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Le gene X du virus
de I'hépatite B : transactivateur
et oncogéene potentiel

Le géne HB-X du virus de I’hépatite B (VHB) code pour
une protéine minoritaire de 17 kDa qui est un nouveau
marqueur de D’infection virale. La protéine X est une
sérine thréonine kinase d’un nouveau type qui a des
propriétés transactivatrices sur le génome viral, ainsi que
sur des genes cellulaires dépendant des ARN polyméra-
ses I ou III. La transactivation est probablement le
fruit de ’interaction entre la protéine X et des facteurs
transcriptionnels cellulaires qui pourraient étre eux-
mémes activés ou dont la spécificité pourrait étre modi-
fiée. De nombreuses expériences et observations indi-
quent que le géne HB-X a un potentiel oncogénique
et intervient donc peut-étre dans les hépatocarcino-
mes compliquant les infections chroniques par le VHB.

e virus de D’hépatite B répertoire génétique est soumisc 2
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(VHB) appartient a unc

famille de virus appelés

hepadnaviridae [1-4]. La

structure, 1’organisation
génétique et les propriétés biologiques
particulieres des hepadnaviridae les dis-
tinguent dc toutes les autres familles
de virus. Lec VHB cst I'un des plus
petits virus animaux connus
(3 200 pb). Son génome est constitué
d’une molécule d’ADN circulaire
partiellement double brin. Son orga-
nisation génétique est trés compacte
et contient quatre phases ouvertes de
lecturc (ORF, open reading frame) se
situant sur le méme brin, de méme
polarité et se chevauchant les unes les
autres (figure 1). L’expression du

une régulation transcriptionnelle par-
ticuliecrement complexe qui fait inter-
venir de nombrecuses séquences régu-
latrices préscentes dans les séquences
codantes. La réplication met en jcu
une stratégie similaire a celle des
rétrovirus nécessitant un intermé-
diaire ARN, appclé ARN pré-
génomique ct contenant des séquen-
ces terminales répétéces [5]. En ce qui
concerne leurs propriétés biologiques,
ces virus peuvent causer des hépati-
tes aigués, chroniques [6] et ils sont
impliqués dans le développement des
hépatocarcinomes (7] (m/s n° 3,
vol. 6, p. 306).

Sur quatre ORF présentes dans le
génome du VHB, on ne pouvait
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Figure 1. Structure, organisation génétique et produits du génome du
VHB. La molécule d’ADN partiellement double brin constituant le génome du
VHB est représentée. Une protéine (Pr) est attachée de facon covalente a
I'extrémité 5" du brin codant (—). Un oligoribonucléotide (rnt) est fixé a |’extré-
mité 5 du brin (+). L’ADN polymérase (Pol) est représentée a l’extrémité 3’
du brin (+). Le brin codant (—) contient quatre phases ouvertes de lecture,
S, C, pol et X, de méme polarité et se chevauchant les unes les autres. Les
protéines exprimées par ces génes sont indiquées.

déceler la présence que de trois pro-
téines correspondantes. Les deux pro-
téines quantitativement prédominan-
tes sont représentées par les consti-
tuants de I’enveloppe du virion et la
nucléocapside couramment dénom-
mée core (figure 1). La troisiéme pro-
téine, ’ADN polymérase, est retrou-
vée associée au génome viral a I’inté-
rieur de la capside et elle y représente
un composant mineur du virion. Sa
présence est démontrée par ses
activités-ADN et ARN polymérasi-
ques dépendantes.

Jusqu’a un passé récent, rien n’était
connu en ce qui concerne I’ORF-X.
Ni protéine ni fonction n’ont d’abord
pu étre assignées a cette ORF. A
partir de la séquence nucléotidique,
un produit de 154 acides aminés pou-
vait étre synthétisé. Le role et
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I’importance de cette ORF ont ét¢
ignorés dans la mesure ou les hepad-
navindae aviaires — notamment ceux
du canard (DHBV), plus abordables
expérimentalement, et qui partagent
les principales propriétés biologiques
et biochimiques des hepadnaviridiae de
mammiféres — ne possedent pas
d’ORF-X. De plus, pendant fort
longtemps la protéine X n’a pu étre
identifiée ni dans le virion ni dans les
cellules infectées ou sa présence y
demeure encore discutée.

Cette ORF fait aujourd’hui I’objet
d’études intensives. Les résultats
récents ont permis de caractériser
cette ORF comme étant un geéne
fonctionnel, codant pour une protéine
immunogeéne constituant un nouveau
marqueur sérologique. Cette protéine
serait une nouvelle protéine kinase et

aurait une fonction de transactivateur
transcriptionnel. Enfin, cette protéine
pourrait étre un facteur essentiel de
I’hépatocarcinogenese virale.

Dans cette revue, nous essaierons
d’analyser la structure de ’ORF-X et
celle de la protéine X, la biogenese
de cette dernieére, son rble dans le
cycle viral ainsi que son implication
éventuelle dans le développement de
’hépatocarcinome.

HB-X, un nouveau
marqueur sérologique

La premieére mise en évidence de la
protéine X n’a été faite que récem-
ment et indirectement. En effet, cette
protéine n’a pu étre décelée aisément
durant I'infection in vivo [8]. En fait,
la présence de la protéine X a été
déduite de la mise en évidence d’anti-
corps anti-X dans le sérum de
patients infectés. Cela a pu étre réa-
lisé tout d’abord en exprimant dans

les bactéries appropriées la pro-
téine X fusionnée 2a une protéine
indicatrice telle que la p-galac-

tosidase [9]. Des sérums provenant de
patients infectés se sont avérés réagir
en radio-immunoprécipitation, vis-a-
vis d’extraits protéiques radiomarqués
provenant de bactéries exprimant la
protéine hybride. Des anticorps anti-
X ont pu étre également décelés par
immunofluorescence indirecte, ELISA
indirect, Western blot, en utilisant
selon les cas, comme source d’anti-
geéne, soit une protéine X exprimde
par un vecteur d’expression dans les
cellules eucaryotes transfectées, soit
des peptides synthétiques recouvrant
a peu pres l’ensemble de la pro-
téine X [10]. Néanmoins, les résultats
obtenus varient selon les auteurs et
une corrélation des anticorps anti-X
avec les marqueurs sérologiques clas-
siques (antigénes HBs, HBc et HBe)
est difficile 2 prouver. Cette varia-
tion, souvent importante de préva-
lence d’anti-X, suivant les études,
peut refléter des probléemes méthodo-
logiques. Il semblerait néanmoins que
deux notions se dégagent de ces ¢tu-
des. La premiére est qu’il semble
exister une relation entre la présence
d’anti-X et la multiplication virale.
La deuxieme est que seul un nombre
restreint d’individus développent une
réponse humorale anti-X. En conclu-
sion, la région X code pour une pro-
téine ; cette protéine est plus ou
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moins immunogeéne chez I’homme et
représente un nouveau marqueur
sérologique. Il cst prématuré de tirer
des enseignements concernant la ciné-
tique d’apparition de I’antigéne X ou
de la réponse anticorps qui lui est
associée, ainsi que des conclusions
concernant les corrélations avec un
stade particulier de
hépatique.

Caractéristiques
du géne X

L’ORF X, située entre les genes S et
C, représente la plus petite des ORF
du génome et peut coder pour une

la maladie -

protéine, selon le sous-type viral con-
sidéré, de 145 a 154 aa.

La structure dc ce géne apparait
commec étant la plus complexc du
génome. Elle est comprise dans une
région responsable du maintien de la
structure circulaire de celui-ci parce
quc contenant les deux extrémités 5’
des brins (=) et (+) (figure 1). Elle
contient aussi plusieurs séqucnces
régulatrices extrémement importantcs
pour la réplication et la transcription,
telles que DR1 et DR2 qui servent
d’amorce lors de la syntheésc de
I’ADN viral, le promoteur du géne C
qui permet la synthésc de ’ARN pré-
génomique (voir ci-dessous) et I’acti-
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Figure 2. Génes et transcrits du virus VHB. Les quatre ORF, S, C, pol et
X sont indiquées. Les promoteurs P1, P2, X et C sont représentés par . L’acti-
vateur transcriptionnel Enl est situé dans la partie 3’ terminale du géne pol
et contient les séquences XRE. L’activateur Enll est situé dans le géne X. Le
transcrit génomique de 3,5 kb et les transcrits subgénomiques de 2,4 kb et
2,1 kb sont représentés par un trait ondulant. L unique signal de polyadényla-
tion (A)n se trouve dans le géne C. Ces deux transcrits sont décelables in vivo.
Les transcrits de 0,7 kb et 3,9 kb synthétisés a partir du promoteur X, et déce-
lés jusqu’a présent seulement ex vivo, ne sont pas représentés.
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vateur transcriptionnel II (Enll) qui
contrdle I’activité des promotcurs du
génome viral (figure 2). La taille dc la
région X, qui représente 14,5 % dc
la capacité codante totale du génome,
est variable chez les hepadnaviridae,
mais la présence de deux autres AUG
en plus du codon d’initiation de la
traduction y est toujours obscrvéc.
L’analysc des nucléotides flanquant le
sitc d’initiation a la traduction révele
quc le decuxieme AUG cst pourtant
dans le contextc nucléotidique le plus
favorable a I’initiation de la traduc-
tion.

L’analysc relative a I’utilisation pré-
férenticlle de codons dans le gene X
suggeére quc cc genc ainsi quc la
région activatrice du génome du
VHB ont une origine cellulaire [11].
Dans un tel contexte, on peut pen-
ser que, d’unc part, le géne X pour-
rait étre d’origine ccllulaire ct que,
d’autre part, une deuxiemc pro-
téinc X pourrait €tre synthétisée a
partir du second AUG.

I Biogenese
® Transcrits du VHB in vivo

In vivo dans les foics infectés, on
décele classiquement deux catégorics
d’ARN. La premierc est constituéc
d’'un ARN génomique de 3,5 kb ; la
seconde, d’ARN subgénomiques dc
2,1 ct 2,4 kb [12]. Tous ces ARN
sont de polarité positive, non épissés,
polyadénylés a un sitc commun
(figure 2). S’1l parait tres difficile de
déceler la protéine X in vivo, il n’a
pas ¢té non plus possible de déceler
clairement un ARNm spécifique cor-
respondant 2 la séquence X. Récem-
ment, des transcrits épissés du VHB
ont ét¢ décrits. Cependant, ces trans-
crits ne sont pas régulierement obser-
vés ct leur produit reste non
identifié [13].

L’ARN de 3,5 kb, plus long que le
génome (3,2 kb), contient des extré-
mités tcrminales redondantes. Cet
ARN, qui constitue un pré-génome,
a unc double fonction de réplication
ct de traduction [5] : fonction de
réplication, car les hepadnaviridae sc
répliquent za une transcription inver-
sée, a partir de cette molécule linéairc
d’ARN pré-génomique ; fonction de
traduction, car ce pré-génome sert
¢galement d’ARN messager pour la
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Figure 3. Profil d’hydrophilie et structure secondaire de la protéine X du
VHB. Les rectangles représentent les régions trés conservées de la protéine
parmi tous les sous-types. Les méthionines aux positions 79 et 103 sont sou-
lignées et les différentes cystéines et histidines sont indiquées. Les acides ami-
nés sont indiqués selon leur code a une lettre. La courbe supérieure est celle
du profil d’hydrophilie. Les indications situées sous la séquence des acides ami-

o Nés signifient : A, régions présomptivement en hélices o ; B, régions présomp-

tivement en feuillet 8, T, régions formant présomptivement des coudes.

synthésc de la protéine de capside ct
de PARN polymérase [14].

Les ARNm subgénomiques dc 2,4 kb
et 2,1 kb codent, cux, pour les anti-
geénes d’envcloppe.

L’cxistence d’'un ARN spécifique de
la région X aurait ¢été toutefois
retrouvée dans les foies de marmot-
tes infectés par I’hcpadnavirus corres-
pondant ; quoi qu’il en soit, il n’y cst
mentionné qu’a I’état de trace, puis-
quc représentant moins de 1 % des
ARN viraux. Il s’agirait d’'un trans-
crit de 0,65 kb esscnticllement loca-
lis¢ dans Ic noyau des ccllules infec-
tées. La majorité de cet ARN serait

non polyadénylée [15]. La faible
quantité et I’absence de polyadényla-
tion cxpliqueraicnt la difficulté 2
détecter cc transcrit in vilro.

® Transcrits du VHB ex vivo

Si, in vive, il n’est pas possible ou tres
difficile de déceler un ARN spécifi-
que des séquences X, ex vivo, il a été
démontré qu’un génome VHB trans-
fecté dans des ccllules hépatiques est
capable dec produire, en plus des
ARN génomiques et subgénomiques,
un ARN dc 0,7 kb, spécifique de la
région X [12].

Une ¢tude récente effectuée dans un
systtme ex vivo a révélé I'existence
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Figure 4. Comparaison de la structure du génome du VHB avec celle de
deux rétrovirus et localisation du géne X. La structure linéaire de la molé-
cule d’ADN du VHB peut étre obtenue par la linéarisation a partir des extré-
mités cohésives et I'élongation des régions simples brins. Le géne X se retrouve
a une position équivalente a celle du géne oncogéne sarc du virus du sarcome
de Rous (RSV) et du géne transactivateur tat (ou tax) de HTLV-I. Les séquen-
ces terminales du VHB contiendraient les séquences répétées DR1 et DR2, dans
des positions analogues aux LTR (long terminal repeat) des rétrovirus.

d’un nouveau transcrit de 3,9 kb con-
tenant deux copies du géne X a cha-
cune de ses extrémités [13]. La trans-
cription de cet ARN débute a partir
du promoteur X (voir ci-dessous).
L’ARN polymérase II ignore le signal
de polyadénylation lors du premier
passage et la lecture du transcrit se
termine apres le second passage au
niveau de ce méme signal. Dans ces
conditions, a partir du promoteur X,
un ARN synthétisé sur deux consti-
tue ’ARN de 3,9 kb. Le réle de cet
ARN de 3,9 kb n’est pas encore élu-
cidé, mais il pourrait permettre, par
glissement ribosomique, la syntheése
d’une protéine fusionnée X-C, d’ail-
leurs décrite auparavant chez les
hepadnaviridae de mammiferes par plu-
sicurs auteurs [16].

Il est important aussi de souligner
que tous les transcrits génomiques et
subgénomiques contiennent la
séquence X. En effet, leur extrémité
3’ est commune, située a quelque
20 nucléotides en aval de I’hexa-
nucléotide conservé TATAAA des
séquences codantes du gene G, c’est-
a-dire apres le gene X (figure 2).

¢ Promoteur du géne X

Les essais de transfections transitoi-
res de cellules hépatiques par des vec-
teurs d’expression codant pour
I’enzyme CAT sous le contrdle de la
région d’amont du géne X, ont per-
mis dc localiser un promoteur [17].

Celui-ci ne contient pas de séquences
de type TATA et nécessite une
région activatrice (Enl) pour son
fonctionnement. La cartographie de
Pextrémité 5 des ARN-X révele
Pexistence de transcrits hétérogenes
avec de multiples sites d’initiation
(trois sites majeurs et deux sites
mineurs) s’échelonnant sur une lon-
gueur de 100 nucléotides. De ces étu-
des ex vivo, il apparait que le géne X
s’exprime a partir de sa propre unité
transcriptionnelle.

® Caractéristiques structurales de la
protéine X ; localisation et activité
kinase

Cette protéine ne présente pas
d’homologies évidentes avec les autres
protéines connues. L’étude des algo-
rithmes prédit une protéine soluble,
intracellulaire, sans séquence signal et
sans autres motifs particulierement
marquants. Decux motifs compris
entre les résidus 1 a 25 et 114 a 140
seraient trés conservés, hydrophobes,
avec des hélices o interrompues par
des dipeptides cystéines ou glycines
(figure 3).

La transfection stable de cellules
hépatiques par des vecteurs d’expres-
sion X a permis d’étudier la localisa-
tion de la protéine, qui apparait sur-
tout nucléaire mais aussi, plus acces-
soirement, cytoplasmique [18].
Récemment, la protéine X a été
caractérisée dans les virions préparés
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a partir d’un plasma provenant d’un
porteur chronique du VHB. Cette
protéine aurait une activité sérine-
thréonine kinase [19]. Le fait que la
protéine X n’ait que peu d’homolo-
gies avec les protéine kinases connues
et qu’elle paraisse étre sous une
forme monomérique, suggere forte-
ment qu’elle puisse étre une nouvelle
catégorie de protéine kinase.

En conclusion, nous ne savons pas
lequel des ARN viraux sert de
matrice a la traduction in wvive. La
protéine X pourrait étre traduite 2
partir d’un transcrit mineur initié 2a
partir du promoteur X ou a partir de
n’importe quel ARN viral subgéno-
mique (2,4 et 2,1 kb) ou génomique
(3,5 kb) ou encore de 'ARN de
3,9 kb récemment décrit, puisque
tous contiennent les séquences X. La
syntheése de la protéine X a partir de
ces ARN peut se faire de fagon peu
efficace soit par une initiation interne,
soit par glissement ribosomique. I est
possible qu’une seconde protéine X
soit initiée a partir du second codon
et soit constituée, dans ce cas, de
78 aa. Ainsi, de la méme maniére
qu’il existe une région pré-S/S, une
région pré-C/C, il pourrait exister
aussi une région pré-X/X. Par ail-
leurs, des études immunologiques
suggerent I’existence de polypeptides
associés a la capside du virus qui pos-
séderait alors deux types de détermi-
nants antigéniques a la fois, des épi-
topes C et X. Quoi qu’il en soit, la
localisation de cette protéine, qui
apparait étre en concentration faible
dans la cellule, demeure imprécise.
Enfin, la protéine X aurait été déce-
lée dans les virions avec une activité
sérine-thréonine kinase.

Propriété transactivatrice
du géne X

La protéine X est un €lément de
régulation avec un effet transactiva-
teur [20]. Il existe d’ailleurs quelques
analogies structurales entre ’ORF-X
du VHB et certaines ORF codant
pour une protéine transactivatrice
et/ou transformante (figure 4). Ce sont
ces deux propriétés, non exclusives
d’ailleurs, qui seront analysées dans
cette revue. Signalons que les pro-
priétés transactivatrices du VHB ne
sont pas limitées a la protéine X
puisque des formes de protéines
m/s n° 1, vol. 8, janvier 92
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Figure 5. Domaines fonctionnels du enhancer du VHB (Enl). Le enhancer
du VHB est composé de plusieurs modules représentés par des rectangles. Deux
d’entre eux, El et Ell, sont essentiels a son activité. Le motif El contient des
séquences inversées représentées par des fleches. Les facteurs transcription-
nels se fixant 4 ces motifs sont indiqués. Le facteur NF-I (nuclear factor-1)
se fixe a trois sites : C/EBP a deux sites ; EF-C et AP-1 (Jun-Fos) a un site.
Les facteurs se liant & I’élément de réponse a la transactivation par la pro-
téine X (XRE) sont AP-1 et C/EBP. Les facteurs CREB/ATF-2 ne se fixent au
enhancer du VHB (sur un site homologue au CRE) qu’aprés avoir formé un

complexe avec la protéine X.

d’enveloppe S et pré-S tronquées pos-
sedent également cette activité (m/s
n° 3, vol. 6, p. 306).

¢ Séquence de réponse a la trans-
activation dans le génome VHB : la
région enhancer (EnlI)

Le géne X a été cloné dans des vec-
teurs d’expression et sa capacité a
augmenter I’expression de
promoteurs-activateurs du génome
VHB, dans différents contextes cellu-
laires, a été analysée [20]. Les résul-
tats montrent que les séquences de
réponse a la transactivation dans le
génome du VHB sont localisées dans
la région enhancer (Enl), située dans
le géne pol, juste en amont du gene
X. La protéine X agit au niveau de
la transcription et vraisemblablement
au niveau de I'initiation. Le Enl aug-
mente le taux d’initiation de la trans-
cription de génes hétérologues a par-
tir du site d’initiation, et ceci indé-
pendamment de son orientation et de
sa distance par rapport a la séquence
a transcrire. Ce enhancer ne présente
pas de spécificité tissulaire stricte [21,
22]. 11 apparait composé de plusieurs
modules ou éléments, deux d’entre
eux étant essentiels a I’activité enhan-
cer du VHB (figure 5). L’élément
majeur de I’enhancer est EII. Celui-ci

a une activité enhancer intrinséque ; il
est de plus stimulé par les esters de
phorbol [23]. L’élément EI n’a pas
d’activité enhancer intrinseque mais
représente un élément essentiel a la
fonction.

— Séquences XRE et facteurs de
transcription

(1) AP-1/Jun-Fos et C/EBP :

L’étude de mutants dans la région
enhancer a permis de localiser une
courte séquence appelée XRE (X-
responsive element) impliquée dans la
transactivation par la protéine X [20].
Le XRE est situé dans I’élément EII
(figure 5). Les tentatives visant a révé-
ler une fixation de la protéine X
purifiée a ce enhancer du VHB avec
les techniques sur gel de retardement
et d’empreintes a2 la DNase se sont
avérées négatives. Pourtant, la pré-
sence de motifs trés bien conservés
permettant a la protéine X d’adopter
une structure en forme de doigt 2a
zinc [24] est retrouvée chez les diffé-
rents sous-types du virus. Il semble-
rait donc que la protéine X. puisse
augmenter indirectement la transcrip-
tion du VHB en interagissant plut6t
avec des facteurs transcriptionnels se
liant a I’élément EII du enhancer. Des
études antérieures ont révélé que le
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enhancer du VHB interagit avec de
nombreux facteurs transcriptionnels
(figure 5). Deux de ces facteurs,
AP-1/Jun-Fos et C/EBP, ont été
montré capables de sc fixer au
XRE [25, 26].

AP-1/Jun-Fos (activating protein-1) est
constitué par les produits des proto-
oncogeénes nucléaires c-jun et ¢-
fos [27]. AP-1 interagit avec de nom-
breux génes stimulés par les facteurs
de croissance et par certains agents
inducteurs comme le PMA (phorbol
12-myristate 13-acétate). C/EBP
(CCAAT/enhancer binding protein) [28]
est capable de se lier sélectivement au
moins a deux motifs différents : le
motif 5’CCAAT-3’, présent dans de
nombreux promoteurs, et le motif
5’TGTGGATATATG-3’, commun a
plusieurs enhancers viraux [26, 27].
C/EBP active de nombreux promo-

teurs de genes hépatocytaires et
adipocytaires (m/s n°3, wol. 7,
p. 288).

Les expériences d’empreinte a la
DNase 1 ont montré que c-Jun se
fixe a un seul sitc et quc C/EBP se
fixe a2 au moins deux sites dec la
région enhancer. Les expériences de co-
transfection de cellules hépatiques par
des vecteurs d’expression de c-Jun ou
de C/EBP avec le enhancer du VHB
montrent que c-Jun agit comme acti-
vateur et C/EBP comme activateur
ou répresseur. Cette capacité a con-
troler positivement et/ou négative-
ment la transcription du VHB
dépend de la concentration de C/EBP
dans la cellule. A faible concentra-
tion, C/EBP agit comme activateur
et, a forte concentration, comme
répresseur [26]. Le mécanisme de
I’activation et de la répression trans-
criptionnel par C/EBP n’est pas
encore élucidé. Il peut paraitre a
prior: difficile de concilier une répli-
cation virale particulierement intense
dans I’hépatocyte avec une présence
abondante de C/EBP dans cette
méme cellule ou les données, ex vivo,
indiquent qu’elle induit une forte
répression de la transcription du
VHB. Il est probable qu’un autre
facteur positif doive interférer avec
Ieffet répresseur de C/EBP et la pro-
téine X pourrait étre ce candidat. Il
est aussi possible que la teneur des
hépatocytes en C/EBP conditionne
leur taux de réplication virale, les
hépatocytes ayant une concentration

faible en C/EPB étant le siege privi-
légié¢ d’unc réplication virale intense.
Dans ce contexte, la chronicité et la
latence de 'infection virale pourraient
étrc en relation avec I’activité répres-
scur de C/EBP.

(2) CREB et d’ATF-2 :

Les facteurs transcriptionnels CREB
(cyclic AM P response element binding pro-
tein) et ATF-2 (activating transcription
factor) sont des médiateurs de la
réponse a l’induction par I’AMP
cyclique [29]. Ces facteurs se fixent
au motif CRE (5-TGACGTCA-3’)
présent dans de nombrecux promo-
teurs cellulaires. Récemment, il a été
montré que I’élément I du enhancer du
VHB contenait un motif similaire a
CRE (cAMP response element). Cepen-
dant, il n’a pas été détecté de fixa-
tion sur cette région du génome, avec
des extraits nucléaires hépatocytaires
ou avec des protéines CREB et
ATF-2 partiellement purifiées. De
fagon surprenante, I’addition dc la
protéine X a dec telles préparations
induit la fixation de CREB et
d’ATF-2 a la région contenant le
motif similaire 2 CRE. Une série
d’cxpéricnces suggere que la pro-
téine X fait bien partie intégrante du
complexe protéique se fixant au
enhancer du VHB [30]. La fixation dc
CREB et ATF-2 a I’élément CRE du
motif E2 pourrait ainsi nécessiter un
changement conformationnel induit
par leur interaction avec la pro-
téine X, ou encore par [’activité
kinase associée a la protéine X. Cet
exemple illustre la capacité de la pro-
téine X a modifier des facteurs tels
que CREB ou ATF-2 et a permettre
ainsi leur fixation a des sites qui ne
présentent aucune affinité ou une affi-
nité faible pour ces facteurs natifs.
Une telle stratégie peut permettre de
régler I’expression des geénes cellulai-
res pendant ’infection virale.

Selon unc autre étude, le domaine du
enhancer impliqué dans la transactiva-
tion par la protéine X serait localisé
dans le module EI (figure 5) ; celui-ci
est par ailleurs le site de fixation du
facteur transcriptionnel ubiquitaire
EF-C (enhancer binding factor to polyoma
element C) [31]. Ce dernier se fixe sur
I’élément C de la région enhancer du
polyome, sur un motif contenant les
séquences inversement répétées (5°-
GTTGCNNNGCAAC-3’) [32]. Un
tel motif est retrouvé dans la région
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enhancer du VHB [33]. Quoi qu’il en
soit, les roles qui se dégagent de ces
dcux études nc sont en rien exclusifs.
¢ Transactivation de séquences
régulatrices hétérologues

La protéine X est également capable
de transactiver de nombreux promo-
teurs de classc II* ainsi que certains
promoteurs de classe ITI* viraux et
cellulaires [34]. Les essais de transac-
tivation par unc protéine X purifiée a
partir de bactéries I’exprimant, ou tra-
duites in vitro, révelent qu’ainsi synthé-
tisée, celle-ci garde son pouvoir tran-
sactivateur. La transactivation est
inhibée par un inhibiteur des protéine
kinases [19]. Il semble donc bien exis-
ter unc association entre la fonction de
transactivation et une activité kinase.
Lc niveau de la transactivation est
variable sclon les promoteurs ct sclon
le contexte cellulaire ct tous les pro-
moteurs transactivés nc partageant pas
d’homologies de séquences évidentes.
Afin d’illustrer la variété et la com-
plexité des séquences transactivées par
la protéine X, nous décrirons trois
excmples de transactivation dc geénes
pouvant avoir unc signification biolo-
gique définie. Il s’agit de ’activation :
d’un génc du CMH de classe I
codant pour une molécule exercant un
role clé dans la réponsec immunitaire
a médiation ccllulaire ; de genes pou-
vant jouer un réle dans la transfor-
mation ; enfin du virus de I’immuno-
déficicnce humaine capable d’étre
réactivé de son état dec latence par le
VHB, in witro.

— Promoteurs des génes codant pour
des molécules du complexe majeur
d’histocomptabilité (CMH de classc I)
Les hépatocytes normaux n’expriment
que trés peu de molécules du CMH-
I, tandis que les cellules répliquant le
VHB en cxpriment trois a quatre fois
plus. L’induction de cette augmenta-
tion cst due a la protéine X [35].
Dcux éléments sont impliqués dans la
régulation des genes CMH-I ; d’une
part, le motif IRE (interferon responsive
element) et, d’autre part, le motif fixant
les facteurs transcriptionnels
H2TF1/NF-kB. La mutagenese diri-
gée réaliséc sur les deux éléments IRE
et H2TF1/NF-kB suggere que ces
dcux catégorics d’éléments sont requi-
ses pour l’activation par la pro-

* Promoteurs de classe Il et promoteurs de classe 111

sont respectivement reconnus par les ARN polyméra-
ses II et I11.
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téine X. Celle-ci activerait le promo-
teur du géne du CMH de classe I
apres avoir formé un complexe avec
les différents factcurs capables de se
fixer a lui.

Le VHB ne semble pas étre directe-
ment cytopathique et les dommages
observés paraissent réalisés par la
réponse immunitaire cellulaire T qui
reconnait un antigéne viral associé au
CMH de classe I. Dans un tel con-
texte, la transactivation des genes du
CMH de classe I par le géne X dans
les hépatocytes infectés pourrait faci-
liter la reconnaissance par les cellu-
les T ct conditionner la nécrosc hépa-
tique obscrvée dans I’hépatite B.

— Promoteurs pol III

Le produit du génc X cst capable éga-
lement d’activer la transcription a
partir de certains promoteurs de
classe III. Cette activité n’cst pas sans
rappeler celle de la protéine transac-
tivatricc E1A de ’adénovirus qui inte-
ragit avec le facteur TFIIIC. Ce fac-
teur est un composant limitant dc la
transcription par ’ARN polymérase
IIT dans les cellules infectées par
I’adénovirus. Les cellules transfectées
de manierc stable par le géne X con-
tiennent cntre trois et six fois plus de
facteur limitant. Par ailleurs, les expé-
ricnces de compétition suggerent for-
tement que cc factcur cst le TFIIIC
actif et que, de ce fait, la protéine X
augmente la formation de complexes
de pré-initiation pol III stables,
incluant ’ARN polymérase III [34].
Dans le cas de I’adénovirus, 1’aug-
mentation de la transcription des
génes dépendant de 'ARN polymé-
rase III est requisc pour une réplica-
tion virale. Cette stimulation par la
protéinec X pourrait donc étre incluse
dans un mécanisme général de stimu-
lation des geénes et contribuer de ce
fait a la transformation.
— LTR du virus de
déficience humaine

La protéine X a été montrée capable
d’augmenter ’expression génétique a
partir des LTR des HIV 1 et 2, dans
les cellules hépatiques mais également
dans les cellules lymphoides CD4 + .
La présence de séquences du VHB
dans les cellules cibles du HIV a été
souvent mentionnée [36]. Cette obser-
vation conduit a suggérer que le VHB
pouvait &trc un co-facteur dans le
développement du SIDA.

L’analyse de mutants de délétion dans

I’immuno-

la région U3 du LTR qui conticnt
Pessentiel des séquences régulatrices
des virus HIV, a permis de détermi-
ner les séquences enhancer réagissant
avec le facteur NF-kB comme étant
celles répondant a la transactivation
par le produit du génc X [37]. Un des
mécanismes possibles de cette transac-
tivation consisterait en la modification
par phosphorylation du répresscur
cytoplasmique IkB, par la protéinc X
induisant la dissociation du complexe
IkB/NF-kB et la translocation
nucléaire de NF-kB (m/s n° 1, vol. 7,
p. 67) qui, en se fixant sur les séquen-
ces cibles du LTR, réactiverait le
HIV.

En conclusion, la protéine X est un
transactivateur transcriptionnel agis-
sant vraiscmblablement au niveau de
I’initiation de la transcription. La
transactivation par la protéine X n’cst
pas restreinte aux sculs éléments régu-
latcurs du génome du VHB et dépend
du contexte cellulaire. Ces arguments
suggeérent un mécanisme d’action
indirect, et, effectivement, la fixation
de la protéine X purifiéc sur des
séquences d’ADN n’a pu étre mise cn
évidence. Le mécanisme d’action
pourrait étre assez proche de celui de
I’E1A, qui implique unc interaction
avec d’autres protéines cellulaires
intervenant dans la transcription. En
considération des quelques exemples
précédemment décrits, il semble que
la protéine X puisse utiliser non pas
un mais plusicurs mécanismes diffé-
rents cn modulant son activité cn
fonction des variations qualitatives et
quantitatives des différents factcurs
transcriptionnels positifs et négatifs du
cycle cellulaire.

Les nombreux promoteurs capables
d’étre transactivés par la protéinc X
pourraient avoir une étape limitante
commune lors de Iinitiation dec la
transcription et la protéinc X agirait
alors en augmentant I’activité des fac-
teurs transcriptionnels impliqués dans
cettc ¢tapc. La protéine X pourrait
également augmenter ou activer un
ou plusieurs transactivateurs cellulai-
res de la transcription qui agissent sur
de nombreux geéncs, et particuliere-
ment lors de ’expression des génes de
multiplication ct de différenciation
cellulaires.

® Domaines actifs de la protéine X
L’analyse, par mutations, des fonc-

tions de la protéine X révele que de mmm—
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courtes délétions aux extrémités N et
C terminales n’interférent pas avec
Pactivité transactivatrice [36, 38]. Un
domaine actif a été localisé entre les
acides aminés 103 et 117. Ces résul-
tats sont préliminaires, et une muta-
geneése dirigée du gene X complet
devrait permettre d’identifier d’autres
domaines potentiellement impliqués
dans la transactivation. Cette mutage-
nése devrait également permettre de
localiser le domaine responsable de
Pactivité kinase de la protéine X.

® Implication des autres protéines
virales du VHB dans la transactiva-
tion

Il n’a pas été décelé de différence dans
I’intensité de la transactivation quand
le produit du gene X est exprimé dans
son contexte naturel, c’est-a-dire a
partir d’un génome complet du VHB
ou quand il est exprimé a partir d’un
vecteur d’expression puissant [18].
Cela suggére donc que les autres pro-
téines virales n’influencent pas de
maniére significative 'effet du produit
du gene X.

® Role de la protéine X dans la
réplication du VHB

La transfection transitoire de cellules
permissives par des vecteurs contenant
le génome du VHB et possédant une
mutation qui déphase le cadre de lec-
ture du géne X, diminue mais n’abo-
lit pas la transcription et la synthese
d’ADN [39]. Cependant, ces virus
mutés, capables de se répliquer ex vivo,
semblent iz vivo incapables de produire
une infection. Ces résultats suggerent
que la protéine X est un transactiva-
teur qui, ex vivo, n’est pas indispensa-
ble a la réplication virale, mais qui est
essentiel in vivo.

Propriétés oncogéniques
du géne X

Le virus de I’hépatite B est impliqué
dans le développement du cancer pri-
mitif du foie [7] (m/s n° 3, wol. 6,
p. 306). Toutefois, le réle du virus
dans le développement de ’hépatocar-
cinome reste a clarifier. L’intégration
de séquences virales directement res-
ponsables de I’activation de proto-
oncogenes n’a pu étre observée que
dans de trés rares tumeurs [40]. Le
géne X, qui est un transactivatcur
général, pourrait évidemment étre
impliqué dans le processus de
transformation.

® Présence de séquences X intégrées
dans les tumeurs

Bien que I’intégration ne soit pas une
étape nécessaire a la réplication du
VHB, le génome viral est souvent
intégré sous de nombreuses formes
sans profil particulier : soit complet,
soit subgénomique, réarrangé avec
délétions, inversions ou duplications.
Cependant, la présence de séquen-
ces X, completes ou délétées en 3’, a
été observée dans de nombreuses
tumeurs. En dépit de cette délétion en
3’ liée a l’intégration, le produit du
géne X garde toutefois son
activité [41].

Ces résultats suggerent donc que lors-
que le génome viral est intégré et non
réplicatif, le géne X garde sa capacité
a s’exprimer méme s’il est tronqué.
L’effet transactivateur du géne X
pourrait alors étre utilisé en deux
temps : dans une phase précoce, ou
Pactivité de la protéine X du génome
non intégré consisterait a augmenter
la réplication du virus en agissant sur
les génes viraux, et peut-étre égale-
ment sur des genes cellulaires ; dans
une phase tardive, au cours de
laquelle le génome intégré, réarrangé
ct non réplicatif, affecterait par son
expression la multiplication et la dif-
férenciation cellulaire.

® Augmentation de P’expression du
géne c-myc et formation de tumeurs
chez les souris nude

La transfection de cellules de souris
NIH3T3 par un vecteur exprimant la
protéine X induit I’augmentation de
Pexpression du geéne ¢-myc. L’injection
de telles cellules transfectées induit
chez les souris nude la formation de
tumeurs [42]. De plus, des cellules
hépatiques de rat immortalisées par
I’antigéne T du SV40, mais non mali-
gnes, puis transfectées par ’ADN du
VHB, donnent des clones stables de
cellules répliquant le VHB. Ces clo-
nes cellulaires possédent les caractéris-
tiques de croissance de cellules mali-
gnes et leur injection a des souris nude
induit le développement d’hépatocar-
cinomes [43]. L’ADN viral y apparait
réarrangé, et I’expression du geéne X
semble maintenue dans la plupart des
cellules reclonées a partir de la tumeur
initiale. Cette étude apporte la pre-
miére démonstration que le VHB a un
potentiel oncogénique dans un systeme
expérimental.

® Développement
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d’hépatocarcinomes chez les souris
transgéniques

Il existe plusieurs lignées dec souris
transgéniques exprimant lec génc X,
soit a partir du génome viral cntier,
soit a partir de constructions contenant
lc géne X sous le contrdle de promo-
teurs inductibles. Dans ces conditions,
certaines souris ont développé un
hépatocarcinome ct d’autres non. Par
exemple, plusicurs lignées de souris
transgéniques possédant le geénc X
sous le contrdle de la région régula-
trice du génc humain af-antitrypsine
ont été établics, et ’expression de la
protéine X dans le foie de ces ani-
maux a ét¢ démontrée. L’analysc des
cffets potentiellement pathologiques de
la protéine X, in vivo, indique que la
protéine X ainsi exprimée n’induit
que quelques dommages hépatiques
mais pas d’hépatocarcinome [44].
Cependant, réccmment, il a été ¢éta-
bli que lorsque le géne X est exprimé
a partir de son propre promotcur asso-
cié a Enl, un pourcentage tres impor-
tant de souris développent un hépato-
carcinome, les souris males étant plus
susceptibles (90 %) que les souris
femelles (60 %) [45] (m/s n° 7, vol. 7,
p. 743). Ces obscrvations sont cn
accord avec les données épidémiologi-
ques de la fréquence des hépatocarci-
nomes consécutifs a 'infection par le
VHB. L’expression du génc X n’cst
pas décelée dans toutes les ccllules du
foie de ces souris transgéniques, ce qui
pourrait étre cn rclation avec I’état de
différenciation des sous-populations de
cellules hépatiques. L’enscmble de ces
données suggerc que I’expression du
geéne X, in vivo, cst en corrélation avec
le développement du cancer du foie.
En conclusion, le géne HB-X jouc un
role important de transactivateur indi-
rect de genes viraux et cellulaires et
pourrait étre impliqué dans le poten-
tiel oncogénique du virus de I’hépa-
tite B.

Le réle transactivateur attribué au
géne X dans la réplication ct dans
I’oncogeneése pourrait étre encore plus
complexe si, comme cela est possible,
plusicurs protéines sont codées par ce
gene W
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Summary

The X gene of the hepatitis B
virus transactivator and poten-
tial oncogene

Hepatitis B virus (HBV) contains
an open reading frame (ORF) cal-
led X which can encode a 17 kDa
polypeptide of 154 amino-acids.
This protein is antigenic in man
and represents a new serological
marker of the HBV infection. The
X-ORF encodes a transcriptional
activator capable of stimulating the
expression of genes under the con-
trol of the HBV enhancer as well
as several RNA polymerase II and
IIT promoters. This protein has an
intrinsic serine/threonine protein-
kinase activity which could be
related to its transactivation func-
tion. The X protein does not bind
directly to DNA but functions
very likely by interacting with —
or modifying — multiple cellular
factors involved in transcription
regulation. Stably transfected clo-
nes display malignant growth cha-
racteristics. Transgenic mice
expressing the X gene product
alone develop hepatocellular carci-
nomas. These data taken alto-
gether suggest that the HBV-X
protein, by its transactivating acti-
vity, plays a central role in viral
hepatocarcinogenesis.

E. Elfassi.



