI de 100 génomes équivalents par cellule avec le virus HBV
WT ou HBV HBc-27*. A) 8 jours apres infection les noyaux ont été isolés par fractionnement nucléocytoplasmique
et '’ADNccc a été quantifié par gPCR. B) Les ARN viraux ont été extraits aux temps indiqués et analysés par RT-
gPCR. Les barres d’erreurs représentent la SEM de 3 expériences indépendantes minimum ; *** P value < 0,0001.

Nous avons alors quantifié les ARN viraux lors de ces infections (Figure 42B).
Nous pouvons noter qu’a des temps courts aprés infection (J2), le virus HBV HBc-27*
ne présente pas de différence au niveau de la quantité d’ARN totaux par rapport au
virus sauvage alors que I'expression des ARN totaux est fortement diminuée a J10
aprés infection pour le virus HBV HBc-27*.

Nous avons ensuite cherché a caractériser plus précisément ce défaut. A 8
jours post-infection, nous avons quantifié spécifiquement ’ARNpg et observé un défaut
d’environ 15 fois dans le niveau d’ARNpg (Figure 43B). Ce défaut est beaucoup plus
marqué que lors de la transfection du plasmide pHBV1.3HBc-27*/HBc ou I'expression
de I'ARNpg était seulement réduite de 3 fois (Figure 41B et C). Ces données ont été
confirmées par Northern blot aprés infection par les deux virus. De fagon intéressante,

nous observons un défaut trés marqué pour ’ARNpg lors de l'infection par le virus HBV
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HBc-27* ainsi qu’une diminution d’environ 2 fois dans la quantité d’ARN preS/S (Figure
43C) a jour 8 apres l'infection qui va s’amplifier au cours du temps (Figure 42, a jour

10 aprés infection).
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Figure 43 : Caractérisation du défaut présent chez le virus HBV HBc-27*

Les cellules HepG2NTCP ont été infectées a une MOI de 100 génomes équivalents par cellule avec le virus HBV
WT ou HBV HBc-27*. Les ARN ont été extraits 8 jours apres infections et les ARN totaux (A) et ’'ARNpg (B) ont
été analysés par RT-qgPCR et par Northern blot (C). Les barres d’erreurs représentent la SEM de 3 expériences
indépendantes minimum ; *** P value < 0,0001 ; ** P value <0,001. Les cellules infectées ont été observées au
microscope a épifluorescence 8 jours apres infection apres marquage spécifique des protéines virales HBs
(Rouge), HBc (Vert) et des noyaux (DAPI) avec un objectif x63 (D).

Nous avons également visualisé par immunofluorescence I'expression d’HBs
et nous pouvons voir que la quantité d’HBs dans les cellules positives pour HBs semble
étre plus faible, confirmant la diminution d’HBs sans en abolir cependant I'expression
(Figure 43D). Une quantification par FACS sera nécessaire afin de quantifier le
pourcentage de cellules infectées et I'expression d’HBs. Une quantification de la

sécrétion d’HBs par ELISA peut également étre envisagée.
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Ces résultats indiquent que I'absence d’HBc amplifie le défaut d’expression des
ARNpg précédemment observé lors de la transfection mais impacte également les
ARN codants pour les protéines de surface. Le défaut observé peut avoir une origine
transcriptionnelle mais également post-transcriptionnelle agissant au niveau du
transport ou de la stabilité des ARN viraux. Dans un premier temps nous avons étudié

le transport des ARN vers le cytoplasme.

3. Le défaut d’expression des ARN viraux du virus HBV1.3 HBc27*

est déja présent dans le noyau.

Comme montré pour le VIH, un défaut dans I'étape de transport des ARN viraux
du noyau vers le cytoplasme va aboutir a 'accumulation des ARN dans le noyau
(Malim et al., 1989). Il a été montré que la protéine HBc possédait a la fois les signaux
de localisation nucléaire et cytoplasmique, et fait donc la navette entre les deux
compartiments (Yang et al., 2017a). Nous avons donc recherché si la diminution
observée lors de l'infection est due a un défaut de transport des ARN viraux vers le
cytoplasme, nous avons réalisé un fractionnement nucléocytoplasmique et analysé
I'expression des ARN totaux et des ARNpg 8 jours apres infection par le virus HBV
WT et HBV HBc-27*. Comme le montre la Figure 44, nous retrouvons le méme défaut
lorsque nous quantifions les ARN dans le noyau et dans le cytoplasme, pour les ARN
viraux totaux ou pour 'ARNpg. Ces résultats suggérent que les ARN viraux ne

s’accumulent pas dans le noyau et que le défaut observé ne provient pas d’'un défaut
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Figure 44 : Quantification des ARN nucléaires et cytoplasmiques.

Les cellules HepG2NTCP ont été infectées a une MOI de 100 génomes équivalents par cellule par les virus HB
WT et HBV HBc-27*. 8 jours apres infections les noyaux ont été séparés des cytoplasmes et les ARN ont été
extraits des deux fractions. Les ARN viraux totaux et ’ARNpg ont ensuite été quantifiés par RT-qPCR. Les barres
d’erreur représentent la SEM de 3 expériences indépendantes. N+C : Noyau+Cytoplasme ; N: noyau,; C:
Cytoplasme
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de transport des ARN. Le défaut peut donc provenir d’un défaut de transcription ou de

stabilité des ARN viraux.
4. Transcomplémentation du virus HBV HBc-27* par la protéine HBc.

Puisque nous observons un défaut plus important sur la quantité d’ARNpg dans
le contexte de l'infection avec le virus HBV HBc-27*, ainsi qu'une diminution des ARN
preS/S, nous avons re-exprimer la protéine HBc aprés infections afin de déterminer si
I'on peut restaurer le niveau des d’ARN viraux. Afin d’éviter une surexpression trop
importante, nous avons utilisé un lentivecteur exprimant HBc sous le contrdle d’'un
promoteur eF1-a qui est un promoteur plus faible que le promoteur CMV utilisé

précédemment.
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Figure 45 : Transcomplémentation par HBc lors de l'infection par HBV HBc-27*

Les cellules HepG2 NTCP ont été infectées par HBV WT ou HBV HBc-27* a une MOI de 100 génomes
équivalents / cellule. 24 apres infection, les cellules ont été transduites par un lentivecteur exprimant la protéine
HBc sous le contréle d’un promoteur eF1a. 8 jours apres infection 'ARNpg a été quantifié par RT-qPCR. Les
barres d’erreur représentent la SEM de deux expériences indépendantes

Nous observons que l'expression d’HBc lors de linfection HBV HBc-27*
augmente de deux fois la quantité d’ ARNpg mais ne parvient pas a restaurer le niveau
de l'infection HBV WT (Figure 45).

Plusieurs hypothéses peuvent étre formulées pour expliquer ce résultat. Il est
possible que le niveau d’expression de la protéine HBc influe sur I'expression des ARN
viraux et que celui-ci doive étre finement régulé ou que les cellules infectées soient
plus difficlement transduites ce qui ménerait a une transcomplémentation moins
efficace.

Cependant nos données suggerent que nous observons ici deux effets : un effet
dépendant d’HBc puisque HBc augmente de deux fois I'expression des ARNpg et
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également un effet indépendant d’HBc qui n’est pas restauré par HBc. Ce défaut de
'expression des ARNpg est déja observé lors de la transfection du plasmide
pHBV1.3HBc-27*/HBc alors que la protéine HBc est exprimée. Les résultats de
transfection et d’infection suggérent que cet effet indépendant d’HBc pourrait étre post-
transcriptionnel. La modification de la séquence ou l'introduction de codons stop en
amont du codon naturel pourrait impacter la stabilité des ARN viraux.

L’activité dépendante d’HBc n’est quant a elle pas spécifique pour I'expression
de 'ARNpg car on I'observe également sur I'expression des ARN codant les protéines
de surface. Elle correspondrait a la diminution de deux fois de I'expression des ARN
des protéines de surface observée 8 jours aprés infection par le virus HBV HBc-27*
(Figure 45). Des études complémentaires de Run on ou d’ARN naissants permettront
de déterminer si cette activité est transcriptionnelle ou post-transcriptionnelle. De
nombreuses données de la littérature suggérent qu’HBc pourrait avoir un réle sur la
transcription. En effet elle est recrutée sur TADNccc et modifie sa structure (Bock et
al., 2001). HBc est également capable de réguler la transcription des génes cellulaires
et il a été montré que la protéine est recrutée sur les ilots CpG de 'ADNccc et que

cette association est corrélée avec un état actif de la chromatine (Guo et al., 2011).

5. Etude du réle d’HBc sur la localisation de ’TADNccc dans le

contexte de I'organisation 3D du génome.

Dans une étude récente visant a étudier la localisation de 'ADNccc dans le
contexte de l'organisation tridimensionnelle du noyau, le laboratoire a montré que
I’ADNccc n’est pas localisé au hasard dans le noyau. Pour cela nous avons appliqué
la technique de Chromosome Conformation Capture (3C) qui permet la détection des
contacts entre les régions d’'un génome afin d’analyser l'organisation spatiale des
chromosomes au sein d’'un noyau. Cette technique a permis I'accés a un niveau
d’'information sur les structures topologiques présentes dans les chromosomes de
mammiféres, jusque-la invisibles par les techniques de microscopie et a permis
notamment de mettre en évidence plusieurs niveaux d'organisation : des boucles
chromatiniennes - contacts locaux entre régions régulatrices et génes cibles - ainsi
que des domaines, couramment appelés TAD (topologically associating domains) —
qui sont des régions délimitées au sein desquelles il y a un enrichissement de contact

par rapport au reste du chromosome. Les TAD sont eux-mémes organisés
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spatialement dans le noyau en deux compartiments distincts appelés A et B et qui
correspondent respectivement a des régions riches en génes et transcriptionnellement
active ou plutdt des régions pauvres en géne et de type hétérochromatine. Il a été
montré que certaines fonctions biologiques d’une cellule sont liées a I'organisation
spatiale du génome de celle-ci. L’étude menée par le laboratoire a notamment permis
de mettre en évidence que 'ADNccc contact préférentiellement la chromatine active
(compartiment A) au niveau des ilots CpG et est déplété des régions réprimeées
contactant les lamines. Au cours de cette étude il a été recherché quel est le
mécanisme responsable de I'adressage de '’ADNccc au niveau des ilots CpG. Le
premier facteur étudié a été la protéine HBXx car elle est impliquée dans la régulation
transcriptionnelle de ’ADNccc et des génes cellulaires. Les résultats ont montré que
les virus déficients pour HBx montrent la méme localisation nucléaire que le virus
sauvage (Moreau et al., 2018). Le deuxiéme facteur viral a étre présent sur TADNccc
et également sur les génes cellulaires est la protéine HBc. Elle est en particulier
recrutée sur les ilots CpG de 'ADNccc et cela corréle avec une réplication active du

virus (Guo et al., 2011). Ayant observé une diminution de 2 fois dans la quantité des
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Figure 46 : Contacts des virus HBV WT et HBV HBc-Flag avec le génome.

Des PHH ont été infectés par le virus HBV WT ou HBV HBc- a une MOI de 100 génomes équivalents par cellule. 10
jours apres infections les noyaux des cellules ont été récupérés afin de générer des librairies de contacts génétiques
(Hi-C). Apres une étape de capture des séquences virales, les librairies ont été séquencées par séquengage a haut
débit puis le nombre de contacts de '’ADNccc avec différents éléments biologiques ont été comparés avec les
contacts d’un modéle aléatoire.
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ARN preS/S en absence d’HBc, nous nous sommes demandé si HBc pouvait participer
au positionnement de ’ADNccc dans le noyau favorisant ainsi sa transcription.

Pour répondre a cette question, nous avons isolé les noyaux des cellules
infectées par les virus HBV WT ou HBV HBc-27* 10 jours aprés infection puis préparé
les librairies de contacts génomique (Hi-C) pour étudier les contacts entre le génome
humain et TADNccc. Aprés avoir réalisé les librairies Hi-C, nous avons ajouté une
étape de capture des séquences virales afin d’enrichir le nombre de contacts
virus/génome humain. Afin de déterminer si HBV HBc-27* contacte les mémes
eléments biologiques que HBV WT, nous avons utilisé la méme approche que celle
décrite dans I'étude précédente qui consiste a étudier le nombre de contacts du virus
avec un élément biologique donné comparé a un modéle aléatoire. Le modéle
aléatoire des contacts a été réalisé en prenant aléatoirement le méme nombre de
contacts génome humain/génome humain des librairies que le nombre de contacts
virus/génome humain afin d’obtenir la distribution aléatoire des contacts humains-
humains dans chacun des éléments biologiques, puis ce tirage a été répété 100 fois.

Nous avons tout d’abord confirmé dans notre expérience que nous obtenons
les mémes contacts de '’ADNccc avec les éléments biologiques décrits préecédemment
pour le virus HBV WT. L’ADNccc du virus sauvage est exclu des régions réprimées
contactant les lamines et est enrichi au niveau des CpGi (Figure 46 Gauche). Lorsque
nous analysons les contacts du virus HBV HBc-27* avec le génome humain, nous
observons que bien que le virus contacte encore les CpGi, il est retrouvé au niveau
des lamines suggérant que ce virus perd en partie sa capacité a étre exclu des zones
réprimées pour contacter préférentiellement la chromatine active.

Ces résultats suggerent que la protéine HBc joue un réle dans I'adressage de
I’ADNccc vers les zones actives de la chromatine. Il est possible que la localisation de
'’ADNccc en dehors des éléments biologiques comme les CpGi puissent influer sur

I'expression des génes viraux.

L’étude du virus HBV HBc-27* a permis de mettre en évidence plusieurs effets.
Tout d’abord, l'introduction de codons Stop ou la modification de la séquence du géne
HBc semble modifier I'expression de 'ARNpg lorsque HBc est exprimée suggérant un
effet post-transcriptionnel spécifique de la séquence nucléotidique. Ensuite lors de
I'infection par le virus déficient pour I'expression d’HBc, le défaut d’expression de

'ARNpg est amplifié et les ARN codants pour les protéines de surface diminuent
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également d’environ deux fois a jour 8 apres l'infection indiquant qu’HBc pourrait jouer
un réle sur la biologie des ARN viraux. De fagon intéressante I'expression des ARNpg
n’est restaurée que partiellement (2 fois) par HBc confirmant que l'introduction de
codon stop dans la région HBc pourrait avoir deux impacts : un impact sur la séquence
de 'ARNpg modifiant sa stabilité et un deuxiéme impact lié a 'absence d’HBc qui
jouerait un réle sur I'activité transcriptionnel et/ou post-transcriptionnel des ARN viraux
via un mécanisme qui reste a élucider. Ce défaut dans les ARN viraux est déja observé
dans le noyau des cellules, il semble donc que le défaut apparaisse avant le transport
des ARN viraux. Des expériences préliminaires de chromosome conformation capture
et de capture virale ont permis de montrer que la protéine HBc pourrait jouer un role
dans la localisation nucléaire de '’ADNccc et pourrait via ce mécanisme moduler sa

transcription.

C. Impact de la position du codon Stop d’HBc sur la stabilité de
I’ARNpg

Nos expériences ont montré que l'introduction de deux codons stop dans la
séquence d’HBc entraine une diminution de I'expression de 'ARNpg et ceci en
présence d’HBc suggérant que le déplacement du codon stop peut jouer un réle sur la
stabilité. En effet, il existe au sein des cellules une voie de surveillance permettant de
reconnaitre la présence d’'un codon stop aberrant trop éloigné de I'extrémité 3’ de
FARN : la NMD (Nonsens Mediated Decay). C’est le cas pour les ARN viraux
polycistroniques et non épissés qui ont des codons stops bien avant I'extrémité 3'. Les
virus ont donc ont donc évolué et développé des stratégies pour échapper a cette
surveillance cellulaire, comme cela a été montré pour le virus du Sarcome de Rous
(RSV) qui posséde un élément stabilisateur en aval du codon stop du géne gag
(Balistreri et al., 2017; Barker and Beemon, 1994). Le codon stop naturel de la protéine
HBc se trouve également bien avant I'extrémité 3’ et il est possible que celui-ci soit
protégé de la reconnaissance pour la voie NMD. Nous avons donc émis I'’hypothése
que le déplacement du codon stop induit la reconnaissance et la dégradation de
'’ARNpg par la voie NMD. Afin de vérifier cette hypothése, nous avons modifié la
nature et la position de ce codon stop afin de le rapprocher du codon naturel et voir si

cela impactait la dégradation.
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Nous avons donc remplacé les deux codons par un seul codon stop au codon
27, afin de voir si la présence de deux codons stop en tandem pouvait amener a la
reconnaissance et a la dégradation de 'ARNpg. Nous avons également conservé la
méme mutation, a savoir les deux codons stop, mais a différents endroits dans la
séquence d’HBc en mutant les codons aprés les positions 38 et 67. Enfin, nous avons
construit le vecteur pHBV1.3 WT/HBc, qui contient la séquence HBV WT dans le
méme vecteur que celui utilisé pour la production des virus mutés pour HBc afin de

s’assurer que le défaut ne pouvait pas provenir de I'utilisation d’'un vecteur différent.
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Figure 47 : Impact de la présence d’un codon stop dans le gene HBc sur la stabilité de '’ARNpg.

Les cellules HepG2 ont été transfectées par les plasmides indiqués et les ARN viraux ont été extraits 3 jours apres
transfection et analysés par RT-qPCR avec des amorces spécifiques de 'ARNpg. Les barres d’erreur représentent
la SEM de 3 expériences indépendantes *** P Value <0,0001 ** P Value < 0,001.

Nous nous sommes tout d’abord intéressés a 'effet de ces mutations lors de la
transfection des plasmides dans des cellules HepG2 en quantifiant spécifiquement
'’ARNpg par RT-gPCR (Figure 47). Nous avons observé que les ARN produits par le
plasmide pHBV1.3WT/HBc, sont exprimés au méme niveau que ceux produits par le
plasmide payw1.2. Ces résultats indiquent que le vecteur utilisé pour I'expression des
virus mutés pour HBc, n’influence pas I'expression des ARN viraux. La quantification
de 'ARNpg transcrit a partir des génomes mutés aprés le codon 27 (1 ou 2 codons
STOP) dans la séquence d’HBc, conduit a un méme défaut d’expression de ’ARNpg
suggérant que la présence de deux codons STOP n’explique pas la diminution de

'’ARNpg. Enfin la transfection du plasmide contenant le génome HBV avec un codon
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STOP positionné apres le codon 38 présente le méme défaut d’expression d’ARNpg
que le génome viral possédant le codon stop aprés le codon 27 alors que le génome

muté au codon 67 ne posséede aucun défaut compareé aux virus sauvages (Figure 47).
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Figure 48 : Prédiction des structures secondaires de 'ARNpg.

La structure secondaire des nucléotides 1-1000 des séquences théoriques de I'ARNpg de HBV WT, HBV
HBc27*TAATAA, HBV HBc27*TAA, HBV HBc38*TAATAA et HBV HBc67*TAATAA ont été analysés par le logiciel
Mfold. Les représentations montrent les structures prédictives avec le moins d’entropie.
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L’introduction de codons STOP dans ces séquences peut avoir un impact sur
la structure secondaire de I'ARNpg et sa stabilité. Nous avons donc étudié les
prédictions de structure secondaire des 1000 premiers nucléotides pour TARNpg WT,
'’ARNpg HBc27*TAATAA, ’ARNpg HBc27*TAA, TARNpg HBc38*TAATAA et TARNpg
HBc67*TAATAA grace au serveur Mfold. Les représentations graphiques de ces
structures sont présentées dans la Figure 48. Nous avons tout d’abord vérifié que ces
mutations n’affectaient pas la structure € dont la tige boucle joue un rdle primordial
pour la biologie de 'ARNpg. Dans tous les cas, lorsque I'on compare les structures
prédites pour I'énergie minimale, nous retrouvons la présence de cette tige boucle pour
tous les mutants (Figure 48, en rouge). Nous pouvons remarquer que les mutations
au codon 27 semblent modifier la structure secondaire de ’ARNpg avec la disparition
d’'une tige boucle. Cependant cette modification de la structure secondaire ne permet
pas d’expliquer la diminution des ARNpg. En effet le mutant HBc38*TAATAA qui a un
défaut dARNpg comparable aux mutants a la position 27 ne semble pas avoir une
structure secondaire différente de celle de TARNpg WT. La mutation au codon 67 elle
ne semble pas induire de modifications majeures de la structure secondaire de
I'’ARNpg.

La nature de ces codons stop ou la structure secondaire ne semblent pas
influencer le défaut d’expression des ARNpg. Il est donc probable que ce soit le
positionnement du codon stop qui influence la stabilité de '’ARNpg.

Nous avons par la suite réalisé des infections avec les virus HBV HBc-27*, HBV

HBc-38* ou HBV HBc-67* possédants 2 codons stops afin d’observer I'expression des
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Figure 49 : Etude de la transcription virale apreés infection par les différents mutants déficients pour HBc.

Les cellules HepG2 NTCP ont été infectées a une MOI de 100 génomes équivalents par cellule par les virus HBV
WT, HBV HBc-27*, HBV HBc-38* ou HBV HBc-67*. 10 jours aprés infection les ARN viraux totaux et 'ARNpg ont
été quantifiés par RT-QPCR. Les barres d’erreurs représentent la SEM de deux expériences indépendantes.
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ARN viraux lorsqu’ils sont transcrits a partir de 'ADNccc (Figure 49). 10 jours aprés
infection nous observons un défaut d’expression des ARN totaux et d’ARNpg pour le
mutant HBV HBc-27* comme observé préecédemment. Le virus HBV HBc-38* montre
le méme défaut d’expression de 'ARNpg et des ARN totaux que le virus HBV HBc-
27*. Les deux virus semblent donc étre régulés de la méme fagon. Enfin, le virus HBV
HBc-67*, qui ne montrait pas de défaut du niveau d’ARNpg lors de I'expérience de
transfection du plasmide montre un défaut de transcription ou de stabilité des ARN
viraux lorsqu’ils sont exprimés a partir de ’ADNccc et en absence d’HBc. Ces défauts

sont cependant moins importants que pour les virus HBV HBc-27* et HBV HBc-38*.

Pour conclure nous avons mis en évidence que lors de la transfection des
plasmides permettant 'expression des virus déficients pour HBc, et donc en présence
d’HBc, nous observons un effet sur I'expression de 'ARNpg des virus ayant un codon
stop aprés les codons 27 et 38 d’HBc suggérant que la présence du codon stop
influence I'expression de cet ARN, vraisemblablement au niveau de sa stabilité. Dans
le contexte de l'infection en revanche, le role d’HBc semble étre plus complexe. En
effet lors des infections et donc en absence d’HBc, nous voyons un impact plus
important sur la diminution de ’ARNpg et I'apparition d’'un défaut sur les ARN preS/S.
Dans le cas de l'infection par HBV HBc-27* le défaut d’expression de 'ARNpg n’est
gu’en partie restauré lorsque HBc est ré-exprimée. Ces résultats suggérent que
I'introduction de codons stop au niveau de la séquence codant HBc a deux impacts :
un effet indépendant d’HBc sur la stabilité de TARNpg et un effet dépendant d’'HBc sur
'expression des ARN viraux. Nous avions au préalable confirmé que la quantité
d’ADNccc était semblable pour l'infection par le virus sauvage ou le virus HBV HBc-
27*, et nous avons séquencé 'ADN RC présent dans les particules virales pour
confirmer la présence des mutations et I'absence de recombinaison des génomes
viraux. Enfin nous avons observé que I'ADNccc du VHB HBc-27* contacte
difféeremment I’ADN cellulaire par rapport au virus sauvage et n’est plus exclu des
régions réprimées contactant les lamines, un mécanisme pouvant participer a la
diminution de la transcription de 'ADNccc.

Afin de comprendre les mécanismes mis en jeu par la protéine HBc dans le
cadre de cette régulation nucléaire, la deuxiéme partie de mon projet a été d’identifier

les partenaires nucléaires d’HBc et d’étudier les propriétés de ces interactions.
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Partie Il - Purification et étude des partenaires

nucléaires d’HBc

THESE DE DOCTORAT | Barbara Quioc-Salomon - 2019



Résultats

A. Contexte

Par I'étude des mutants déficients pour HBc, nous avons pu mettre en évidence
que la protéine provenant de la capside lors de I'infection était recrutée sur '’ADNccc
apres étre déstabilisée dans le pore nucléaire. La protéine HBc est donc présente sur
'’ADNccc lors de nos infections, et bien qu’elle semble diminuer a 10 jours apres
infection, il est tout a fait possible que la protéine puisse réguler I'expression de
’ADNccc dans ce contexte. Nous avons également émis I'hypothése qu’HBc pourrait
agir sur I'expression des ARN dans le noyau et notamment pourrait influencer la
stabilit¢ des ARN viraux. En effet, les défauts d’expression des ARN viraux sont
exacerbés en absence d’'HBc. Ce défaut observé apparait trés tét aprés la transcription
des ARN viraux, et la différence entre les deux virus est significativement différente
dés deux heures aprés la transcription, ce qui nous laisse penser qu'il s’agit d’un
mécanisme nucléaire.

Afin de comprendre les mécanismes qui permettent a HBc de réguler ces
événements, nous avons identifié les partenaires nucléaires d’HBc par spectrométrie
de masse et étudié le réle de certains d’entre eux. Pour cela nous avons établi deux
lignées de cellules HeLaS3 exprimant stablement la protéine HBc ou un mutant d'HBc
possédant une substitution de la tyrosine 132 en alanine (HBcY132A). Ce mutant
garde sa capacité a former des diméres mais perd celle d'autoassemblage. La
conformation d’HBc sur '’ADNccc n’est pas connu c’est pourquoi nous avons
également identifié les partenaires d’HBc sous la forme de dimére. Puis nous avons
confirmé linteraction avec ces partenaires, et analysé leurs roles sur I'infection virale.
Cette étude du réle des partenaires sur I'infection virale a été réalisée avec le mutant
HBV HBc-Flag27*, et il sera nécessaire de les répéter avec les autres mutants
déficients pour HBc.

B. Isolation des partenaires nucléaires d’HBc.

Nous avons établi les lignées HelaS3 exprimant la protéine HBc ou le mutant
HBcY132A avec une étiquette HA-Flag en N-ter (HeLaS3-HF-HBc et HeLaS3-HF-
HBcY132A) par transduction et sélection grace a un vecteur rétroviral exprimant
également la chaine a du récepteur a l'interleukine-2 (IL2Ra) permettant la sélection
des cellules transduites. Nous avons tout d’abord vérifié I'expression des protéines par

western blot et par immunofluorescence (Figure 50A et B). Nous avons également
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confirmé par western blot natif que le mutant HBcY132A n’était pas capable de former
des capsides. Des capsides natives sont observées par western blot natif dans les

extraits correspondant aux cellules exprimant la protéine sauvage mais pas dans ceux

exprimant le mutant HBcY132A (Figure 50A panneau du bas).
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Figure 50 : Vérification de I'expression de la protéine HBc dans les lignées transduites.

Les lignées HelaS3 ont été transduites par un vecteur contréle, un vecteur exprimant HBc WT-HA-Flag ou
HBcY132A-HA-Flag. A) Vérification de I'expression d’HBc par western blot dénaturant ou de la présence des
capsides par western blot natif. B) Contréle de I'expression d’HBc par immunofluorescence. Vert : HBc ; Rouge :
Tag HA : Bleu : DAPI.

Nous avons isolé les noyaux pour ces deux lignées ainsi que pour la lignée
HelaS3-HF-Mock qui servira de contréle négatif. Nous avons tout d’abord controlé
I'efficacité du fractionnement nucléo-cytoplasmique afin de purifier des partenaires
strictement nucléaires (Figure 51A) puis nous avons procédé a la purification des
partenaires d’HBc par affinité en tandem (TAP-TAG) grace aux épitopes Flag puis HA.
Les résultats de ces purifications ont été observeé par coloration a I'argent (Figure 51B)
puis analysés par spectrométrie de masse en tandem (MS/MS).

Lors de cette analyse nous avons pu identifier des partenaires principalement
enrichis dans la fixation a ’ARN, au promoteur, mais aussi des protéines de fixation a
'’ADN et des facteurs de transcription. Nous avons également trouvé beaucoup de
protéines impliquées dans les voies de réparation des dommages a '’ADN. Nous
n’avons identifié parmi ces protéines que 5 protéines interagissant a la fois avec la
protéine HBc et avec le mutant Y132A incapable de faire les capsides (Figure 51C).
Nous avons également remarqué que I'analyse des partenaires de la protéine sauvage

donne beaucoup moins de candidats. Cela peut s’expliquer par la formation des
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capsides dans ces extraits et donc la perte de certains sites d’interaction avec d’autres
partenaires. Nous pouvons noter que parmi ces partenaires communs aux deux
analyses nous retrouvons la nucléophosmine B23, qui est un partenaire

précédemment décrit ce qui valide notre analyse (Jeong et al., 2014; Lee et al., 2009).
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Figure 51 : Identification des partenaires nucléaires d'HBc par spectrométrie de masse

A) Les cellules HelaS2 Mock sont utilisées comme contréle, les cellules HelaS3 HF-HBc et HelaS3 HF-HBcY132A
expriment respectivement la protéines HBc sauvage ou mutée HBcY132A avec des étiquettes Flag et HA. Afin
d’obtenir les partenaires nucléaires les noyaux ont été isolés par fractionnement mécanique. L’efficacité de ce
fractionnement a été analysé par western blot avec des anticorps dirigés contre la lamineB1 et contre HBc (N :
noyaux ; C : cytoplasme). B) Apres lyse des noyaux, les partenaires d’HBc WT ou HBcY132A ont été isolés par
immunoprécipitations successive Flag puis HA. La purification des partenaires d’HBc a été contrélée par dépét des
extraits coloration au gel d’argent. 1 : HelaS3-HF-mock - 2 : HelaS3-HF-HBc — 3 : HelaS3-HF-HBcY132A. Les
partenaires ont ensuite été identifiés par spectrométrie de masse et les résultats ont été analysés par rapport a
I'analyse des peptides présents dans la condition Mock. C) Diagramme de Venn des partenaires purifiés avec les
protéines HBC et/ou HBcY132A. D) Analyse par GeneOntology des fonctions moléculaire des partenaires purifiés
avec HBcY132A.

Nous avons donc cherché a confirmé linteraction de certains de ces

partenaires et analysé leurs rdles sur la réplication virale.

C. Interaction avec la protéine SRSF1.

Un des partenaires identifié dans cette analyse est la protéine SRSF1 (Serine
Rich Splicing Factor 1). Cette protéine de la famille des SR protéines est impliquée
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dans I'épissage des ARN, mais également dans I'export des ARN correctement
épissés en interagissant avec NFX1. La protéine peut également diriger les ARN
aberrants vers des voies spécifiques de dégradation des ARN non-sens décrite
précédemment (Sato et al., 2008). Nous n’avons pas encore pu confirmer l'interaction
de la protéine avec HBc. En revanche, il semblerait que d’autres équipes de recherche
aient également retrouvé ce facteur, ainsi que de nombreuses autres protéines de la
famille de SR protéines dans leurs analyses de partenaires d’HBc (Résultats non
publiés). Etant donné son réle dans les voies de surveillance des ARN, et le défaut
observé avec les mutants HBV déficient pour HBc, nous avons cherché a savoir si la
protéine pouvait étre impliquée dans la biologie des ARN viraux, notamment au niveau

de I'épissage, de I'export ou de la stabilité.
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Figure 52 : Réle de la protéine SRSF1 sur I'expression des ARN viraux.

Les cellules hepG2 NTCP ont été infectées a une MOI de 100 génomes équivalents par cellule par le virus HBY WT
ou le virus HBV HBc-Flag27*. 24h puis 48h apres infection les cellules ont été traitées par des siARN dirigés contre
SRSF1. 8 jours apreés infection les ARN ont été extraits et 'expression de SRSF1 et des ARN viraux ont été analysés
par RT-gPCR. Les barres d’erreurs représentent la SEM de 4 expériences indépendantes. * P value <0,05

Nous avons donc éteint I'expression de la protéine par siARN lors d’infections
par le virus HBV WT ou HBV HBc-Flag27*. Nous observons une efficacité d’extinction
d’environ 80% de I'expression de la protéine (Figure 52A). Dans les deux cas nous
observons une augmentation de la quantité des ARN viraux pouvant indiquer que la
protéine peut jouer un réle sur la régulation de ’ADNccc ou encore sur la dégradation
des ARN viraux. Cette augmentation est d’'un facteur 1,5 dans le cas de l'infection par
le virus sauvage et de 3,5 fois lors de linfection par le virus déficient pour HBc
indiquant que SRSF1 pourrait étre en partie responsable de la diminution de la quantité
des ARN viraux en absence d’'HBc, et qu’'HBc pourrait contrecarrer cet effet. Nous
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sommes actuellement en cours d’investigation sur le role de SRSF1, notamment son
recrutement sur les ARN viraux par des expériences d'immunoprécipitation d’ARN (R-
IP).

D. Interaction avec le complexe FACT

Parmi les protéines interagissant avec la protéine HBcY132A, nous avons
également obtenu les protéines SPT16h et SSRP1 qui sont les deux composants du
complexe FACT (FACT : Facilitates Chromatine Transcription). Cet hétérodimére
permet d’augmenter I'efficacité d’élongation de la transcription en facilitant le passage
de I'ARN Polymérase sur ’ADN lorsqu’il est chromatinisé, comme c’est le cas pour
'’ADNccc. Le complexe posséde une affinité pour les diméres d’histones H2A/H2B et
joue le rbéle de chaperonne pour les nucléosomes. Il induit notamment la déstabilisation
de nucléosomes afin de diminuer les contraintes topologiques appliquées lors du
passage de 'ARN Pol Il puis la re-déposition des nucléosomes aprés le passage de
'’ADN polymérase. Le complexe joue également un réle dans la réparation des
dommages a I’ADN en recrutant le variant d’histone H2AX sur ’ADN (Heo et al., 2008).

Nous avons tout d’abord confirmé l'interaction d’HBc avec les deux protéines
du complexe dans les cellules HelaS3-FH-HBcY132A par co-immunoprécipitation
(Figure 53A). Nous avons également voulu confirmer cette interaction dans un
contexte se rapprochant plus des conditions infectieuses. Pour cela nous avons utilisé
la lignée HepaD38, qui exprime stablement 1,2 copies du génome du VHB et exprime

donc toutes les protéines virales. Par immunoprécipitation de la protéine HBc dans

a-SPT16

_“
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aSEEs .. = 8=
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Figure 53 : Confirmation de l'interaction d'HBc avec le complexe FACT.

IP
A) B) B
Input IP-HA Input 1gG HBc
Flag-HA-HB - - al
ag c + -+ — ﬁ o | a-SPT16

A) Le lysat de cellules HelaS3 HF-HBcY132A a été immunoprécipité avec des anticorps a-HA. Les extraits ont
ensuite été analysés par western blot avec des anticorps spécifiques de la protéine HBc, de SSRP1 ou de SPT16.
B) Les cellules HepaD38 possedent 1,3 copies intégrées du génome viral et expriment toutes les protéines virales.
La protéine HBc a été immunoprécipitée dans des extraits d’HepaD38 gréce a un anticorps spécifique pour HBc.
Les extraits ont ensuite été analysés par western blot avec des anticorps spécifiques de la protéine HBc, de SSRP1
ou de SPT16.
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des lysats d’HepaD38 nous pouvons observer la co-immunoprécipitation des deux
protéines du complexe (Figure 53B).

Nous avons ensuite utilisé une approche d’extinction de géne par siARN afin
d’étudier le réle du complexe sur le cycle viral. Nous avons utilisé des siARN ciblant la
protéine SSRP1. Les analyses par western blot et par RT-gPCR montrent une
diminution de I'expression de 'ARN et de la protéine SSRP1, mais également de la
protéine SPT16 dans les cellules transfectées par le siARN dirigés contre SSRP1
(Figure 54A et B). Lors d’'une infection par le virus HBV WT ou par le virus HBV
HBcFlag27*, nous pouvons observer que la transcription du virus HBV WT est
augmentée significativement de 2 fois en absence du complexe alors que la
transcription du virus déficient pour HBc est inchangée indiquant que le complexe
pourrait jouer un role sur la régulation de la transcription virale, en présence d’HBc
(Figure 54C).
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Figure 54 : Etude du réle du complexe FACT sur la transcription virale

Les cellules HepG2-NTCP ont été infectées par HBV WT ou HBV HBc-Flag27* a une MOI de 100génomes
équivalents par cellule. 24h et 48h apres infection, les cellules ont été transfectées avec des siARN ciblant SSRP1.
8 jours aprés infection les cellules ont été récoltées. Les ARN totaux et les lysats cellulaires ont été extraits. A)
vérification de I'extinction de SSRP1 et SPT16 par western blot B) vérification de I'extinction de SSRP1 par RT-
gPCR C) analyse de I'expression des géenes viraux par RT-qPCR.

Afin de confirmer un réle direct du complexe FACT sur 'ADNccc, nous avons
analysé le recrutement de la protéine SPT16h sur ’TADNccc par ChIP a 3 puis 10 jours
aprés infection avec du virus HBV WT et du virus HBV HBc-Flag. Cette expérience n’a
pu étre réalisée qu’'une seule fois mais les résultats préliminaires semblent indiquer
que la protéine SPT16h n’est pas présente a des temps courts aprés infections pour

aucune des souches virales, mais est recrutée sur TADNccc du virus HBV WT a des

THESE DE DOCTORAT | Barbara Quioc-Salomon - 2019



Résultats

temps plus tardifs (ici 10 jours aprés infection). La protéine n’est en revanche pas
recrutée sur ’ADNccc du virus HBV HBc-Flag27* (Figure 55).

Recrutement de SPT16h sur FADNccc — ChIP gPCR
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Figure 55 : Etude du recrutement de la protéine SPT16 sur 'TADNccc

Les cellules HepG2 NTCP ont été infectées a MOI de 500 génomes équivalents par cellule. 8 jours
apres infections les cellules ont été récupérées et le recrutement de SPT16 sur 'ADNccc a été
analysées par ChIP-qPCR avec des amorces spécifiques de '’ADNccc

Ces résultats semblent indiquer que le complexe FACT joue un rdle sur la
transcription du VHB et que son recrutement sur ’TADNccc pourrait se faire par le biais
d’HBc. Cependant, ces résultats n’expliquent pas I'absence de transcription ou de
stabilité des ARN viraux lorsque le virus est déficient pour HBc. Nous nous sommes

donc également intéressés aux autres partenaires.

E. Interaction de la protéine HBc avec les protéines histones.

Lors de I'analyse des partenaires obtenus nous avons également identifié de
nombreuses protéines de la famille des protéines histones. La protéine HBc est
présent sur ’ADNccc et induit une réduction de I'espacement entre les nucléosomes
(Bock et al., 2001). Cependant la fagon dont elle est recrutée sur le minichromosome
n’est pas connue. Une interaction directe avec les protéines histones serait une piste
potentielle. De plus les protéines histones H2AX et H4 ont été retrouvées dans les
analyses de spectrométrie de masse des deux variants de la protéine HBc ce qui
indique qu’ils puissent étre des partenaires tangibles. Le linker histone H1.3 a lui été
trouvé seulement dans les partenaires de la protéines HBcY132A. Et I'histone H2B a

été retrouvée dans les analyses des partenaires de la protéine sauvage.
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Nous avons donc voulu confirmer ces interactions par immunoprécipitation dans
les cellules HelaS3-HF-HBcY132A. Nous avons pu confirmer l'interaction d’HBc sous
ses deux formes avec I'Histone H2B (Figure 56B) et également l'interaction des
Histones H1 et H2AX avec la protéine HBcY132A (Figure 56A et C). L’'interaction avec

I'histone H4 n’a pas encore pu étre mise en évidence.
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Figure 56 : Interaction d'HBc avec les protéines Histones.

Les lysats de cellules HelaS3-HF-HBc ou HelaS3 HF HBcY132A ont été immunoprécipités avec des anticorps a-
HA puis déposés sur un gel et révélés avec des anticorps spécifiques pour HBc, Histone H1, Histone H2B et
Histone H2AX.

De facon intéressante le variant de H2AX est impliqué dans les mécanismes de
réparation des dommages doubles brins sur 'ADN et son apposition sur 'ADN est
réalisée en partie par le complexe FACT. Les travaux tendent a montrer que cette voie
jouerait un réle proviral dans le contexte de I'infection par le VHB (Gémez-Moreno and
Garaigorta, 2017; Schreiner and Nassal, 2017; Sheraz et al., 2019). Il serait
intéressant d’évaluer le recrutement de ce variant d’histone sur 'ADNccc, lors d’'une
infection par HBV WT ou déficient pour HBc, mais également lors de I'extinction du

complexe FACT.
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F. Interaction avec USP3

Nous nous sommes également intéressés a l'interaction entre HBc et la protéine
USP3. Cette protéine est une hydrolase qui est impliquée dans la dé-ubiquitination des
histones H2A et H2B, notamment lors des phénoménes réponses aux dommages a
I’ADN.

Flag-HA-HBc - + - -+ -
Flag-HA-HBcY132A - -+ - - F

- (G -
4

CHBE | | -

Figure 57 : Interaction d'HBcY132A avec USPS3.

Les lysats de cellules HelaS3 HF-HBc et HelaS3 HF-HBcY132A ont été immunoprécipités avec des anticorps a-
HA puis déposés analysés par western blot avec des anticorps spécifiques pour HBc et USP3.

Nous avons pu mettre en évidence une interaction entre HBc sous ses deux
formes et USP3 par co-immunoprécipitation dans les cellules HelaS3 (Figure 57). Des

études sont en cours afin de caractériser le réle de cette interaction.

G. Interaction avec les protéines des voies de réparation de

dommages a I’ADN

Les résultats précédents indiquent que la protéine HBc pourrait interagir avec
des facteurs impliqués dans la voie de réparation des dommages a 'ADN comme
H2AX, le complexe FACT et la protéine USP3. Nous nous sommes donc intéressés
plus particulierement aux partenaires obtenus impliqués dans cette voie. Comme
évoqué précédemment il a été montré que cette voie jouait un réle sur la réplication
virale. Les travaux ont notamment montré que les Topoisomérases | et Il sont
impliqués dans la formation de I'ADNccc (Sheraz et al., 2019). Ces protéines
contrélent la topologie de '’ADN en induisant des coupures et des ligations des brins.
Ainsi, en plus de leurs roles dans la réparation des dommages a I'ADN, ces
topoisomérases peuvent étre impliquées dans la régulation transcriptionnelle en

réduisant les contraintes topologiques.
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Nous recherché si, par le biais de la protéine HBc, les topoisomérases | et |I
(Topol et TopollB) pouvaient réguler la transcription virale. Nous avons tout d’abord
confirmé linteraction des deux protéines avec la protéine HBcY132A par co-
immunoprécipitaion dans les cellules HelaS3 HF-HBcY132A (Figure 58A et D). Afin
de comprendre I'implication de ces protéines sur la réplication virale et le lien avec la
protéine HBc, nous avons éteint I'expression de ces deux partenaires lors des

infections HBV WT et HBV HBc-Flag27*. Ces expériences n'ont pu étre réalisées
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Figure 58 : interaction d’HBc avec les topoisomérases | et I3

A, D) Les lysats de cellules HelaS3 HF HBcY132A ont été immunoprécipités avec des anticorps a-HA puis analysés
par western blot avec des anticorps spécifiques pour HBc, Topol et TopollB. B-C) Les cellules HepG2 NTCP ont
été infectées a une MOI de 100génomes équivalent/cellule par les virus HBV WT ou HBV HBc-. 24h apres infection,
les cellules ont été transduites par des lentivecteurs exprimant un sh non spécifique ou un sh dirigé contre Topol.
8 jours apres infection les ARN ont été extraits et I'expression de Topol et des ARN viraux a été analysée par RT-
gPCR. E-F) Les cellules HepG2 NTCP ont été infectées a une MOI de 100génomes équivalent/cellule par les virus
HBV WT ou HBV HBc-. 24 aprés infection, les cellules ont été transduites par des lentivecteurs exprimant un sh
non spécifique ou un sh dirigé contre TopollB. 8 jours apres infection les ARN ont été extraits et I'expression de
TopollB et des ARN viraux a été analysée par RT-qPCR.

THESE DE DOCTORAT | Barbara Quioc-Salomon - 2019



Résultats

gu’une seule fois, mais il semble que la protéine Topol, dont I'extinction atteint environ
50% n’ait pas d’'impact sur la réplication virale (Figure 58 B et C). Il est également
possible que I'extinction ne soit pas suffisante. Lorsque I'expression de Topollp est
éteinte en revanche nous pouvons observer une forte diminution de I'expression des
ARN viraux dans les infections par les deux souches virales et d’un facteur 3 pour les
deux virus (Figure 58E et F). Comme montré dans les travaux d’autres équipes,
TopollB semble donc étre impliqué dans la réplication virale. Cela semble indépendant
de I'expression d’HBc car les deux virus sont impactés de la méme fagon. Cependant
nous avons observé précédemment que la protéine HBc provenant avec la capside
est présente sur 'ADNccc, et pourrait donc permettre le recrutement de Topoll de

facon trés précoce.

De facon tres intéressante, nous avons donc observé que la protéine HBc
interagit avec de nombreux partenaires impliqués dans les voies de réparation des
dommages a 'ADN, comme le complexe FACT, I'histone H2AX et également les
topoisomérases Topol et TopollB. Ce dernier partenaire a déja été montré comme
jouant un réle sur la formation de ’ADNccc. La protéine HBc, amenée avec la capside,
pourrait étre impliquée dans I'étape de formation de 'ADNccc en recrutant ces
différents partenaires. Nous avons également pu mettre en évidence I'implication de
la protéine SRSF1 sur la quantité des ARN viraux dans le cadre de I'infection déficiente
pour HBc. L’inhibition de cette protéine permet de rétablir en partie la quantité d'ARN
viraux laissant penser qu’elle est en partie responsable de l'instabilité des ARN viraux

en absence d’HBc.
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Lors de cette étude, nous nous sommes intéressé au réle nucléaire de la
protéine HBc. En effet cette protéine posséde une localisation nucléaire lorsque le
virus se réplique a haut niveau, et elle est recrutée sur ’ADNccc et modifie la structure
du minichromosome (Bock et al., 2001; Chu et al., 1997; Liao and Ou, 1995). Les
données de la littérature indiquent que la protéine est recrutée sur les génes viraux et
cellulaires et module leur expression (Guo et al., 2012; Kwon and Rho, 2002; Xiang et
al., 2015). Afin de mieux comprendre le role d’'HBc dans ce contexte, nous avons
construit plusieurs mutants déficients pour la protéine HBc en insérant des codons
stop prématurément dans le géne d’HBc et étudié la réplication de ces virus. Nous
avons également identifié un certain nombre de partenaires protéiques nucléaires

d’HBc par spectrométrie de masse afin de mieux comprendre le réle d’HBc.

¢ HBV HBc-Flag27* : répercussions de la mutation sur la

biologie des ARN viraux.

Nous avons construit un mutant HBV HBc-Flag27* qui posséde dans sa
séquence geénétique une substitution d’'une partie du géne codant pour HBc par des
épitopes, dont I'épitope Flag, et un codon stop a été inséré en amont de cette
séquence étrangére. Nous avons observé que lors de la transfection de ce plasmide,
et donc lorsque HBc est exprimé sous le contrdle du promoteur SV40, les ARN viraux
sont correctement exprimés (Figure 32B et C). En revanche, dans le cadre de
I'infection par ce virus, nous observons une forte diminution de I'expression de tous
les ARN viraux (Figure 36). Cette modification de la séquence codante du géne core
dans le contexte de la transfection du plasmide prHBV1.3HBc-Flag/HBc ne semble
donc pas avoir d'impact sur I'expression des ARN viraux, alors que dans le contexte
de I'expression des génes a partir de ’ADNccc et en absence d’HBc, nous observons
une forte diminution de I'expression des ARN viraux. Les expériences de quantification
des ARN naissant lors des infections par HBV HBc-Flag27* nous laissent penser le
défaut serait post transcriptionnel car il n’est pas visible lorsque I'on quantifie les ARN
transcrit pendant 1h, mais est significativement visible aprés 2h (Figure 38). Nous
devrons réaliser plus d’expériences afin de confirmer que ce défaut est bien un défaut
de stabilité des ARN viraux, en quantifiant par exemple les ARN naissant avec un
pulse d’EU plus courts afin de voir si nous pouvons observer le défaut ou en utilisant

des inhibiteurs comme I'actinomycine afin de quantifier la demi-vie des ARN viraux.
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Dans un premier temps, nous avons formulé I'’hypothése que la protéine HBc
serait responsable de ce défaut. Cependant, nous ne sommes pas parvenus a rétablir
I'expression des ARN viraux lors de l'infection par transduction de la protéine HBc
(Figure 40). Il est difficile de conclure formellement qu’HBc n’est pas impliquée dans
la diminution de I'expression des ARN viraux car le niveau d’expression d’HBc dans
les expériences de transcomplémentation est bien au-dela des niveaux
physiologiques. On peut ainsi imaginer que I'on peut bloquer par exemple la formation
de diméres d’HBc nucléaires.

Si la protéine HBc n’est pas impliquée dans ce défaut d’expression, une autre
hypothése expliquant la différence d’expression des ARN viraux dans le cadre de la
transfection et de l'infection serait la différence de matrice a I'origine des transcrits. En

effet les ARN viraux ne sont pas exprimés a partir de la méme matrice ADN. Lors de
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Figure 59 : Paralléle entre le plasmide prHBV1.3 HBc-Flag27*/HBc et 'ADN RC HBV HBc-Flag27*.

Le plasmide prHBV1.3HBc-Flag27*/HBc permet I'expression d’un ARNpg a partir d’'un génome linéaire et posséede
donc pour cela une répétition d’un tiers du génome, contenant les signaux de maturation des ARN : le signal de
polyA et le PRE. Ces signaux sont éloignés de la mutation introduite. Lors de la formation de '’ADN RC, le génome
est circularisé, cet événement rapproche les signaux de maturation des ARN de la séquence mutée, pouvant
influencer leur fonctionnement.
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la transfection ils sont exprimés a partir du plasmide, alors que lors de I'infection, ils
sont transcrits a partir de ’ADNccc. Il est possible que la substitution présente dans la
séquence codante d’HBc qui puisse nuire au fonctionnement des signaux présents a
I'extrémité 3’ des ARN viraux seulement quand ils sont exprimés a partir de ’ADNccc.
En effet, le plasmide exprime un génome viral linéaire avec une répétition d’environ un
tiers du génome, ceci afin de produire un ARNpg qui va étre encapsidé et rétrotranscrit.
Cette répétition terminale contient les signaux 3’ qui vont réguler la maturation des
ARN : le PRE ainsi que le signal de polyadénylation du génome (Figure 59, panneau
du haut). Dans le contexte de l'expression a partir de 'ADNccc, les séquences
régulatrices de la maturation des ARN se retrouvent a proximité des séquences
modifiées ce qui pourrait perturber leur fonctionnement (Figure 59 panneau du bas).
La séquence PRE se trouve entre les nucléotides 1151 et 1684 (Donello et al., 1996;
Huang and Liang, 1993; Huang and Yen, 1994) et aucune séquence régulant la
stabilit¢ des ARN viraux n’a été décrite plus loin dans le génome. Le signal de
polyadénylation est constitué de ’hexamére TATAAA a la position 1916 du génome
viral avec un clivage environ 12-19 nucléotides aprés ce site, soit 60 nucléotides avant
la mutation insérée (Perfumo et al., 1992; Simonsen and Levinson, 1983). Il a été
montré que la polyadénylation régulait la stabilité des ARN viraux, et que la diminution
de la taille de la queue polyA induisait la dégradation des ARN (Wu and Brewer, 2012).
Pour le VHB, ce signal est légérement différent de la séquence consensus de
polyadénylation AATAAA et donc est moins efficace (Levitt et al., 1989). Pour
I'hepadnavirus GSHV infectant les écureuils, il a été montré qu’'une séquence de 397nt
présente en amont du signal de polyadénylation régulait ce signal. Ce domaine
enhancer de polyadénylation peut étre divisé en trois sous-domaines. Une diminution
de la polyadénylation est observée en I'absence d’'un des domaines et lorsqu’ils ne
sont pas exprimé le signal de polyA n’est pas pris en compte. Deux de ces domaines
enhancers de polyadénylation se trouve en amont du promoteur précore, et donc lors
de la transcription de 'ARNpg, 'ARN polymérase ne rencontrera qu’'un seul des
domaines et ne prendra pas en compte le signal de polyadénylation au premier
passage. En revanche lorsque la polymérase arrive de nouveau dans cette région, les
trois signaux sont lus et le signal de polyadénylation est utilisé pour la terminaison et
la maturation des ARN viraux dont ’ARNpg (Russnak and Ganem, 1990). Ces
séquences sont donc connues pour réguler les étapes de maturation des ARN, mais

se trouvent en amont du signal de polyadénylation. La substitution insérée dans le
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gene HBc se trouve 60 nucléotides aprés ce signal polyA et environ 40 nucléotides
aprés le site de clivage du polyA ce qui suggeérerait qu’elle ne perturbe pas ce
meécanisme (Perri and Ganem, 1997). Cependant, I'étape de polyadénylation des ARN
nécessite également une région en aval du site de clivage composé de séquences
riches en nucléotides U et/ou en GU (Zarudnaya et al., 2003). Cette séquence est une
séguence non conserveée mais présente dans la majorité des génes cellulaires, qui
permet de recruter le facteur de polyadénylation CstF (Cliavge stimulation factor) et se
trouve en général dans les 30 paires de bases suivant le clivage, mais peut se
retrouver plus loin dans la séquence (Takagaki and Manley, 1997). Il a été montré que
lorsque le signal de polyadénylation ne correspondait pas a la séquence consensus
AATAAA, comme c’est le cas pour le VHB, cette région en 3’ était extrémement
importante pour que le signal soit reconnu. Pour ces signaux dégénéreés, les mutations
de 'hexamére ne modifient que peu l'efficacité de polyadénylation, en revanche les
mutations de la séquence riche en U ou G/U en aval va fortement diminuer I'efficacité
de polyadénylation (Nunes et al., 2010). Pour le VHB, il a également été montré que
la séquence présente en 3’ du signal est importante et concerne les 30 nucléotides qui
suivent le signal TATAAA (Simonsen and Levinson, 1983). Bien que la séquence
modifiée dans la construction soit située a 60 nucléotides du signal polyA il sera
intéressant d’étudier son rble dans la régulation de la maturation des ARN viraux.
Nous pourrons, pour ces études, utiliser le vecteur prHBV1.3WT/HBc dans lequel nous
introduirons des mutations de cette région. En effet méme si la mutation introduite
régule les étapes de maturation des ARN viraux, ce vecteur permettra I'expression

d’'un ARNpg stable et correctement polyadénylé.

¢ HBYV et protection contre la voie de dégradation des ARN non-
sens : étude de la position du codon stop dans la séquence
d’HBc.

La modification de la séquence nucléotidique au niveau de la région core
pouvant entrainer des modifications de I'expression des ARN viraux indépendamment
de I'absence de la protéine HBc, nous avons construit un mutant qui posséde deux
codons stops aprés le codon 27 dans la séquence d’HBc sauvage, ce qui correspond

a une substitution de 4 nucléotides sur tout le génome.
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Lors de la transfection de ce plasmide, nous observons un défaut du niveau
d’expression de 'ARNpg d’environ 3 fois (Figure 41B et C). La présence de cette
mutation ponctuelle des codons 28 et 29 semble donc induire une déstabilisation de
'ARNpg, indépendamment d’HBc. Ce résultat est confirmé dans le contexte de
I'infection. En effet lors des infections par le virus HBV HBc-27* nous avons observé
une trés forte diminution de '’ARNpg, bien plus forte que lors de la transfection, avec
également une diminution d’un facteur 2 a jour 8 aprés l'infection de I'expression des
ARN codant les protéines de surface (Figure 42E). Ce défaut n’est que partiellement
restauré lorsque la protéine HBc est amenée en trans par un vecteur lentiviral (Figure
45).

Nous observons une donc une diminution de I'ARNpg, ceci de fagon
indépendante de I'expression d’HBc, indiquant que cette mutation a elle seule a un
impact sur la biologie des ARN viraux. Afin de comprendre l'origine de ce défaut, nous
avons modifié la nature et la position du codon stop et observé que la présence d’un
seul codon stop (substitution de 2 nucléotides) induisait le méme défaut, de méme que
la présence de deux codons stops apres le codon 38 du géne d’HBc. En revanche un
codon stop aprés le codon 67 n’as pas d’effet sur I'expression des génes viraux lors
de la transfection du génome (Figure 60). Il semble donc que la position du codon stop
dans la séquence d’HBc ait un impact sur la biologie de ’ARNpg. Cet ARNpg est un
ARN non épissé et polycistronique qui permet I'expression d’HBc mais également de
la polymérase. Il a été montré que la présence de plusieurs cadres de lecture, ainsi
que I'absence d’épissage d’'un ARN peut diriger ces ARN vers la voie de dégradation
des ARN non-sens ou NMD (Nonsense Mediated Decay). En effet ces deux
mécanismes vont induire la présence d’'une queue d’ARN 3’ libre qui va étre reconnue
par les effecteurs de la voie. Les protéines centrales effectrices de cette voie sont
I'hélicase UPF1 (Up-frameshift suppressor 1), et les protéines UPF2 et UPF3 qui
peuvent étre recrutées sur les ARN possédant un codon stop prématuré dans un exon
(plus de mécanismes sur la voie NMD dans la revue : Maquat, 2004). Les virus
possédant des ARN polycistronique non épissés ont donc développé des stratégies
qui vont permettre de ne pas étre reconnue par cette voie. Une revue a récemment
décrit les mécanismes d’échappement a la NMD pour les différents virus (Balistreri et
al., 2017). Le virus du Sarcome de Rous (RSV), un alpharétrovirus, posséde un
mécanisme d’échappement similaire a ce que nous observons. Ce virus produit un

ARN polycistronique non épissé qui code pour les genes gag et pol. Le géne gag est
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| HBVPol |
Elément stabilisateur? Non épissée
ARNpg . i N POIVA Longue extrémité 3'libre aprés le codon stop
HBV WT - - - I — Non dégradé
STOP Naturel v Protection contre la dégradation

d'HBc
Non épissée

ARNpg < W.. ‘st'pglv,q Longue extrémité 3’libre apres le codon stop
HBV HBc-Flag27* Dégradé

STOP 27* x Perte de la protection contre la dégradation

Non épissée
ARNpg e W . uw3’po|yA Longue extrémité 3'libre aprés le codon stop
HBV HBc-Flag38* A Dégradé
STOP 38* x Perte de la protection contre |la dégradation
Non épissée
ARNpg - - ‘,Wg'pow,q Longue extrémité 3'libre apres le codon stop
HBV HBc-Flag67* - l- - o Non dégradé
STOP 67* v Protection contre la dégradation

Figure 60 : Modéle de déstabilisation de I'ARNpg par l'introduction de codons stops.

le premier géne présent a I'extrémité 5’ de 'ARN viral. Les travaux ont montré que
lorsque le codon stop du géne gag est placé en amont du codon naturel, 'ARN était
dégradeé par la voie de la NMD. De plus, ils ont montré que plus le codon stop est placé
proche du codon naturel de gag, moins les ARN sont sensibles a la NDM (Barker and
Beemon, 1991, 1994). Nous pouvons donc faire le parallele avec la dégradation de
'’ARNpg lorsque la mutation se trouve au codon 27 et 38 du géne HBc mais pas au
codon 67, plus proche du codon naturel (Figure 47). Enfin, ce défaut est exacerbé en
absence de la protéine Gag, ce qui nous permet de faire un nouveau paralléle avec
nos résultats qui montre une expression bien plus faible des ARN en absence d’'HBc
(Barker and Beemon, 1991). Il a été mis en évidence par la suite que les 397
nucléotides qui suivent le codon stop de gag agissent comme un élément stabiliseur
des ARN appelé RSE (RNA stability element). Cet élément est une séquence riche en
pyrimidine et va permettre le recrutement de la protéine PTB, qui inhibe le recrutement
de la protéine UPF1 sur 'ARN viral (Ge et al.; Sawicka et al., 2008). De fagon
intéressante comme décrit précédemment, il a été montré que PTB joue un réle sur
I'export des ARN du VHB en se fixant sur le PRE (Zang et al., 2001). La protéine
pourrait également jouer un role dans la stabilit¢ de TARNpg. En 2016, Qi et al. ont
étudié l'infection par un virus HBV déficient pour HBc avec un codon stop a la position
38, et n‘ont pas observé de défaut dans la réplication (Qi et al., 2016). Cependant la
réplication de ce virus est quantifiée par la production de I'antigéne HBs dans le
surnageant, et les quantifications de '’'ARNpg n’ont pas été présentées. Nous sommes
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actuellement en cours d’étude du réle de la NMD sur la stabilité des ARN viraux afin
de voir si le VHB a pu développer une telle stratégie d’échappement a la NMD. Il sera
intéressant de voir si I'extinction de UPF1 induira la stabilisation de 'ARNpg des virus
HBV HBc-27* et HBV HBc-38".

Toutefois, nous avons montré lors de I'infection que le défaut est déja présent
dans le noyau. La voie NMD dépend de la traduction et est donc cytoplasmique. |
semble que les ARN ciblés par la NMD soient reconnus lors de la primo-traduction de
'’ARN quand les ARN viennent d’étre relachés du noyau ou bien lorsqu’ils se trouvent
toujours au niveau du pore nucléaire avant la délivrance dans le cytoplasme et le fait
que cet événement ait lieu entre les deux compartiments peut parfois amener a penser
que la dégradation est nucléaire (Maquat, 2004). Cependant, d’autres voies de
régulation participent a la surveillance des ARN viraux et devront étre étudiées. Celles-
ci impliquent trés souvent le complexe exosome d’ARN. Ce complexe induit la
dégradation des ARN dans le cytoplasme, par exemple apres reconnaissance des
ARN non-sens par la NDM, mais est également présent dans le noyau lorsque les
ARN ne sont pas correctement épissés ou présentent une mauvaise conformation
(Kilchert et al., 2016; Zinder and Lima, 2017). En paralléle des expériences d’extinction
de la protéine UPF1 intervenant dans la NMD, nous avons prévu de réaliser des
expériences d’extinction des différents composants du complexe exosome.

Il est important de noter que la diminution de I'expression de 'ARNpg est
exacerbée lors de I'infection avec cette fois-ci un défaut de plus de 10 fois dans la
quantité d’ARNpg jusqu’a devenir a peine détectable dans les observations en
Northern Blot (Figure 42 et Figure 49). Nous pouvons donc penser que la protéine HBc
pourrait jouer un réle dans la stabilisation des ARN viraux. Nous avons montré que
'expression des ARN du virus HBV HBc-Flag27* pouvait étre en partie restaurée
lorsque la protéine SRSF1 est éteinte, et que cette extinction augmente également
dans une moindre mesure I'expression des ARN du virus sauvage, indiquant que la
protéine pourrait réguler I'expression des ARN viraux (Figure 52). Ces résultats sont
confirmés par une autre étude montrant une forte diminution de la réplication virale
lors de la surexpression de SRSF1 (Duriez et al., 2017). De fagon intéressante, SRSF1
a été montrée comme amplifiant les voies de dégradation de la NMD en induisant la
reconnaissance précoce des ARNm ciblés par le facteur UPF1 donc une dégradation
plus rapide, associée au pore nucléaire (Aznarez et al., 2018; Sato et al., 2008). Bien

que les mécanismes induisant la diminution d’expression des ARN viraux semblent
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étre différents dans les pour les deux mutants, il sera intéressant d’étudier I'impact de
I'extinction de cette protéine sur I'expression des ARN d’HBV HBc-27*. Il est possible
que le facteur soit également impliqué dans les autres mécanismes de dégradation
des ARN via I'exosome ARN et que cette dégradation puisse étre inhibée par HBc. Un
phénoméne semblable a été observé pour le virus Epstein Bar (EBV) ou la protéine
EB2 interagi avec le facteur SRSF3. Lorsque la protéine virale n’est pas exprimée, la
protéine SRSF3 interagit avec le complexe NEXT (nuclear exosome targeting) qui est
un adaptateur du complexe ARN exosome (Mure et al., 2018). Encore une fois les
expériences d’extinction des différents facteurs du complexe ARN exosome nous
permettront de tester de cette hypothése.

Il est tout de méme a noter que dans le cadre de I'expression du virus HBV HBc-
Flag27*, le codon stop prématuré n’induit pas une diminution de I'expression de
'’ARNpg en transfection (Figure 32B). Il est possible que la présence de la substitution
empéche le recrutement des protéines induisant la dégradation. Aprés avoir compris
le mécanisme induisant la déstabilisation de 'ARNpg quand les codons stops sont
insérés prématurément dans le gene HBc, des approches de R-IP pourront étre
utilisées pour tester le recrutement des facteurs impliqués sur TARNpg HBV HBc-
Flag27* en comparaison de 'ARNpg HBV HBc-27*.

¢ Role d’HBc régule sur la localisation nucléaire de I’ADNccc

Des études du laboratoire ont montré que ’ADNccc contacte préférentiellement
les régions riches en CpG ainsi que les sites d’initiation de la transcription et n’est pas
présent dans les régions contactant les lamines qui sont des régions
transcriptionnellement réprimées (Moreau et al., 2018). Ces contacts pourraient étre
importants pour la transcription virale. Une question importante est de comprendre
comment le virus est positionné au niveau de ces CpGi. La protéine HBc est un
candidat potentiel car il a été montré qu’elle était recrutée sur les CpGi de 'ADNccc
(Guo et al., 2011).

Afin de tester cette hypothése nous avons analysé les contacts de ’ADNccc du
virus HBV HBc-27* avec le génome par la technique de chromosome conformation
capture Hi-C. Nos résultats montrent que, comme publié par notre équipe, ’ADNccc
du virus HBV WT est exclu des lamines et présent au niveau des ilots CpG et des TSS
(Moreau et al., 2018). En revanche, nous avons observé que '’ADNccc du virus HBV
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HBc-27* est plus souvent présent dans les régions réprimées associées aux lamines
(Figure 46). Ces résultats sont trés intéressants car nous avons testé plusieurs
protéines candidates pouvant étre impliquées dans I'adressage de 'ADNccc a la
chromatine active comme le facteur CTCF, Cfp1 ou encore la protéine régulatrice HBx
sans succes. En effet les résultats ont montré qu’un virus déficient pour HBx, une
protéine qui régule I'expression des génes viraux et cellulaires, contacte comme le
virus sauvage préférentiellement la chromatine active au niveau des ilots CpG (Moreau
et al., 2018). De la méme facon, la localisation de 'ADNccc ne semble pas étre
modifiée lorsque les cellules sont déplétées pour le facteur Cfp1 qui est présent sur
les ilots CpG et est nécessaire a I'activité transcriptionnelle de '’ADNccc (résultats non
publiés). Nos résultats semblent donc indiquer que la protéine HBc pourrait favoriser
'adressage d’HBV vers la chromatine active. La littérature indique que la transcription
ne se fait pas de facon diffuse dans le noyau mais dans des régions nucléaires
appelées Transcription factories (Du and Bai, 2017; Fanucchi et al., 2013; Li et al.,
2012). Ces régions enrichies pour certains facteurs de transcription pourraient créer
un environnement favorable pour la transcription et favoriser le recrutement de génes
régulés par ces facteurs comme cela a été décrit pour CTCF, KLC et NFkB (Apostolou
and Thanos, 2008; Gushchanskaya et al., 2014; Ong and Corces, 2014; Schoenfelder
et al., 2010). On peut imaginer que HBc en se fixant sur les ilots CpG favorise le
recrutement de ’ADNccc au niveau de régions enrichies pour certains facteurs comme
Cfp1. Il sera intéressant de confirmer ce défaut avec le virus HBV HBc-67* et
également a différents temps apreés infection. En effet, ces résultats ont été obtenus
10 jours apreés infection. Nous avons montré que la protéine HBc apportée avec la
capside est toujours présente sur 'ADNccc mais que son recrutement semble
décroitre (Figure 39). Il est donc possible qu’a des temps plus longs aprés infection,
lorsque la protéine HBc ne sera plus fixée a 'ADNccc, celui-ci soit localisé de fagon
complétement aléatoire dans le noyau. De méme il serait intéressant de regarder la
localisation de 'ADNccc a des temps courts aprées infection pour voir si les contacts

de 'ADNccc sont comparables avec le virus HBV WT.
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¢ Recrutement de la protéine HBc provenant de la capside sur

I’ADNccc : un role dans la formation de ’ADNccc ?

Il a été montré que la protéine HBc se dissocie dans le pore nucléaire afin de
libérer ’TADN RC et passe dans le noyau a travers le pore nucléaire (Gallucci and Kann,
2017; Rabe et al., 2003, 2009). Nos résultats ont montré que la protéine HBc est
capable de se réassocier sur TADNccc dans le noyau. En effet, lors de I'infection par
le virus HBV HBc-Flag27* nous avons pu observer le recrutement de la protéine HBc
apportée par la capside sur ’ADNccc, indiquant que la protéine libérée dans le pore
nucléaire est capable de se réassocier sur TADNccc dans le noyau comme présenté
dans la Figure 61. De plus nous pouvons toujours voir la présence de la protéine HBc
sur ’ADNccc 10jours aprées infection, méme si la quantité semble diminuer alors qu’elle
augmente pour le virus sauvage. Dans ce contexte, la protéine HBc pourrait jouer un

role sur la formation de ’ADNccc et du minichromosome.

Cytoplasme

/___———_——%

# Noyau

ADNccc \\

Figure 61 : Modéle schématique du recrutement de la protéine HBc provenant de la capside sur 'ADNccc.

1) Entrée du virus et libération de la nucléocapside. 2) transport de la nucléocapisde vers le pore nucléaire. 3)
Dissociation de la nucléocapside dans le pore nucléaire, libération de 'ADN RC et de la protéine HBc dans le
noyau. 4) Réparation de ’'ADN RC en ADNCccc et re-association de la protéine HBc provenant de la nucléocapside
sur 'ADNccc.

Nous avons pu mettre en évidence l'interaction avec les DNA Topoisomérase |

et lIp et confirmé I'effet de Topo IIB sur la réplication virale (Figure 58) (Sheraz et al.,
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2019). En effet I'extinction de cette protéine diminue I'expression des ARN viraux et
semble affecter de la méme fagon les ARN du virus WT que du virus mutant (Figure
58B). Il sera nécessaire de vérifier 'impact de cette extinction sur la formation de
’ADNCccc. En effet, ces protéines interviennent dans la formation de ’ADNccc, et nous
pouvons imaginer que le recrutement précoce d’HBc puisse permettre le recrutement
des topoisomérases afin de réparer TADN RC en ADNccc (Sheraz et al., 2019). De
plus nous avons pu également mettre en évidence l'interaction d’HBc avec d’autres
protéines impliquées dans les voies de réparation des dommages a ’ADN (DDR : DNA
Damage Response) comme la protéine USP3, une hydrolase qui permet la dé-
ubiquitination des histones H2A et H2B mais également du variant H2AX (Sharma et
al., 2014). Ce variant d’histone qui interagit également avec HBc est impliqué dans les
mécanismes de DDR. Sa phosphorylation (yH2AX) est la premiére étape pour
permettre le recrutement de la machinerie DDR. La protéine TDP2 également
impliquée dans la DDR a également été montré comme étant impliqué dans la
formation de 'ADNccc en coupant la liaison covalente entre TADN RC et HBV Pol
(Koniger et al., 2014). Ces résultats suggérent que la voie de réparation des
dommages a I’ADN pourrait étre impliquée dans la formation de 'ADNccc a plusieurs
étapes et que ces interactions pourraient étre facilitées par le recrutement précoce
d’HBc sur ’ADN RC.

Ces résultats nous indiquent également que la demi-vie de la protéine HBc est
trés longue. De facon trés intéressante, les protéines histones, qui interagissent avec
les protéine HBc (Figure 56) sont des protéines qui ont également une demi vie trés
longue, pouvant aller jusqu'a 117 jours dans les cellules de foies (Commerford et al.,
1982). Nous avons également montré que la protéine HBc interagit avec les protéines
histones (Figure 56). De plus, tout comme les histones, la protéine HBc est une
protéine riche en arginine, qui modifie la structure de 'ADNccc. Ces données nous font
dire que la protéine HBc pourrait étre assimilé aux protéines histones et intervenir dans

la formation du minichromosome.

¢ Le mutant HBV HBc-67* : un bon candidat pour étudier le role

d’HBc sur la régulation de ’ADNccc.

Le mutant HBV HBc-67* semble étre un bon candidat afin d’étudier le role d’HBc

sur la régulation des ARN viraux. En effet celui-ci ne posséde pas de substitution
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importante dans le génome viral (5 nucléotides mutés), et ne montre pas de défaut
d’expression des ARNpg lors de la transfection du plasmide permettant son expression
(Figure 47). Ces résultats indiquent que la présence du codon stop ne semble pas
influer sur I'expression des ARN viraux lorsque HBc est présent. De plus, ce virus
posséde seulement une mutation de 5 nucléotides afin d’insérer le codon stop, et
celles-ci sont d’autant plus éloignées des séquences régulatrices de la maturation des
ARN que la mutation est insérée au 67¢ codon.

Lors de linfection, nous observons une réduction d’environ trois fois de la
quantité d’ARN viraux, suggérant un effet dépendant d’HBc et non dépendant comme
pour les mutants HBV HBc-27 et HBV HBc-38 de la déstabilisation de ’'ARNpg di au
déplacement du codon stop dans la quantité d’ARN viraux (Figure 49). Une approche
par northern blot sera nécessaire afin de déterminer quels ARN viraux sont touchés.
Il a été montré qu’HBc permet de modifier la structure du minichromosome en
diminuant 'espacement entre les nucléosomes (Bock et al., 2001). Les mécanismes
induisant cette diminution ne sont pas encore connus. Plusieurs travaux semblent
indiquer qu’HBc puisse avoir un rdle sur la régulation transcriptionnelle de ’ADNccc. I
a par exemple été montré une réduction de la transcription virale lors d’une infection
par le virus DHBV déficient pour HBc (Schultz et al., 1999). De plus le recrutement de
la protéine core sur les ilots CpG est associé a un état permissif de TADNccc avec des
ilots CpG déméthylés (Guo et al.,, 2011). La protéine est également capable
d’augmenter le recrutement du facteur NFkB sur le promoteur preC/C/Enhll et
augmente son activité (Kwon and Rho, 2002). Enfin il a été montré que la protéine était
capable de réguler 'expression des génes cellulaires (Du et al., 2009; Guo et al., 2012;
Li et al., 2019; Xiang et al., 2015).

La protéine HBc interagit notamment avec [I'Histone H1. Les études
d’interactomique de la protéine H1 ont montré de nombreux partenaires similaires a
ceux obtenus et confirmés avec la protéine HBc comme le complexe FACT et la
protéine SRSF1 mais également la nucléophosmine, un partenaire dont I'interaction
avec HBc est publiée (Kalashnikova et al., 2013; Lee et al., 2009). Le linker H1 est
majoritairement connu pour condenser 'ADN et donc induire un état réprimé de la
chromatine (Zlatanova, 1990). Cependant son rble n’est pas si strict. Certains variants,
dont le variant H1.3 obtenu dans notre analyse de spectrométrie de masse, sont
associés a l'euchromatine et les expériences de suppression de I'extinction de

I'Histone H1 induisent la répression de certains genes (Kalashnikova et al., 2016;
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Shen and Gorovsky, 1996). Il sera intéressant d’analyser par ChIP-gPCR le
recrutement de I'Histone H1, mais également des autres histones et des modifications
post traductionnelles des histones lors de linfection HBV HBc-67* afin de voir si

I'absence d’expression d’HBc modifie ces signaux sur ’ADNccc.

¢ Interaction d’HBc avec le complexe FACT

Nous avons pu mettre en évidence une interaction entre la protéine HBc et le
complexe FACT. Ce complexe est un I'hétérodimére des protéines SSRP1 et SPT16
et permet de faciliter le passage de '’'ARN Pol Il lors de la transcription (Mason and
Struhl, 2004; Orphanides et al., 1998; Saunders et al., 2003). Le complexe contréle la
déposition des histones sur 'ADN et par ce biais régule de nombreux évenements
nucléaires comme la transcription, la réplication de 'ADN ainsi que les voies DDR
(Belotserkovskaya et al., 2003; Birch et al., 2009; Jamai et al., 2009).

L’interaction d’HBc avec les deux protéines du complexe a pu étre confirmée
dans les cellules HelaS3 exprimant HBcY132A mais également dans les cellules
hépatocytaires HepaD38 qui possédent une intégration stable du génome viral et
permet I'expression des protéines virales dont HBc (Figure 53A et B). Nous avons
également étudié le réle de l'interaction d’HBc avec ce complexe. Par des expériences
d’extinction du complexe nous avons pu voir que la transcription du virus HBV HBc-
Flag27* n’était pas impactée, contrairement a celle du virus HBV WT qui est augmenté
d’environ deux fois (Figure 54C). De facon intéressante, il a été montré que le
complexe FACT est impliqué dans la répression de sites de transcription cryptiques
(Kaplan et al., 2003; Mylonas and Tessarz, 2018; Nielsen et al., 2019). Cette inhibition
par FACT pourrait permettre d’expliquer 'augmentation de la quantité d’ARN viraux
lors des expériences d’extinction de la protéine. Des expériences de Northern blot
seront nécessaires afin de confirmer que 'augmentation de la transcription observée
en 'absence du complexe FACT est due a I'utilisation de sites d’initiation cryptiques.
Nous avons également pu observer le recrutement de la protéine SPT16 sur TADNccc
du virus HBV WT, mais pas sur ’ADNccc du virus HBV HBc-, ce qui confirme qu’HBc
joue un réle sur le recrutement du complexe sur ’ADNccc (Figure 55). La réplication
de plusieurs virus est régulée par ce complexe. La protéine SSRP1 interagi avec
LEDGF/P75 (lens epithelium-derived growth factor/P75), un cofacteur nécessaire a
I'intégration du VIH, et module la réplication virale (Lopez et al., 2016). Par la suite, les
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travaux ont montré que cette interaction influengait I'intégration du VIH et qu’un
complexe a 3 éléments peut étre formé avec LEDGF/P75, le complexe FACT et
I'intégrase virale, permettant I'intégration. Dans ce contexte, la surexpression du
complexe FACT augmente l'intégration du VIH (Matysiak et al., 2017). L'intégration du
virus de la leucose aviaire (ALV) est également régulée par le complexe FACT, qui
interagit avec I'intégrase de ce rétrovirus (Winans et al., 2017). Une autre étude a en
revanche identifié le complexe FACT comme un facteur de restriction du VIH grace a
un crible de siARN. Cette étude a montré l'interaction de Tat avec SPT16h et les
expériences d’extinction du complexe FACT montrent une augmentation de la
transcription a partir des LTR. Ces résultats seraient expliqués par une compétition du
complexe avec des facteurs proviraux pour la fixation sur ces LTR. Ces expériences
ont été réalisées dans des lignées ou le virus était déja intégré (Huang et al., 2015).
Le complexe semble donc avoir des effets proviraux ou antiviraux selon les conditions.
Lors des expériences de déplétion nous observons une augmentation de la quantité
des ARN viraux. Cette augmentation peut refléter une levée de la répression des
promoteurs cryptiques mais pourrait aussi refléter une réelle répression des
promoteurs viraux par le complexe FACT. La répression induite par le complexe
diminue de seulement deux fois la transcription virale il est possible que le recrutement
du complexe sur ’TADNccc par HBc puisse permettre de limiter la réplication virale afin

que le virus puisse échapper a la réponse immunitaire.

Pour conclure, ces travaux ont permis de découvrir plusieurs mécanismes de
régulation des ARN viraux non décrits jusque-la. Une région présente dans entre les
positions 1981 et 2308 du génome semble contenir un élément qui pourrait réguler les
événements tardifs de la transcription comme la polyadénylation. Le virus semble
également avoir établi une stratégie afin que le codon stop d’HBc ne soit pas reconnu
comme un codon stop précoce par les voies de surveillances des ARN et nous avons
montré que si ce codon stop est déplacé cela induit une diminution de I'expression de
'’ARNpg. La protéine HBc semble étre impliquée dans la régulation de la biologie des
ARN car le phénoméne de déstabilisation induit par le déplacement du codon stop est
amplifié en absence d’HBc dans le contexte de l'infection par le virus HBV HBc-27*.
Par ailleurs lors de l'infection, nous observons en plus de la diminution de I'expression
des ARNpg celle des ARN codant les protéines de surface suggérant qu’HBc a un réle

direct sur I'expression des ARN viraux. Cette hypothése est supportée par le fait que
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Discussion

le virus HBV HBc-67* présente un défaut au niveau de I'expression des ARN viraux
uniqguement dans le contexte de linfection. Nous n’avons cependant pas mis en
évidence si ce mécanisme est transcriptionnel ou post-transcriptionnel. L’étude du réle
d’HBc sur la formation et la transcription de '’'ADNccc ainsi que I'expression des ARN
viraux est difficile car nous avons pu mettre en évidence que la protéine venant avec
la capside était recrutée sur ’ADNccc dés sa formation. Ce mécanisme, s’il suggere
qu’HBc peut étre impliqué dans la formation de I’ADNccc et sa transcription,
représente un important obstacle pour I'étude du réle d’HBc. Cependant nous avons
observé que si HBc est en effet recrutée sur TADNccc du virus sauvage comme du
virus déficient pour HBc et ce de fagon prolongée dans le temps, son niveau tend a
baisser alors que celui du virus sauvage augmente. Nos résultats préliminaires ont
cependant permis de montrer qu’a jour 10 aprés infection, ce qui correspond a un
temps ou le niveau d’HBc sur ’TADNccc du virus déficient pour HBc est inférieur a celui
d’'un virus sauvage, 'ADNccc n’est plus exclu des régions réprimées contactant les
lamines contrairement au virus sauvage qui est exclu de ces régions. Ces résultats
suggérent que la protéine HBc pourrait intervenir dans I'adressage de '’ADNccc vers
les régions actives de la chromatine favorisant ainsi sa transcription. Pour finir, nous
avons pu mettre en évidence linteraction d'HBc avec de nombreuses protéines
impliquées dans les mécanismes de réparation des dommages a I'ADN et des
protéines histones, mais également avec le complexe FACT. Nos résultats montrent
que FACT semble recruté sur 'ADNccc plus fortement lorsque le niveau d’HBc est

elevé et qu’il intervient sa régulation transcriptionnelle.
Dans l'ensemble, ces résultats permettent de mieux comprendre les

mécanismes régulant la biologie des ARN viraux, et le role de la protéine HBc sur ces

mécanismes.
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Cellules et milieux de culture

Les cellules d’hépatomes HepG2 sont cultivées en milieu Dulbecco’s modified
Eagle’s Medium F12 (DMEM/F12) (Life Technologies) supplémenté avec 10% de
sérum de veau feetal (SVF), 100U/ml de pénicilline, 0.1mg/ml de streptomycine, 0.2
pg/ml d’hydrocortisone et S5ug/ml d’insuline. Lors de la production virale celles-ci sont
maintenues en milieu de production composé de milieu William’s (Life technologie)
supplémenté par 5% de SFV, 2% de DMSO, 100U/ml de pénicilline, 0.1mg/ml de
streptomycine, 35 x pg/ml d’hydrocortisone et Sug/ml d’insuline.

Les lignées HepaD38 sont issues des lignées HepG2 et contiennent une
intégration de 1,2 copies du génome viral sous contréle d’un promoteur inductible a la
tétracycline. Elles sont cultivées dans le méme milieu que les cellules HepG2.

Les cellules HepG2NTCP (exprimant stablement le NTCP), les cellules 293T
(cellules embryonnaires de rein exprimant I'antigéne grand T du SV40), et les cellules
HelaS3 (dérivées d’un cancer du col de 'utérus) sont cultivées en milieu DMEM (Life
Technologies) supplémentés par 10% de SVF, 100U/ml de pénicilline et 0.1mg/ml de
streptomycine.

Les hépatocytes primaires humains ont été fourni par la compagnie Corning
(Ref : 454541 / Lot #342) et sont cultivé dans du milieu de culture pour hépatocytes
selon les recommandations du fournisseur (Corning, ref : 355056, hepatocyte culture
media kit, 500ml).

Ces cellules sont cultivées a 37°C avec une pression partielle atmosphérique
en O2 et une pression de 5% de COa.

Les lignées HelaS3-HBc, HelaS3-HBcY132A et HelaS3-Mock sont cultivées en
CO2 independant medium (Life technologies) supplémenté avec 10% de SVF,
100U/ml de pénicilline, 0.1mg/ml de streptomycine et 2mM de L-Glutamine a 37°C lors

de la culture en suspension avec une pression partielles atmosphérique en COo.

PCR quantitative

Les analyses par PCR quantitative (qPCR) sont réalisées sur l'appareil
QuantStudio 6 Flex Real-Time PCR (Applied Biosystems). La réaction se fait avec 5
ML d’échantillons avec 5 pL de Sybr Green PCR Master Mix (Roche) additionné des
amorces specifiques a 5 uM finale. Les réactions d’amplification sont effectuées selon
le protocole suivant : 2 min a 50°C, 10 min a 95°C, 40 cycles de 10s a 95°C et 1 min
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a 60°C. Pour les quantifications de la production virale une technique de quantification
absolue est réalisée grace a une gamme étalon a partir du plasmide payw1.2. Pour
les autres expériences une quantification relative est utilisée grace a la technique du
ACt grace au calcul : 2-ACt ou ACt = Ct gene cible — Ct gene ref .

Production de virus, dosage et infection

Le plasmide payw1.2 contient 1,2 copies du génome du VHB et est utilisé pour
produire le VHB sauvage. Le plasmide prHBV1.3-HBc-Flag27*/HBc a été construit par
mutagenése dirigé a partir du plasmide prHBV1.3-HBc-Flag/HBc donné par Q. Deng
(Deng et al., 2009). Il contient 1,3 copies du génome du VHB avec une délétion de 323
nucléotides et une insertion d'une séquence de 180 nucléotides codant des épitopes
dont I'épitope Flag, en phase avec le cadre de lecture d'HBc. Un codon stop a été
inséré en amont de cette séquence afin d’inhiber I'expression de la protéine HBc
recombinante et seuls les 27 premiers acides aminés d’HBc sont exprimés. De plus
ce plasmide code pour la protéine HBc sauvage sous le contrdle du promoteur SV40
permettant la production de particules virales. Les plasmides prHBV1.3HBC-
27*TAATAA/HBc prHBV1.3HBC-27*TAA/HBc, prHBV1.3HBC-Flag38*TAATAA/HBC,
prHBV1.3HBC-Flag67*TAATAA/HBc, prHBV1.3HBC-Flag67*TAG/HBc ont été clonés
a partir de ce plasmide en introduisant la séquence sauvage par la technique de
Gibson Assembly selon le protocole fournisseur (NEB) puis par introduction du codon
stop aux positions indiqués par mutagenése dirigée avec le kit QuickChange Il XL
selon le protocole du fournisseur (Agilent).

Les virus sont produits par transfection des HepG2 par les plasmides
précédemment décrit. Les cellules HepG2 sont ensemencées a 15.10° cellules dans
des flasques T175 collagénées et transfectées par 30ug d’ADN plasmidique par X-
tremeGENE HP DNA Transfection Reagent (Roche) selon le protocole du fournisseur.
Le lendemain, le milieu de culture est remplacé par du milieu de production et le
surnageant est récolté 5 puis 10 jours aprées transfection puis filtré (filtre 0.45um). Les
surnageants de cultures sont traités avec 10U/ml de DNase | recombinante (Roche)
et Tug/ml de MgCI2 pendant 1h a 37°C.

Purification

0 Ultracentrifugation sur coussin de succrose.
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Le virus est concentré sur coussin de sucrose (20% sucrose en TNE : 10mM
TrisHCI pH7.5, 100mM NaCl, 1mM EDTA) par ultracentrifugation avec un rotor SW32-
Tia 32 000 rpm pendant 4 heures a 4°C. Les culots sont repris en DMEM (Gibco).

0 Gradient de iodixanol.

Un gradient discontinu de iodixanol est établit avec des fractions de 2,3 ml de
iodixanol dilué dans du DMEM aux densités de 1.15, 1.18, 1.21, 1.24 et 1.27 g/ml.
100ul de production virale préalablement concentré par ultracentrifugation sont
déposés au-dessus de ce gradient. Les particules virales sont ensuite séparées par
ultracentrifugation avec un rotor SW41-Ti a 40 000rpm pendant 16h. Des fractions
d’environ 500l sont récupérées et analysées.

0 Purification par chromatographie d’affinité avec I'héparine.

Les surnageants filtrés sont chargés sur une colonne d’héparine (HiTrap
Heparine HP — 1ml — GE Healthcare) a température ambiante grace a une pompe
péristaltique. L’élution se fait ensuite grace un appareil AKTAprime plus (GE
Healthcare) avec un tampon A : 140mM NacCl, Tris-HCI 20mM pH 7,4 et tampon B :
2M NaCl Tris-HCI 20mM pH 7,4 et le programme suivant : Tampon A 10ml ; gradient
linéaire du tampon A vers B 10 ml ; Tampon B 10ml ; Tampon A 20ml. Les densités
optiques ont été mesurées par absorption des longueurs d’'ondes 254 et 280nm et les
fractions correspondant a I'élution du virus a été récupérée (Pic a environ 340mM
NaCl).

Titrage des productions virales

Seules les particules virales enveloppées contenant I'ADN-RC et donc
infectieuses sont quantifiées lors du calcul de la MOI (Multipicity of infection). Pour cela
les particules virales enveloppées sont immunoprécipitées avec un anticorps dirigé
contre la protéine d'enveloppe L (anti-pré-S1 fourni par Camille Sureau) a partir de
20yl de surnageant viral incubés sur la nuit sous agitation a 4°C. 40ul de billes
magnétiques couplée aux protéines A et G (ChlP-Grade Life technologies) sont
ajoutés aux extrait et incubés a 4°C durant 2h sous agitation. Aprés 4 lavages avec du
PBS (Phosphate buffered saline), les particules virales sont éluées et digérées avec
un tampon contenant 1% SDS, 0,1 M NaHCO3, TrisHCI pH 6.5 et 0.8mg/ml de
protéinase K pendant 1h a 56°C. L’ADN viral est purifié par extraction au phénol
chloroforme isoamyl alcool (vol/vol) puis précipitation avec 1/10e de volume d’acétate

de sodium 3M pH 5,5, 3pl de glycogéne et 1 volume d’isopropanol. Les culots d’ADN
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sont rincés avec 1ml d’alcool 70% puis resuspendus dans 50ul d’eau. Une PCRq est
réalisée sur les échantillons et sur une gamme étalon du plasmide payw1.2 avec les

amorces sens et antisens ciblant 'ADN RC.

Analyse du gradient de lodixalnol

Afin de quantifier TADN présent dans les fractions issues de la séparation
L’ADN présent dans les fractions de iodixanol, 50ul d’extrait sont digéré par de la
Protéinase K dans un tampon composé de 1% SDS, 0,1 M NaHCQO3, TrisHCI pH 6.5
et 0.8mg/ml de protéinase K durant pendant 1h a 56°C. L’ADN est ensuite extrait par
la technique de phénol Chloroforme et précipitation isopropanol comme
précédemment décrit. L'ADN est ensuite analysé par qPCR avec des amorces
spécifiques de 'ADN RC ainsi qu’'une gamme étalon établie grace au plasmide
payw1.2.

Afin d’analyser les protéines présentes dans les fractions, Sul de chaque
fraction sont déposées sur une membrane de nitro cellulose. La membrane est ensuite
bloquée dans du PBS/0.1%Tween20(PBST)/5%lait pendant 2h puis les anticorps a-
HBs et a-HBc sont ajoutés et les membranes sont incubées pendant 2h. Les
membranes sont ensuite rincées 3 x PBST puis incubées avec les anticorps
secondaires fluorescent anti-souris IgG DyLight 800 conjugate (Thermoscientific
#35521) et anti-lapin IgG DyLight 800 conjugate (Thermoscientific #35571) dilués au
1/10000e en PBST. Aprés 3 lavages de 5 min en PBST et 1 lavage en PBS, les
protéines marquées par la fluorescence sont révélées et quantifiées par un scanner

Odyssey CLx et le programme Odyssey software 3.1 (Li CorBiosciences).

Infection

Les cellules HepG2NTCP sont infectées a la Multiplicité d’infection (MOI)
désirée (100 a 500 génomes équivalent/cellule) dans un milieu DMEM avec 4% de
PEG et 3% DMSO. Le lendemain, le milieu est remplacé par du milieu DMEM
précédemment décrit supplémenté de 3% DMSO. Le milieu est changé aprés 4 jours
d’infection.

Les hépatocytes primaires humains sont infectés a une MOI de 500génomes
équivalent par cellule dans du milieu pour hépatocyte supplémenté de 4%
PEG/3%DMSO. Le lendemain de l'infection le milieu est remplacé par du milieu pour
hépatocyte supplémenté de 3% DMSO.
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Extraction des ARNSs et quantification par RT-PCRq

Les ARNs sont extraits des cellules selon le protocole du kit TRIzol® RNA
Isolation Reagents (Life Technologies). Brievement, les cellules sont lysées dans 1ml
de TRIzol puis 200ul de chloroforme sont ajoutés. Aprés centrifugation, la phase
aqueuse contenant les ARN est prélevée et les ARN sont précipités dans 1 volume
d’isopropanol. Afin d'éliminer I'ADN contaminant les ARNs purifiés sont traités a la
TURBO™ DNase (Life Technologies) suivant le protocole du fournisseur, puis 500ng
d’ARN sont rétrotranscrits en ADNc grace a des amorces OligodT et I'enzyme
RevertAid H Minus M-MuLV reverse transcriptase (Fermentas) selon le protocole du
fournisseur. Le géne Rhot2 est utilisé comme gene de référence car son expression
varie peu dans les lignées hépatocytaires et le détail des amorces utilisées se trouve

dans le Tableau 2.

Northern Blot

Les ARN sont extraits comme décrit préecédemment et dénaturés pendant
10minutes a 70°C dans du tampon RNA Gel Loading Dye (ThermoScientifique) puis
15ug sont déposés sur un gel d’agarose 1,2% agarose, 1% formaldéhyde dans du
tampon phosphate 20mM. La migration est ensuite effectuée pendant 6h a 50V. Les
ARN sont ensuite transférés par capillarité sur membrane AmershamHybond N+ (GE
Healthcare) pendant 16h en tampon SSC 20X. Les membranes sont ensuite fixées
par incubation pendant 2h a 80°C puis incubées en tampon d’hybridation DIG easy
Hyb™ (Roche) pendant 2h minimum a 42°C. Des sondes correspondantes au génome
viral ont été amplifiées a partir du plasmide PFC80 qui contient 4 copies du génome
virale en tandem dans un vecteur pBR322 grace au kit PCR DIG Probe synthesis Kit
(Roche) avec les amorces décrites dans le Tableau 2. La membrane est incubée
pendant 16h avec les sondes HBV DIG a 42°C diluées en tampon DIG easy Hyb™

puis révelées avec le DIG luminescent detection kit (Roche) et le réactif CDP Star.

Extraction d’ADNccc et quantification par PCRq

Les cellules sont lysées dans un tampon de fractionnement (100mM tris HCI,
0,0375%NP40) puis centrifugées a 13 000g pendant 1min. Le culot correspondant aux
noyaux est ensuite rincé en tampon de lyse puis en PBS. L’ADN est ensuite extrait

des cellules avec le kit DNeasy Blood and Tissue Kit (Qiagen) selon le protocole du
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fournisseur. L'ADNccc est quantifié par gPCR, avec des amorces spécifiques de

I'ADNccc et rapporté au géne de la cycline.

Western Blot

Les cellules sont lysées dans du tampon CHAPS (50mM TrisHCI pH 7,5, 5mM
EDTA, 140mM NaCl, 1% CHAPS, 5% Glycérol) pendant 20 minutes a 4°C, puis
centrifugées a 13 000g pendant 20min a 4°C. La concentration protéique est
déterminée par la technique de Bradford en utilisant une gamme étalon de BSA
(Bocine Serum Albumine). Les extraits sont ensuite dilués dans du tampon NUPAGE®
LDS Sample Buffer 1X suplémenté de 0,05M de Dithiothréitol, et dénaturées 10 min a
70°C. Les protéines sont séparées par électrophorése sur gel d’acrylamide pré-coulé
NUPAGE® 4-12% Bis-Tris (Life technologies) et transférées sur membrane de
nitrocellulose. Aprés blocage de la membrane pendant 2h avec du PBST/5%lait, la
membrane est incubée durant 2h avec les anticorps primaires dilués dans du
PBST/5%Ilait. La membrane est ensuite lavée 3 fois 5 min en PSBT puis incubée avec
les anticorps fluorescent anti-souris 1gG DyLight 800 conjugate (Thermoscientific
#35521) et anti-lapin IgG DyLight 800 conjugate (Thermoscientific #35571) dilués au
1/10000e en PBST. Aprés 3 lavages de 5 min en PBST et 1 lavage en PBS, les
protéines marquées par la fluorescence sont révélées par un scanner Odyssey CLx et
le programme Odyssey software 3.1 (Li CorBiosciences).

Pour le western Blot natif, les extraits ont été lysées dans du tampon de lyse 1x
Native Sample Buffer (ThermoFisher scientific) + 1% DDM. Les extraits ont ensuite été
centrifugés 45min a 13 000g, 4°C puis déposé sur gel de polyacrylamide NativePAGE
3%-12% bis-tris gel (ThermoFisher Scientific). Du tampon 1X Native Anode Buffer est
ajouté du coté de I'anode dans la cuve de migration. Du coté de la cathode, du tampon
1X Native DarkBlue cathode Buffer va étre utilisé lors du début de la migration puis
remplacé par du 1X Native LightBlue cathode Buffer lorsque la migration a atteint 1/3
du gel. Les protéines sont ensuite transférées sur membrane de nitrocellulose dans
du tampon de transfert composé de 38,4mM Glycine, 1,5mM Tris pH7,5, 7,5% Ethanol,
0,02%SDS pendant 16h a 400mA constant.

Aprés blocage de la membrane pendant 2h avec du PBST/5%]ait, la membrane
est incubée durant 2h avec les anticorps primaires dilués dans du PBST/5%]ait. Aprés

3 lavages en PBST, les extraits sont incubés avec les anticorps secondaires a-rabbit-
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HRP et révélés avec le kit Pierce ECL Plus Western Blotting substrate (ThermoFisher

scientific).

Analyse de la sécrétion HBsAq par ELISA

La protéine HBs présente dans les surnageants de cultures ont été quantifiés
en ELISA par le kit Monolisa HBsAG ULTRA (Biorad) grace a une gamme étalon
grace a de la protéine HBsAg préalablement titrée (Architect HBsAg Calibrators,
Abbott).

Quantification des ARN naissants

Afin de quantifier les ARN naissant, les cellules sont incubées avec le
nucléoside Ethynyl Uridine (EU) a une concentration de 0,5mM dans du DMEM
pendant 1h ou 2h et les ARN sont directement extraits. Les ARN marqués sont purifiés
grace au kit Click-iT® Nascent RNA Capture (Thermosfisher) selon le protocole du
fournisseur. Les ARN sont ensuite traités a la DNase puis rétrotranscrit comme décrit
précédemment et analysés par qPCR avec des amorces spécifiques des ARN viraux

rapportés au géne de ménage Rhot2.

Immuno-précipitation de chromatine (ChIP)

Les cellules sont fixées grace a une solution de PBS 1X, 1% formaldéhyde
pendant 15 min a température ambiante. Aprés centrifugation 5 min a 100g, la réaction
est stoppée par une solution de 0.125M glycine puis les cellules sont lavées 2 fois en
PBS 1X. Les cellules sont ensuite récupérées en PBS et les membranes cellulaires
sont lysées mécaniquement avec des billes CK14 Precellys (KT03961-203.05) avec
deux cycles de 30s a 6700 rpm. Les noyaux sont ensuite récupérés dans le tampon
ChIP présent dans le kit ChIP-IT Hight sensitivity (Active Motif) et soniqués pendant 4
minutes a 4°C (30s ON/ 30s OFF). Les étapes suivantes d'immunoprécipitaion et de
purification d’ADN sont réalisées avec le kit ChIP-IT Hight sensitivity (Active Motif)
suivant le protocole fournisseur. Les échantillons sont quantifiés en gPCR avec des
amorces spécifiques de '’ADNccc et ont été rapporté a la quantité d’ADN dans les
extraits avant immunoprécipitation (input) 2-ACt ou ACt = Ctechantiton — Ctinput. +

Iog (Vechantillon/Vinput).

Production de vecteurs retroviraux
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Les plasmides pTRIP Mock, pTRIP HBc et pTRIP HBx sont issus du plasmide
pTRIP qui permet la formation de particules lentivirales et I'expression de protéine
dans des cellules aprés transduction. L’expression de ces protéines est rendue
possible grace a la présence d’'un promoteur CMV. Le plasmide pCMV-dR8.91 va
permettre I'expression des protéines Gag-Pol du VIH afin de produire les vecteurs
lentiviraux. Les plasmides pOZ-HF-Mock, pOZ-HF-HBc et pOZ-HF-HBcY132A
permettent la production de vecteurs rétroviraux issus du murine leukemia virus
(MuLV) et I'expression de protéine de fusion avec une étiquette HA-Flag en N-terminal.
Ce vecteur permet également I'expression via un IRES (Internal ribosome entry site)
du récepteur a de l'interleuline 2 (IL2-Ra) ce qui permettra de sélectionner les cellules
transduites. Les plasmides pLKO.1 sh control, pLKO.1 sh Topol, pLKO.1 sh Topollb
vont permettre I'expression des lentivecteurs utilisés pour [Iextinction des
topoisomérase. Le plasmide pGag-Pol-MLV permet I'expression des protéines Gag-
Pol du (MuLV) afin de produire les vecteurs rétroviraux. Le plasmide pVSVG-Env
permet d’exprimer la protéine d'enveloppe du virus de la stomatite vesiculaire (VSV)
afin d’envelopper ces vecteurs.

Les vecteurs lentiviraux et rétroviraux sont produits par transfection au
phosphate de calcium en HEK 293T ensemencées a une densité de 1,2.107 cellules
dans une flasque de 175cm2. 20ug de plasmide codant les protéines Gag-Pol
adéquats, 10ug de pCMV-VSV-G et 20ug du codant la protéine d’intérét sont dilués
dans 1ml de CaCl2-2H20 250mM (Sigma). Ce mélange est par la suite ajouté goutte
a goutte sous agitation a 1ml de tampon HBS 2X (270mM NaCl, 1mM KCI, 2.8mM
Na2HPO4, 11mM glucose et 42mM de Hepes) et ajouté aux cellules. Apres trois jours
d’'incubation, le surnageant des cellules est filtré (0,2um) puis les lentivirus sont
concentrés par ultracentrifugation sur coussin de sucrose 20%/TNE a 28 000 rpm

pendant 1h 30min.

Microscopie elctronique

Les particules virales ont été purifiées sur colonnes d’héparines puis fixées avec
2% de paraformaldéhyde (PFA) finale. Les échantillons ont ensuite été traités par la

plateforme de microscopie électronique de Tours dirigée par Philippe Roingeard.

Immunofluorescence
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Les cellules sont cultivées sur lamelles de verres préalablement collagénées.
Aprés avoir été rincées 2 fois en PBS, les cellules sont fixées avec une solution de
PFA 4% (Santacruz) a température ambiante pendant 15min. Les cellules sont ensuite
perméabilisées avec une solution de TritonX100 1%/PBS pendant 10min a
température ambiante puis bloquées avec un tampon 5%BSA/10%SVF/PBST
pendant 1h. Les anticorps sont incubés pendant 1h a température ambiante puis les
lamelles sont rincées 5 fois en PBST. Les lamelles sont ensuite incubées avec les
anticorps secondaires Alexa Fluor 594 anti-souris, et Alexa Fluor 488 anti-lapin
(Invitrogen A-11005 et A-11034) dilués au 1/2000. Les lamelles sont ensuite montées
sur lame de verre et observées au microscope a épifluorescence Zeiss Axio Imager
Z2 microscope avec un objectif PIn-Apo 63X/1.4. Les images ont été acquises et

traitées avec le logiciel ZEN blue 2012 software (Carl Zeiss).

Sequencage de 'ADN RC

L’ADN extrait des particules virales lors du titrage des production virales a été
amplifié par PCR avec les amorces 1 et 2 décrite dans les travaux de Gunther et al.
puis ces fragments de PCR ont été clonés dans le vecteur PCR Il TOPO selon les
directives du fournisseur (Thermofisher). Les plasmides obtenues pour 4 colonies ont

été séquencées (Gunther et al., 1997).

Chromosome conformation Capture Hi-C

Les cellules infectées ont été fixées avec 1% de formaldhéyde puis analysées
comme décrit dans les travaux de Moreau et al., 2018. Rapidement, cette technique
est constituée de 4 étapes majeures : (i) Fixation des complexes protéines-ADN au
formaldéhyde. Les régions du génomes proches physiquement sont maintenues
ensemble par des liaisons covalentes. (ii) Digestion du génome par une enzyme de
restriction. (iii) Religation en condition trés diluée. Les extrémités cohésives de deux
fragments capturés ensemble se religuent pour former un fragment chimérique
constitué de deux régions distinctes du génome. Afin d'enrichir le mélange en
molécules informatives, les événements de religation sont purifiés par
biotine-streptavidine. (iv) Séquengage paired-end des deux extrémités du fragment.

Le positionnement des reads sur un génome de référence permet de retrouver les
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régions qui étaient en contact. Une étape de capture des séquences virales a été

ajoutée avec des sondes spécifiques de ’ADNccc afin d’enrichir en séquences virales.

Etablissement des lignées HelaS3-Flaqg -HA par transduction rétrovirale

Pour la transduction rétrovirale, 3.10° cellules HelaS3 sont incubées pendant

Crossflink DMNA Cut with Fill ends Ligate Purify and shear DNA;  Sequence using
resinchon and mark pull dewn biotin paired-ends
enzyme with biotin

Hindill

O 4
e ST
S o
& \?}

Figure 62 : Préparation des banques Hi-C

2h a 37°C avec 50pl de stock viral et 4ug/ml de polybréne puis le milieu est changé et
les cellules sont remises en culture. Les cellules transduites sont sélectionnées 3 jours
aprés transduction au moyen de billes magnétiques (Dynabeads® Pan Mouse IgG —
Life technologies) couplées a un anticorps anti-IL2Ra (Upstate Biotechnology). Les
cellules sont sélectionnées 3 fois et la transduction des cellules est vérifiee par western

blot et immunofluorescence.

Purification des partenaires nucléaires d’HBc

Préparation des extraits nucléaires de cellules HelLa-S3

Les cellules HelaS3 sont des cellules semi-adhérentes et peuvent donc étre
cultivées en suspension dans des volumes importants. Aprés sélection, les lignées
HelaS3 sont ensemencées dans 1,5L de CO2 independant medium a 2.105 cellules/ml
et incubées pendant 4 jours a 37°C jusqu’a atteindre environ 5.105 cellules/ml. Les
cellules sont centrifugées 5 min a 0.2g et lavées au PBS 1X. Les cellules sont ensuite
incubées dans du tampon hypotonique (Tris pH7.3 10mM, KCI 10mM, MgCI2 1,5mM,
PMSF 0.2mM, BME 10mM) et centrifugées pendant 5 min @ 1500rpm. Le volume des
cellules est alors mesuré (=SCV) et doit étre supérieur au volume des cellules recueilli.

Les cellules sont resuspendues dans 2 fois le volume SCV puis incubées sur glace
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pendant 10 min et lysées mécaniquement grace a un piston de Dounce. Les noyaux
sont alors centrifugés (culot = NPV). Aprés resuspension des noyaux dans NPV/2
volumes de tampon Low salt (Tris pH7.3 20mM, KCI 20mM, MgCI2 1,5mM, EDTA
pH8.0 0.2mM, Glycérol 25%, PMSF 2mM), le méme volume de tampon High salt (Tris
pH7.3 20mM, KCI 1.2M, MgCI2 1,5mM, EDTA pH8.0 0.2mM, Glycérol 25%, PMSF
2mM, BME 10mM) est ajouté sur la suspension goutte a goutte sous agitation. L’extrait
nucléaire est incubé a 4°C sous agitation durant 1h afin de lyser les noyaux. Les
extraits nucléaires sont alors centrifugés et pour purifier les extraits et éliminer les sels,
le surnageant est dialysé pendant 3x1h avec des cassettes Slide-A-Lyser (Life
technologies, #66203) dans du tampon de dialyse a 20mM Tris-HCI pH7,9, 20%
glycérol, 100mM KCI, 0.2mM EDTA, 1mM DTT. Les extraits dyalisés sont congelés

dans de 'azote et conservés a -80°C pour la purification des partenaires de HBc.

Purification des partenaires par TAP/TAG

Afin d’éliminer les interactions non spécifiques, deux purifications successives,
Flag puis HA, sont réalisées selon le protocole de Nakatani et Ogryzko (Nakatani and
Ogryzko, 2003). Les extraits sont incubés pendant 3h a 4°C sous agitation avec des
billes d’agaroses conjuguées Anti-Flag M2 (Sigma A2220) a une concentration de 4l
de billes pour 100ul d’extrait. Les billes sont ensuite rincées 4 fois avec du tampon de
lavage (20mM Tris HCI pH 8.0, 100mM KCI, 5mM MgCl2, 0,2mM EDTA, 10%Glycerol,
0,1% Tween, 10mM 2-mercaptoethanol et 0,25mM phenylmethylsulfonyle). Les
protéines sont ensuite éluées avec deux volumes de billes de tampon d’élution flag
(0,2mg/ml Flag peptide dans du tampon de lavage) sous agitation pendant 1h a 4°C
avec agitation. L’étape d’élution est répétée afin d’'augmenter la quantité de protéines
éluées. Les extraits ainsi purifiés sont ensuite incubés avec des billes d’agarose
conjuguées anti-HA (SantaCruz sc-7392 AC) pendant 3h sur roue a 4°C. Les billes
sont ensuite rincées 3 fois en tampon de lavage et éluées avec du tampon d’élution
HA (50g/ml de peptide HA en tampon de lavage). L’étape d’élution est également

répétée une deuxieéme fois.

Révélation nitrate d’argent

Les extraits protéiques sont ensuite analysés par migration sur gel de
polyacrylamide puis révélation au nitrate d’argent avec le kit SilverQuest™ Silver
Staining Kit selon le protocolel du fournisseur. Puis les extraits ont été analysés par

spectrométrie de masse par la plateforme de protéomique de I'lnstitut Jacques Monod.
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Co-immunoprécipitation des partenaires d’HBc

Les cellules sont lysées dans du tampon RIPA (10 mM Tris-Hcl pH8, 150 mM
NaCl, 1 mM Na-EDTA pH8, 1% TritonX100, 0,1% SDS, 0,1% DOC) suplémenté par
des inhibiteurs de protéase (Complete Roche) et de phosphatase (REF) pendant 30
min a 4°C. Les extraits sont ensuite soniqué 2 fois puis centrifigé a 13000 rom pendant
20mintues. Pour les immunoprécipitations dans les cellules HelaS3, les extraits sont
incubés pendant 2h avec des billes magnétiques couplées a un anticorps anti-HA
(Pierce anti-HA magnetic beads — ThermoFisher) pendant 2h sur roue. Pour les
immunoprécipations dans les cellules HepaD38, les extraits sont incubés avec 1ul
d’anticorps anti-HBc (Dako BO0586) sous agitation sur la nuit puis les billes
magnétiques couplées aux protéine A/G (ChIP grade thermfisher) sont ajoutées aux
extraits et incubés pendant 1h. Dans les deux cas les billes sont ensuite rincées 4 fois
en tampon RIPA puis une fois en Tris Buffer Saline (TBS). Les extraits sont décrochés

des billes par incubation pendant 10minutes dans du bleu laemmli 1X a 70°C.

Extinction de genes par siARN et par sh ARN

Les expériences d’extinction de protéines par siARN sont réalisées grace au
transfectant Lipofectamine RNAIMAX (Invitrogen) selon le protocole du fournisseur.
Rapidement, les siARN sont diluées a une concentration de 10 yM de siRNA (cf.
tableau annexe des siRNA) dans 200ul d‘Opti-MEM (Gibco) et 6 ul de Lipofectamine
(Invitrogen), le mélange est incubé 5 minutes a température ambiante puis ajouté au
milieu de culture. Les cellules sont de nouveau transfectées 24h plus tard afin
d’augmenter [l'efficacité d’extinction de la protéine ciblée. Les échantillons sont
récupérés a J7 post-transfection.

L’extinction des protéine Topol et Topoll a été réalisée par transduction des
cellules HepG2NTCP par les lentivirus précédemment décrits pendant 16h puis les

cellules sont récupérées 7 jours aprés transduction.
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Protéine Ciblée Référence anticorps Dilution

HBc Dako - B0856 1/32000 WB // 1/1000 IF
HBx Abcam - ab39716 1/1000 WB

HBs Abcam — ab859 1/4 IF

HA Covence - MMS 101R 1/2000 WB // 1/500 IF
Tubuline Sigma - T5168 1/10000 WB

USP3 Santa Cruz- sc135597 1/200 WB

SSRP1 Santa Cruz- sc-74536 1/200 WB

SPT16 Santa Cruz-sc-165987 1/200 WB
Topoisomerase | Abcam — ab85038 1/1000 WB
Topoisomerase II BDbioscience - BD611492 1/1000 WB

Histone H1 Santa Cruz- sc-34464 1/1000 WB

Histone H2AX Bethyl Laboratory - A300-082A-2  1/2000 WB

Histone H2B Abcam —ab1790 1/2000 WB

IlgG ChIP Abcam — ab18413

Tableau 1 : Anticorps
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Cible Amorce sens Amorce antisens

Sonde Northern1 =~ 5-TAGCGCCTCATTTTGTGGGT 5-CTTCCTGTCTGGCGATTGGT
Sonde Northern2 = 5-TAGGACCCCTGCTCGTGTTA 5-CCGTCCGAAGGTTTGGTACA
Sonde Northern3 = 5-ATGTGGTATTGGGGGCCAAG 5-GGTTGCGTCAGCAAACACTT
Sonde Northern4 | 5-TGGAACCTTTTCGGCTCCTC 5-GGGAGTCCGCGTAAAGAGAG
Sonde Northern 5 | 5-TACTGCACTCAGGCAAGCAA 5-TGCGAATCCACACTCCGAAA
Sonde Northern 6 = 5-AGACGAAGGTCTCAATCGCC 5-ACCCACAAAATGAGGCGCTA
gPCR ADN RC 5-GTTGCCCGTTTGTCCTCTAATTC @ 5-GGAGGGATACATAGAGGTTCCTTG
gPCR ADNccc 5-GTGCACTTCGCTTCACCTCT 5-AGCTTGGAGGCTTGAACAGT
gPCR ARN totaux = 5-TGAACCTTTACCCCGTTGCC 5-GTATGGATCGGCAGAGGAGC
gqPCR ARNpg 5-TGTCAACACTAATATGGGCCTAA | 5-AGGGGCATTTGGTGGTCTAT
gPCR ARN SP1 5-CCGCGTCGCAGAAGATCT 5-ATGGGAATACAGGTGCAATTTCC
gPCR SSRP1 5-ATTCAACCCAGGTGAAGAGG 5-GTTTCCGCTTCTTCTCATCC
gPCR SPT16h 5-CGGGCAGCATTACTTACAGA 5-TTCAGTCAATCGCCTCTTTG
gPCR Topo | 5-AGGTCCCTGTTGAGAAACGA 5-ACGGAATACCTTGGCTGTCA
gPCR Topo li 5-AAGCACAAGAAAAGGCAGCA 5-CTCGCCCTTTTGCATCTCTC
gPCR SRSF1 5-TCCAGACATCCGAACCAA 5-TACCCATCGTAATCATAGCC
gPCR Rhot2 5-CTGCGGACTATCTCTCCCCTC 5-AAAAGGCTTTGCAGCTCCAC
gPCR CyclinA2 5-CCTGCTCAGTTTCCTTTGGT 5-AGACGCCCAGAGATGCAG

Tableau 2 : amorces
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Highlights

HBYV variants replicating in hepatocellular carcinoma are different from those replicating in
the non tumoral liver.

Transcription of HBV cccDNA, which correlate with their ability to counteract the restriction
factors Smc6/5.

Most HBx variants encoded by tumoral strains have lost their antiproliferative activity.
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chromosome proteins 5/6; vp: viral particles; MOI: multiplicity of infection; dHepaRG:
differentiated HepaRG; CCNAZ2: cyclin A2; ORFs: open reading frames; T: tumor; NT: non
tumor ; FL-HBx: full length HBx; HTLV-1: T-cell lymphotropic virus type 1; ALT :T-cell
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Abstract

Hepatitis B virus infection is a major cause of liver diseases including hepatocellular
carcinoma (HCC). The viral regulatory protein HBx is essential for viral replication and has
been involved in the development of HCC. Recently, we characterized a subset of HCCs that
replicate HBV. Our aim was to characterize HBx encoded by the full-length HBV DNA
(cccDNA) in HCC and non-HCC liver. HBx genes were amplified and sequenced from eight
paired HCC and non-HCC tissues in which HBV cccDNA and pgRNA were both present.
Sequence analyses identified twelve amino acid positions mutated between HCC and non-
HCC liver, and detected in at least three cases. We next assessed the impact of these
mutations on HBx function by testing their transcriptional activity. We examined their ability
to rescue the transcription of HBV virus deficient for HBx in differentiated HepaRG cells and
to induce Smc5/6 degradation, which is mandatory for viral replication. We assessed their
capacity to activate a CREB-dependent reporter. Finally we analyzed their growth
suppressive activity using colony formation assays. Our results showed that most HBx
variants isolated from HCC retain their ability to support HBV cccDNA transcription and to
degrade Smc5/6. Strikingly, HCC specific HBx variants are impaired in their antiproliferative
activity, which may be detrimental for tumor growth. In conclusion, in contrast to previous
observations that tumor HBx variants lack transcriptional activity, we showed here that HBx
variants have retained their ability to counteract Smc5/6 and thus to activate cccDNA

transcription although they tend to lose antiproliferative activity.
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1.Introduction
Hepatitis B virus (HBV) is a widespread pathogen and one of the most important
environmental risk factors in human cancer epidemiology. Despite the existence of an
effective vaccine, the number of chronic HBV-carriers worldwide reaches 250 million
individuals, who are at high risk of developing hepatocellular carcinoma (Buendia and
Neuveut, 2015).

HBV-induced oncogenesis may involve a combination of direct and indirect effects of
the virus during the multistep process of liver carcinogenesis. Liver inflammation and
hepatocyte proliferation driven by host immune responses are recognized driving forces of
liver cell transformation. Genetic and epigenetic alterations also result from viral DNA
integration into cellular chromosomes and from prolonged expression of viral gene products.
Notably, the transcriptional regulatory protein HBx encoded by the X gene is endowed with

tumor promoter activity (Riviere et al., 2013).

HBYV is a prototypical member of the hepadnavirus family of DNA viruses that
preferentially target hepatocytes and share the unusual feature of replicating their genome via
the retrotranscription of the viral pregenomic RNA (pgRNA) into a partially double stranded
relaxed circular DNA (RC-DNA) intermediate. Upon infection, RC-DNA is delivered to the
nucleus and converted into a covalently closed circular DNA (cccDNA) that serves as a
template for the transcription of all viral RNAs (Seeger and Mason, 2015). The cccDNA
contains four overlapping open reading frames (ORFs) encoding 7 main proteins including

the regulatory protein HBx.

HBx is essential for virus replication (Zoulim et al., 1994), and it is believed to act
primarily at the level of transcription (Keasler et al., 2007; Leupin et al., 2005; Tang et al.,
2005). In the setting of infection, HBx expression was shown to be essential for HBV RNA
expression through the establishment of an active chromatin state (Lucifora et al., 2011;
Riviere et al., 2015a). HBx transcriptional activity depends on different mechanisms
including the assembly of coactivator-transcription factor complexes that modulate
transcription and chromatin (Belloni et al., 2009; Cougot et al., 2007, Cougot, 2012 #7290;
Riviere et al., 2015b). HBx is also known to bind DDB1, a core subunit of the Cul4A-based
ubiquitin E3 ligase complex, and this interaction is essential for virus replication and for the
maintenance of HBx transcriptional activity. Through its interaction with DDB1, HBx acts as
an adaptor for the E3 Cul4A/DDBI complex, which induces the ubiquitination of one or
more substrates. Recently, it has been shown that HBx induces the degradation of structural

maintenance of the chromosome proteins 5/6 (Smc5/6) allowing HBV transcription
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(Decorsiere et al., 2016). Besides its role on HBV transcription, HBx may play a role as a co-
factor in oncogenesis. The HBx protein induces liver cancer in a few transgenic mouse
models, and cooperates with oncogenes or chemical carcinogens to promote
hepatocarcinogenesis (Benhenda et al., 2009a). Search for HBx variants expressed
specifically in tumor tissues has revealed two major types of changes: point mutations and C-
terminal truncations resulting from preferential integration of HBV at the direct repeats DR 1
and DR2 sites (Sung et al., 2012). C-terminal truncated variants have lost transcriptional
activity and antiproliferative activity of wild type full length HBx (FL-HBx), and have
acquired novel properties such as promotion of cell growth and cooperation with oncogenes
in cell transformation (Liu et al., 2012; Tu et al., 2001 ; Xu et al., 2007). Additionally, point
mutations have been reported in FL-HBx sequences that can be encoded by either free or
integrated HBV DNA, (Chen et al., 2005; Liu et al., 2014; Liu et al., 2008), with variable
impact on HBx transcriptional and antiproliferative activities (Kwun and Jang, 2004; Lin et
al., 2005; Liu et al., 2014).

Recent studies using more sensitive methods could detect cccDNA in tumor samples
in addition to integrated viral DNA (Bai et al., 2013; Halgand et al., 2018; Marchio et al.,
2018). While the transcriptional status of tumor cccDNA has not been precisely studied,
HBYV transcription and replication can occur at variable levels in tumor cells, and could be
responsible for HBV reactivation after liver transplantation (Altinel et al., 2016; Bai et al.,
2013; Faria et al., 2008). Our recent study has demonstrated that HBV replication occurs in a
subset of tumors characterized by a weakly invasive phenotype and a specific transcriptomic
signature. In support of this finding, we found genotypic differences between virus in tumor
(T) and virus in non tumor (NT) in 11/63 cases, arguing that HBV replicates in tumor cells
(Halgand et al., 2018).

The aim of the present study is to assess whether the HBx proteins encoded by full-
length HBV DNA (cccDNA) in HCC contain specific mutations and harbor particular
activities. We show that contrary to what has been shown for HBx expressed from integrated
HBV DNA in tumors, most of HBx variants isolated from tumors replicating HBV retain
their ability to support HBV cccDNA transcription and to degrade Smc5/6. Moreover, in
parallel, they tend to lose antiproliferative activity, which can be viewed as detrimental for
tumor growth, as demonstrated for HBx expressed from integrated sequences. Interestingly,
some mutants have lost antiproliferative activity but can still support cccDNA transcription,

suggesting that these two activities are distinct.
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2. Methods

2.1. Amplification and cloning of HBx natural variants

The amplification and cloning of HBx from T and NT liver samples extracted from the
French liver Biobanks network-INCa have been described previously (Halgand et al., 2018).
Briefly, frozen tissues were homogenized using Precellys beads and total DNA was extracted
using the MasterPure Complete DNA purification kit (Epicentre). Full-length HBV genome
(3.2 kb) was first amplified as described by (Gunther et al., 1995) with sense P1(5’-CCG
GAA AGC TTA TGC TCT TCT TTT TCA CCT CTG CCT AAT CAT C-3’) and antisense
P2 (5°-CCG GAG AGC TCA TGC TCT TCA AAA AGT TGC ATG GTG CTG GTG-3’)
primers and the whole X gene was then amplified using a nested-PCR assay with HBx-1262
sens (5’-GAT CCA TAC TGC GGA ACT CC-3’) and antisense P2 (5’-CCG GAG AGC
TCA TGC TCT TCA AAA AGT TGC ATG GTG CTG GTG-3’) primers (Halgand et al.,
2018). PCRs were performed using a hot-start procedure with the Expand High-Fidelity PCR
System (Roche Diagnostics, France), according to the manufacturer’s instructions. To study
HBx originating from the complete (i.e. non-integrated) HBV episomal DNA we only
analysed samples for which the internal primer set (primers HBx-1262 sens and antisense P2)
was unable to amplify the X gene without preliminary amplification of the whole genome
with primers P1 and P2. The nested PCR products were cloned into the pCR4 plasmid
(TOPO TA cloning Kit) and sequenced (Halgand et al., 2018). 5 to 45 clones (mean: 20 & 14)
per sample were consequently sequenced bidirectionally by universal priming by GATC
Biotech (Konstanz, Germany). The sequences were aligned using the Clustal module of
MEGA software with a panel of complete HBV genotypes retrieved from public databases.
The references are for: A genotypes: AF090842.1, X02763.1, X51970.1, AY738142,
AY934772, 772478, AB116077, AM180624, FJ692554, GQ331048; B genotypes:
AB033554.1, AF100309.1, AB033554, AF100309, D00330, AB073828, AY596111,
AB010291, M54923, D00331; C genotypes: AB014381.1, AY123041.1, X04615.1,
AB014381, AB112348, AY217376, M38636, X75665, AF241410, AB493840, M12906; D
genotypes: M32138.1, X85254.1, X59795, EU594396, AB222709, AB109475, 735716,
X80925, X65257, DQ315779; E genotypes: X75657.1, AB032431.1, AB194947,
AB194948, X75657; F genotypes: AB036910.1, AF223965.1, X69798.1, X69798,
AY090461, AY090455, AF223964, DQ899147, DQ899150, AF223962; G genotypes:
AB064310.1, AF160501.1, AF405706.1, AB056513, AF160501, AB064311, AB056515; H
genotypes: AY090454.1, AY090457.1, AY090460.1, AB266536, AB059661, AB059660,
AB205010, EF157291, AB179747, AB064315. We then selected the more frequently

represented sequence for each T and NT samples for further studies.
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The N-terminal HA-tagged HBx T and NT variants from 11 liver samples were cloned at the
Bglll and Xho sites into pcDNA3.1 and into the lentiviral pTRIPAU3 vector. Virions were
produced by calcium phosphate transfection of HEK293T cells as previously described
(Riviere et al., 2015a). Supernatants were collected 3 days after transfection and virus was
purified by ultracentrifugation through a 20% (wt/vol) sucrose cushion. Virus production was

normalized by measuring supernatant reverse transcriptase (RT) activity.

2.2. Cells and HBV production

HeLa and HEK 293T cells were maintained in Dulbecco’s modified Eagle’s medium
(DMEM) with 10% foetal calf serum (FCS). HepG2 H1.3Ax cells are derived from HepG2
cells and contain an integrated 1.3 HBV genome that carries a stop codon mutation in both
HBx open reading frames (Lucifora et al., 2011). HepaRG cells were grown in a standard
medium: William’s E medium supplemented with 10% FCS, 7 x 10-5 M hydrocortisone
hemisuccinate, and 5 ug/ml insulin. For differentiation (dHepaRG), HepaRG cells were
maintained for 2 weeks in standard medium then for at least 2 weeks in standard medium
with 1.8% dimethylsulfoxide (DMSO) and EGF (5ng/ml) (PeproTech-Tebu France), as
previously described (Gripon et al., 2002).

For production of HBV deficient of HBx expression (HBV X-), HepG2 H1.3Ax cells
were grown in Williams E medium supplemented with 5% FCS, 7.10°M hydrocortisone
hemisuccinate, 5 mg/ml insulin, and 2% DMSO. HBV particles were concentrated from the
clarified supernatant through overnight precipitation in 5% PEG 8000 followed by
centrifugation at 4°C (60 min at 5,292g). Titers of the enveloped DNA-containing viral
particles were determined by immunoprecipitation with an anti-preS1 antibody (gift by C.
Sureau, dilution 1/2000), followed by qPCR quantification of viral RC-DNA using RC
primers: RC 5° (5-CACTCTATGGAAGGCGGGTA-3') and RC 3 (5-
TGCTCCAGCTCCTACCTTGT-3'). Enveloped DNA-containing viral particles (vp)
quantification was used to normalize for virus infection, and multiplicities of infection (MOI)

were expressed as vp per cell.

2.3. Plasmids

The RSV-cyclic AMP-dependent kinase (PKA) expression construct was obtained from R.
Maurer (Maurer, 1989). The pCRE-Luc reporter plasmid, which carries four consensus CRE
sites, was from Stratagene. The N-terminally HA-tagged HBx (adw subtype) (HA-HBXx)
expression vector has been described previously (Cougot et al., 2007). pTRIP-Flag-HA-HBx
plasmid was generated by cloning the BglII-Kpnl fragment containing wild type Flag-HA-
HBx cDNA in the BamHI-Kpnl sites of the lentiviral vector pTRIPAU3 (Benhenda et al.,
2013). Plasmid encoding DDBI1 fused to FLAG tag has been previously described.
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2.4. HBV X- infection and trans-complementation assay

dHepaRG cells were infected with normalized amounts of HBV X- virus at MOI of 100
vp/cell, as described (Riviere et al., 2015a) . Briefly, cells were incubated over night with the
inoculum in presence of 4% of PEG 8000. Seven days later, infected cells were transduced
with normalized amounts of control lentiviral vector (TRIP Mock) or lentiviral vector
encoding HA-tagged HBxwt or HA-tagged HBx variants. Four days after transduction, HBV
transcription was analyzed by RT-qPCR. The level of HBV RNA in cells transduced with
TRIP Mock was set to 1.

2.5. Quantitative RT-PCR (RT-qPCR)

Total RNA was isolated using TRIzol reagent (Invitrogen) and treated with TURBO DNase
(Ambion). RNA (500 ng) was retrotranscribed using random primers and RevertAid H Minus
M-MuLV reverse transcriptase (Fermentas). cDNA was amplified by quantitative PCR
(qPCR) using SybrGreen PCR Master mix (Applied Biosystems) on ABI PRISM 7900HT
Sequence Detection System (Applied Biosystems) using standard qPCR protocol (Ducroux et
al., 2014). For relative quantifications Rhot2 was used as a reference gene because of its low
variation coefficient in human liver tumors and cell lines (Cairo et al., 2008). Values were
calculated according to the ACt quantification method with ACt = Ct HBV — Ct Rhot2.
Results are expressed as the average of at least three independent experiments. Standard error
of the mean (SEM) are indicated. @ The primers HBV  RNAall-F
(TGAACCTTTACCCCGTTGCC) and HBV RNAall-R (GTATGGATCGGCAGAGGAGC)
amplify all HBV transcripts (pregenomic RNA (pgRNA) as well as the 2.4 and 2.1 kb
mRNA) except the 0.8 Kb transcript encoding HBx. The primers used to quantify Rhot2
were; Rhot2-F (CTGCGGACTATCTCTCCCCTC) and Rhot2-R
(AAAAGGCTTTGCAGCTCCAC)

2.6. Luciferase assay

HeLa cells were co-transfected using Exgen reagent (Euromedex) with 0.5 ugpCRE-Luc
reporter plasmid together with RSV-PKA (0.1 ug) and HBx plasmids as indicated. Total
amounts of transfected DNA were kept constant by adding corresponding empty vectors.
Cells were lysed 48 h later and assayed for luciferase activity. Since HBx is known to
activate transcription of transfected episomal DNA such as the thymidine kinase-83-
galactosidase plasmid used for transfection efficiency normalization, we therefore confirmed

the results by multiple independent assays.

2.7. Colony formation assay
3x10° HeLa cells were transfected with 1 ug of pcDNA vectors expressing HBx variants or

with empty vector. Three days post-transfection, the cells were sub-cultured (1:10) and
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selected with 500 pg/ml of geneticin. Drug-resistant colonies appearing 10-15 days later were

fixed and stained with 0,1 % crystal violet.

2.8. Antibodies and reagents

Anti-tubulin (dilution 1/10000 for western blot WB) was purchased from SIGMA (Catalog
number T5168), anti-Flag (dilution 1/1000 for WB) was obtained from Sigma Aldrich
(Catalog number F3165), anti-HA (dilution 1:200 for immunofluorescence IF and 1/5000 for
WB) was purchased from Covance (Catalog number MMS 101R), anti-Smc5 (dilution 1/500
for WB) was from Santa Cruz Biotechnology (Catalog number sc-393282), anti-HBx
(dilution1/500 for WB and for IF) was from Abcam (Catalog number ab39716), anti-DDBI
(dilution 1/1000 for WB) was from abcam (Catalog number ab109027). MLN4924

(Pevonedistat) was purchased from CliniSciences and used at 2 uM for 24 h hours.

2.9. Immunoprecipitation and Western blot analysis

For immunoprecipitation, cells were lysed at 4°C in lysis buffer (400 mM KCI, 20 mM Tris
pH 7,5, 5 mM MgCl,, 0,1% Triton X-100, 0,5 mM EDTA, 10% glycerol, 10 mM de B-
mercaptoethanol, 0.5 mM PMSF) containing EDTA-free protease inhibitors cocktail (Roche).
After lysis, the extracts were cleared by centrifugation (4°C, 13000 rpm, 20 min).
Supernatant was then incubated with appropriate antibodies and beads for 2 h. Protein
complexes bound to the beads were washed 3 times in lysis buffer and then eluted from the
beads in loading buffer and analyzed by western blot. For Western blot analysis, samples
were resolved by SDS-PAGE and electro-transferred to nitrocellulose membranes. After
incubation with primary antibody, blots were probed with dye-conjugated secondary
antibodies, and fluorescent immunoblot images were acquired using an Odyssey scanner (Li-

CorBiosciences).

2.10. Immunofluorescence

HepaRG cells were grown on glass coverslips and transduced with normalized amounts of
control lentiviral vector (TRIP Mock) or lentiviral vector encoding HA-tagged HBxwt or
HA-tagged HBx variants. 48 h after transduction, cells were fixed with 4% paraformaldehyde
(SIGMA) for 10 min at room temperature (RT). PFA-fixed cells were washed three times
with PBS and permeabilized with 0.5% Triton X-100 in PBS, for 5 min at RT. The samples
were blocked in 5% BSA and 10% SVF and incubated for 1 h at RT with the primary
antibody. After 8 washes in PBS containing 0.1% Tween 20, cells were incubated with a
secondary antibody coupled to Alexa 488 (1:200) for 1 h at RT. Cells were then washed 8
times in PBS containing 0.1% Tween 20 and incubated for 10 min with diaminido phenyl
indol (DAPI) for nuclear staining. Coverslips were mounted with Vectashield (Vector

Laboratories). Fluorescent images were acquired on a Zeiss Axio Imager Z2 microscope with
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Pln-Apo 63X/1.4 objectives. Images were acquired with ZEN blue 2012 software (Carl Zeiss,

Germany).
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3. Results

3.1. Analysis of HBx variants encoded by HBV replicating virus present in tumor and
non-tumor tissues

In a former study, we amplified and sequenced HBx encoded by episomal HBV DNA from
63 paired T and NT samples. To this aim, we amplified HBx sequence using nested PCR. We
first amplified from total DNA extracted from paired T and NT the full-length HBV DNA
using two external primers, followed by a nested PCR to amplify the HBx sequence (Gunther
et al., 1995). To confirm that HBx was amplified from episomal DNA (RC-DNA or
cccDNA) we also verified that HBx sequence could not be amplified by direct PCR using the
internal HBx primers. Among the 63 paired NT and T we identified 11 patients showing
genotypic differences between T and NT (Halgand et al., 2018). Among these 63 samples, we
selected eight cases in which HBV cccDNA were present in both T and NT liver specimens
and used cloning-sequencing to further study the activities of HBx from T and NT
compartments. Five compartmentalized HBx samples (# 13, 29, 52, 67, 85 and 94) as well as
three variants displaying the same genotype in T and NT were studied (Fig. 1). Cloning-
sequencing confirmed that the main HBV strains in T and NT were of different genotypes
showing that a predominant quasispecies population is unambiguously identified in each
compartment (Fig. 1). Since HBx sequence overlaps with the coding region of the viral
polymerase (pol), we verified that these mutations do not introduce a stop codon in the pol
ORF. Moreover HBx sequence, beside the pol region, overlaps with HBV regulatory regions:
the negative regulatory element (NRE), the basic core promoter (BCP) and the enhancer II.
We thus cannot exclude that these mutations would impact viral replication. For example, we
identified HBx variants with “hot spots mutations” such as the K130M mutation alone or in
combination with V1311 that leads to mutation of the basal core promoter and consequently
modifies its activity, or H94Y that introduces changes in the enhancer II (Kramvis and Kew,
1999; Lin and Kao, 2015).

Analyses of these HBx variants revealed the presence of twelve recurrent amino acid
mutations between T and NT, which were detected in at least three cases, including A12S,
C26R, S33P, R78C, S101P, L116V, K130M (Table 1). Our data confirm the high frequency
of the K130M mutation described in chronic hepatitis and in HCC tissues, and its association
with V1311 mutation, as seen in samples # 13 and # 67 (Hsia et al., 1996; Takahashi et al.,
1998; Venard et al., 2000). These mutations also affect the basal core promoter sequence and
could enhance viral replication and participate in HCC development (Hussain et al., 2009; Li
et al., 2013; Lin et al., 2005; Liu et al., 2014). We also noted a high frequency of S101P
mutation in HCC (4 of 9 tumoral variants), which was shown to increase the proliferative
action of HBx (Kwun and Jang, 2004). In addition, we observed recurrent mutations at
positions 87 and 88, a recurrent spot of mutations in HCC (Chen et al., 2005; Wang et al.,
2012).
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3.2. Activation of HBV X- cccDNA transcription by HBx variants.

The main role of HBx is to allow and maintain HBV cccDNA transcription upon infection
(Lucifora et al., 2011). Since HBx variants have been isolated from replicating HBV in T and
NT tissues, we first tested whether these variants have conserved this activity and are thus
able to rescue transcription of a virus deficient for HBx expression (HBV X-) in the context
of infection. Differentiated HepaRG cells (dHepaRG) were infected for 7 days with HBVX-
and then transduced with a lentiviral vector coding for the different HA-tagged HBx variants.
Analysis of the HBV RNA levels by qPCR four days post transduction showed that five out
of the six compartmentalized tumor HBx studied, and six out of all the eight tumor HBx,
have conserved the ability to rescue HBVX- (Fig. 2A and Table 1, “transactivation”). In the
case of tumor #29, which contains two major HBx variants, one variant was able to rescue
HBV X- while the other was deficient (Fig. 2A). However, some variants such as HBx T #52
and T#94 have reduced transcriptional activity. As expected, both HBx variants from T and
NT in sample #76, which differ at only one amino acid, trans-complemented HBV X-.
Finally, T HBx from samples #13 and #46 have lost the ability to activate HBV X-
transcription. Although the T and NT HBx mutants displayed variable expression levels, no
correlation could be found between HBx expression and transcriptional activity, and similar
results were obtained using an higher dose of lentiviral vectors (data not shown), which
suggests that the level of HBx expression was not responsible for the lack of transcriptional
activation. Altogether, these data show that HBV replication in HCC correlates with the

emergence of HBx variants that are still able to support HBV transcription.

3.3. Analysis of CREB-dependent transcriptional activity of HBx variants

HBx has been shown to interact with CREB/ATF factors and increase their activity through
the recruitment of CBP/P300 and the inhibition of PP1/HDACI1 (Cougot et al., 2012; Cougot
et al., 2007; Williams and Andrisani, 1995). We therefore monitored the activity of HBx
variants towards CREB responsive element using luciferase assay. HeLa cells were
transfected with pCRE-luc reporter and PKA expression vector together with either wild type
HBx (HBxwt) or HBx variants. As shown in Fig. 2B, all HBx variants could stimulate

CREB-dependent transcription, with higher activity for some variants such as #29T1.

3.4. Smc5/6 degradation

Next, we assessed whether the ability of HBx variants to activate HBV transcription is
associated to their ability to degrade Smc5/6, as shown recently (Decorsiere et al., 2016). We
transduced HEK 293T cells or HepaRG cells with lentiviral vectors coding for the different
HA-tagged HBx variants. As shown in Fig.3 A and B, all variants that conserved the ability
to activate the transcription of HBV X- induced the degradation of Smc5 (#13 NT, # 29NT, #
29T1, # 46NT, # 52T, # 52NT, #67NT, #67T, #76NT, #76 T, #85 NT, #85T, #94NT, #94T).
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Variants that lost the ability to activate cccDNA transcription were unable to degrade Smc5
(# 13T, #2972, #46T).

The following question was whether the inability of three HBx variants: # 13T, #29T2
and #46T, to induce Smc5/6 degradation correlates with the loss of interaction with DDBI1.
To this aim, HelLa cells were transfected with Flag-DDBI1 alone or in combination with
different HA-tagged HBx variants, followed by immunoprecipitation using anti-HA
antibodies. As shown in Fig. 3C, Flag-DDB1 was specifically immunoprecipitated with all
the HBx variants tested. Our data show that the interaction of HBx variants with DDBI is not
altered, but suggests rather that these T HBx variants have lost their ability to interact with
Smc5/6.

We therefore expressed wt HBx or HBx variants: # 13T, #29T2 and #46T in HEK
293T cells treated or not with MLN4924, an inhibitor of E3 ubiquitin Cullin RING ligases in
order to stabilize Smc6, and assessed their interaction with endogenous Smc6 and DDBI1
using immunoprecipitation (Fig. 3D and E). Our results confirm that wt HBx and T variants
interact with endogenous DDBI1. They also show that mutants that do not induce Smc6
degradation lose or decrease their interaction with Smc6 compared to wt HBx that interacts

with Smc6 even in cells with low level of Smc6 due to its degradation (Fig. 3D).

3.5. Characterization of the growth-suppressive activity of the HBx variants

Previous studies have shown that HBx variants isolated from integrated HBV sequences in
tumor tissues tend to lose their antiproliferative activities, a phenotype observed in hepatic
and non hepatic cells (Tu et al., 2001). Using an established method, we assessed the growth-
suppressive activity of the HBx variants (Li et al., 2010). HeLa cells were transfected with
the different HA-tagged HBx variants expression plasmids. G418-resistant colonies were
stained 15 days after transfection. As shown in Fig. 4, wt HBx expression strongly inhibits
colony formation compared to the empty vector. Interestingly, of the 8 NT/T samples studied,
5 HBx variants from tumor tissues lost their antiproliferative activity (Summarized in Table
1, “growth suppression”). Once again, the two major HBx variants in tumor #29 showed
opposite activities. Interestingly, when compared to Fig. 2A, the three HBx variants (ie #13T,
#29T2 and #46T) that have lost the ability to activate the transcription of the HBV X- and to
induce Smc5/6 degradation, have also lost their antiproliferative activity. However, two
variants (#67 and #94) have lost growth suppressive activity but are still able to activate
cccDNA transcription, suggesting that the two activities can be separated, as previously
suggested (Tu et al., 2001). Notably, out of the 6 HBx T variants that were able to support
HBV cccDNA transcription, 4 have maintained the antiproliferative activity suggesting that
the two activities are strongly associated probably because they are both required for HBV
replication. Indeed, all the HBx variants from the NT tissues transactivate HBV cccDNA and
show growth suppressive activity. Western blot analysis showed that all HBx variants were

expressed at similar levels in HeLa cells. In all five T variants that had lost their
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antiproliferative activity, we identified a mutation at position 101. Among then, 4 HBx T
variants present an S to P mutation (Table 1). All these variants contain also a methionine at
aa 130. Interestingly, Kwun and Jang have suggested that the regulation of p21 expression by
HBx and consequently the antiproliferative activity of HBx is controlled by two opposite
activities regulated respectively by aalOl and aal30 of HBx. The presence of a serine at
position 101 instead of a proline is thus linked to the stronger induction of p21 and to the
antiproliferative activity of HBx while the presence of methionine at aa 130 is associated

with the repression of p21 (Kwun and Jang, 2004).

3.6. Sub-cellular localization of HBx variants

HBx is localized both in the nucleus and in the cytoplasm in accordance with its different
activities (Benhenda et al., 2009b; Slagle and Bouchard, 2016). We examined the cellular
localization of HBx T variants and of their NT counterparts in order to determine whether the
mutations affect sub-cellular localization. Like for wt HBx, we observed a dual nuclear and
cytoplasmic localisation for the different HBx variants, suggesting that the modifications of

HBx activities cannot be explained by different subcellular localization (Fig. 5).

4. Discussion

The data presented here show that most cases of HBV-replicating HCC harboured mutations
in the X gene that do not impact the ability of HBx to support HBV transcription, (6 out of 9
T variants retain transcriptional activity) but they tend to interfere with the HBx anti-
proliferative activity (5 T variants out of 9 have lost antiproliferative activity). Importantly,
we noted a strong correlation between the ability of HBx mutants to support HBV
transcription in the setting of infection and their ability to induce Smc5/6 degradation.
Mutants that have lost their ability to support HBV transcription are unable to induce the
degradation of Smc5/6. These mutants are however still able to interact with DDBI1 but they
interact poorly or not at all with Smc6, suggesting that the mutation may rather affect Smc5/6
binding. While the minimal DDBI interacting domain has been clearly identified and lies
between position 88 and 100 in HBx, the regions binding Smc5/6 are still poorly defined (Li
et al., 2010). Studies using HBx mutants have demonstrated that the transactivation function
of HBx resides between amino acid 52 and 148 (Slagle and Bouchard, 2016). Interestingly, a
deletion of 16 aa at HBx C-ter abolishes its transcriptional activity, suggesting that the C-ter
domain might be important for Smc5/6 binding (Tu et al., 2001). The C-ter region adjoining
DDBI binding domain contains aa conserved among mammalian hepadnaviruses (Abdul et
al., 2018). Interestingly, T HBx variants that have lost their ability to degrade Smc5/6 contain
mutations in the C-terminal conserved region (Fig. 1). They however also contain changes in

the region between aa 52 and aa 87 and we cannot exclude that this region also participates in
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Smc5/6 binding. Further studies will be needed to delineate the domain of HBx involved in
the recruitment of Smc5/6 and to test the impact of such mutations in the interaction.

We observed that T HBx variants have impaired antiproliferative activity. This feature
has been reported previously for COOH-terminal deletion HBx variants but also for some
variants found in tumors and containing amino acid changes (Lin et al., 2005; Tu et al.,
2001). HBx has been shown to modulate cell cycle progression but the consequences vary
depending of the cellular context. HBx induces cell cycle arrest at the G1/S transition,
apoptosis and mitotic defects in proliferating cells (Bergametti et al., 1999; Martin-Lluesma
et al., 2008; Sirma et al., 1999). On the contrary, in differentiated nonproliferating cells, HBx
has no deleterious effect, but it seems to however stimulate quiescent hepatocytes to exit GO
and stall in G1. The same activity is observed when HBx is expressed from the HBV genome
(Gearhart and Bouchard, 2010a, b). The emergence of such mutants may thus reflect adaptive
mutations that are necessary to allow HBV replication in the tumor environment. A second
non-exclusive hypothesis is that tumor development is due to oncogenic variants of HBx,
which favour the transformation of infected hepatocytes. While controversial, HBx is
believed to participate in cell transformation by a yet unknown mechanism but it is likely
linked to its pleiotropic activities such as transcriptional activation, modulation of signal
transduction pathway or degradation of cellular complex such as Smc5/6 that in turn impacts
mitosis, DNA repair, response to genotoxic stress or apoptosis (Benhenda et al., 2009a;
Livingston et al., 2017). Therefore, HBx might be involved in early stage of HCC
development but then mutations/deletions arise in the X gene disrupting the antiproliferative
activity in order to allow tumor cell expansion. A similar scenario is described for the viral
protein Tax of human T-cell lymphotropic virus type 1 (HTLV-1). Tax, which plays a pivotal
role in the development of adult T-cell leukemia/lymphoma (ALT), seems to be required in
the early stage of oncogenesis but its expression is lost in leukemic cells of ALT. The loss of
Tax expression in transformed cells is attributed to negative pressure exerted by the host
immune system but also by the fact that expression of Tax induces cellular senescence (Giam
and Semmes, 2016). On the other hand, HBx T mutants that have lost antiproliferative
activity are believed to have acquired new oncogenic properties (Li et al., 2016; Tu et al.,
2001; Xu et al., 2007 ). The mechanism underlying HBx tumor variants carcinogenesis has
however not been elucidated but different mechanisms have been proposed. Studies have
suggested that the first 50 aa at the N-terminal domain of HBx are required and sufficient for
HBx-induced transformation (Gottlob et al., 1998). COOH-terminal deletions in HBx
mutants have been shown to induce the expression of CENP-A by yet an unknown
mechanism (Liu et al., 2012). Moreover the C-terminal domain can also be involved in cell
proliferation and tumor development. Studies have shown that M130 mutation is associated
with strong suppression of p21 expression (Kwun and Jang, 2004). The dual mutation
K130M/V131I has been shown to increase HIF1a expression and activity (Liu et al., 2014).

The emergence of point mutant variants could fine-tune the regulation of HBx activities,



901
902
903
904
905
906
907
908
909
910
911
912
913
914
915
916
917
918
919
920
921
922
923
924
925
926
927
928
929
930
931
932
933
934
935
936
937
938
939
940
941
942
943
944
945
946
947
948
949
950
951
952
953
954
955
956
957
958
959
960

keeping only activities compatible with cell proliferation and/or favouring cell growth.
Further studies are needed to determine whether the T variants described here participate in
cell transformation or in the maintenance of the transformed phenotype.

We observed that out of the six T variants that retained transcriptional activity, two
(#94 and #67) have lost the antiproliferative activity suggesting that the two activities can be
separated. The same was observed for mutants containing a C-terminal deletion of 14 aa (Tu
et al., 2001). It has been shown that the interaction of HBx with DDBI1 is required for both
for transcriptional activation and antiproliferation activity (Leupin et al., 2005; Sitterlin et al.,
2000). Recently Decorsiere and collaborators have shown that HBx transcriptional activity is
linked to its ability to induce the degradation of Smc5/6 through its interaction with DDB1
(Decorsiere et al., 2016). Since mutants #94 and #67 are still able to induce Smc5/6
degradation, one may hypothesise that HBx induces the degradation of additional
substrate(s). Alternatively, mutations may affect the ability of HBx to interact with p53 or c-
FLIP or any other pathway involved in HBx antiproliferative activity (Slagle and Bouchard,

2016). Further studies will be needed to uncover the function altered by these mutations.

Intriguingly, we observed that some replicating HBV genomes in tumors carry a
transcriptionally inactive HBx protein (#13, #29, #46). While these observations i.e. HBV
replication with non-functional HBx seem paradoxical, it is known that the requirement of
HBx for HBV transcription is cell context-dependent. HBx is dispensable for HBV
transcription in Huh7 cells while it is essential for the initiation and maintenance of
transcription in HepG2 and HepaRG cells and in primary human hepatocytes (Leupin et al.,
2005; Lucifora et al., 2011; Riviere et al., 2015a). It will be interesting to analyze whether
Smc5/6 expression is down regulated in this HBV replicating HCC.

We previously showed that HBV-replicating HCCs are relatively well differentiated
and non-invasive tumors (Halgand et al., 2018). We show here that these tumors contain
transcriptionally active cccDNA that code for HBx variants with conserved transcriptional
activity and ability to counteract Smc5/6. It will be interesting to investigate whether the
degradation of Smc5/6 is involved in cellular transformation and more specifically, in the

particular characteristics of HCC replicating HBV.
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Legends

Fig. 1: Amino acid sequences of NT and T HBx variants in 8 cases. Top: schematic
representation of full-length HBx protein. The minimal binding domain for DDB1 is shown.
KD, Kunitz domain-like region; PSR, proline-serine-rich domain. Sequences shown for NT
and T samples represent the major sequence. For each case, the consensus sequences for each
genotype are shown above the NT and T sequences with first, the consensus sequence for the
T followed by the consensus sequence for the NT sample. Consensus sequences are from the
Hepatitis B Virus Database (HBV db) (Hayer et al., 2013). Arrowhead indicates mutations in

T and black dot indicates subgenotype variations.

Fig. 2. Comparison of transactivating activity of T and NT HBx variants. A) Trans-
complementation of HBV X- transcription by T and NT HBx variants. dHepaRG cells were
infected with HBVX- at MOI of 100 vp/cell. Seven days later, infected cells were transduced
with a control lentiviral vector (empty) or the different lentiviral vector encoding HA-tagged
HBx variants as indicated. Four days after transduction, HBV transcription was analyzed by
RT-gPCR. Transcript level in cells transduced with TRIP Mock (empty) was set to 1. HA-
HBx expression was analyzed by Western blot with anti-HA antibodies. Mean = SEM of 3
experiments are shown. P values were determined by Mann-Whitney test (*, P < 0.05).

B) Activation of CREB/ATF-dependent transcription by HBx variants. HeLa cells were co-
transfected with pCRE-Luc reporter and RSV-PKA plasmids with different combinations of
wild type HBx or T and NT HBx variants as indicated. Luciferase activities were determined
48 h after transfection. The basal activity of the cells co-transfected with pCRE-Luc and the
PKA expression vector was set to 1. The results are the mean = SEM of three independent
experiments carried out in duplicate. P values were determined by Mann-Whitney test (*, P <
0.05).

Fig. 3. Analysis of Smc5 protein levels in cells expressing HBx NT and T variants. Whole
cell extracts from HEK293 (A) or from HepaRG cells (B), transduced with lentiviruses
coding the different HA-tagged HBx variants or HA-tagged HBx wt or empty vector (mock)
were analyzed by Western blot for Smc5 expression. HBx level was assessed using either
anti-HA antibody or anti-HBx antibody as indicated. Of note the mutations present in variant
# 94 seem to affect the recognition by the HBx antibody. Tubulin was used as loading
control. (C) Co-immunoprecipitation of Flag-DDB1 with indicated HA-HBx variants using
anti-HA antibodies in HelLa cells. Proteins in the immune complexes were revealed by
Western blot with anti-Flag and HA antibodies. (D) and (E) HEK293 cells were transfected
with either HA-tagged wt HBx or indicated HA-tagged HBx variants or empty vector (mock)
and treated (E) or not (D) for 24 h with NLM4924. Cell extracts were immunoprecipitated
using anti-HA antibodies. DDB1, Smc6 and HA-tagged HBx were detected by Western blot.

Arrowhead indicates IgG light chain. Asterisk indicates non-specific band.
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Fig. 4. Growth-suppressive effect of T and NT HBx variants. HeLa cells were transfected
with pcDNA vectors containing the indicated HBx variants or with empty vector. HBx
expression was analyzed by Western Blot three days after transfection using anti-HA
antibody. Geneticin-resistant colonies were fixed and stained with crystal violet, two weeks

after plating. The data are representative of at least two independent transfection experiments.

Fig. 5. Sub-cellular localization of HBx T and NT variants. HepaRG cells were transduced
with lentiviruses coding the different HA-tagged HBx variants or HA-tagged HBx wt or
empty vector (mock). After 48 h, cells were fixed and immunostained with anti-HA and anti-
HBx antibodies. Scale bar: 10 um.
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Table 1. Mutations in T and NT HBx sequences: the 12 recurrent positions and HBx

functional activities are indicated. Variations that can account for genotype/subgenotype

difference are shown in blue while mutations are shown in red. Consensus sequences for each

genotype as well as subgenotypic variability were from HBVdb (Hayer et al., 2013).

type | id | genotype aa position in HBx growth transactivation Smc5/6
suppression cccDNA degradation
12 26 31 33 78 87 88 101 116 130 132 151

NT | 13 A R S C Q I P K F L A ++ +

T G S P Y H P F M Y F -

NT | 29 D A C S R S L L + ++ +

Tl D S R P R S \ F + ++ +
T2 A S R P C P \Y% L - - -
NT | 46 C M S F + ++ +

T C H P 1 - - -
NT 52 E A C S R L M F F + ++ +

T E S R P C \4 K Y L + + +
NT 67 D A C S R R M S L K aF ++ A

T A S R P C Q I P v M - 4 +
NT | 76 A S + ++ +

T A A + ++ +
NT | 85 D cC S R L + ++ +

T B R P H \ F ++ A
NT 94 D A S R F S L + ++ +

T A S A C 1 P N - + +
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