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La culture du virus de I’'hépatite B in vitro
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Malgré I'existence de vaccins efficaces,
le contrdle de I'infection par le virus
de I’hépatite B (VHB) reste difficile a
I’échelle mondiale. On estime que 5 %
de la population mondiale souffre
d’infection chronique par le VHB,
lequel représente une cause majeure
d’hépatite chronique évoluant vers la
cirrhose et le cancer primitif du
foie [1].

La grande quantité de virus circulant
dans le sang de certains sujets infectés
ainsi que la transmission intra-
familiale, trés fréquente en pays
d’endémie, indiquent que le VHB est
extrémement infectieux. Malgré cela, le
VHB n’a jamais pu étre cultivé in wtro
sur des lignées cellulaires habituelle-
ment utilisées en virologie médicale. Le
tropisme exclusivement hépatique du
virus et la difficulté de maintenir des
hépatocytes humains différenciés en
culture expliquent I’absence de systeme
de propagation du VHB in utro. Cette
absence a retardé la compréhension des
mécanismes de pathogénicité du VHB,
ainsi que I'étude de la réplication virale
et des interactions entre virus et cel-
lule hoéte. Pour contourner ce pro-
bléme, au moins trois modeles alter-
natifs ont été développés.

Le premier est fondé sur I’existence de
virus d’organisation génétique identi-
que au VHB, infectant la marmotte
américaine, différentes especes d’écu-
reuils, de canards et d’échassiers. Ces
virus, maintenant regroupés dans la
famille des hepadnaviridze, ont grande-
ment contribué a I’étude des mécanis-
mes de réplication du VHB. La mar-
motte, infectée chroniquement par son
hepadnavirus, constitue un modetle
particulierement intéressant pour
I’étude moléculaire du cancer primitif
du foie [1].

Les souris transgéniques pour le
génome du VHB constituent le
deuxieme modele, lequel a été large-

ment décrit dans ces colonnes [2]. Ces
animaux transgéniques ont permis
d’étudier la spécificité d’expression des
geénes viraux dans certains organes, et
le role régulateur d’hormones dans
cette expression. Plus récemment, ce
modele a permis de proposer un méca-
nisme de survenue de 1’hépatocarci-
nome au cours de I'infection chronique
B : les animaux accumulant les protéi-
nes virales d’enveloppe dans le réticu-
lum endoplasmique des hépatocytes
évoluent vers une cytolyse intense avec
apparition de nodules de régénération,
puis d’un hépatocarcinome [1-3].

Le troisitme modele repose sur I’intro-
duction de ’ADN viral, par transfec-
tion ou micro-injection, dans des cel-
lules maintenues en culture. Ces tech-
niques ont permis d’étudier les méca-
nismes de régulation de !’expression
des génes du VHB, la structure,
I’assemblage et le transport des parti-
cules sub-virales [4]. La transfection de
lignées continues d’hépatocarcinome ou
d’hépatoblastome avec le génome com-
plet du VHB puis le clonage de ces
lignées transfectées ont permis d’isoler
des clones producteurs de virus com-
plets [5-9], lesquels sont infecticux chez
le chimpanzé [10, 11]. Ces systemes de
culture du VHB confirment les notions
acquises en clinique en montrant que
la réplication virale n’est pas directe-
ment cytotoxique pour la cellule infec-
tée. La morphologie et la distribution
intracellulaire des particules virales
complétes peuvent étre examinées dans
des clones de la lignée d’hépato-
blastome HepG2 transfectée [12]. La
maturation du VHB a lieu dans le
réticulum endoplasmique (figure 1) et de
larges vésicules cytoplasmiques. Une
exocytose de ces vésicules semble cons-
tituer un mécanisme pour le transport
extracellulaire des particules virales, ce
qui peut expliquer ’absence de cyto-
toxicité directe au cours de la réplica-
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tion [12]. La comparaison des diffé-
rents clones de la lignée HepG2 aprés
transfection avec le génome complet
permet d’analyser les événements cel-
lulaires liés a la réplication virale com-
plete et ceux liés a une simple synthese
de protéines virales sans maturation de
virions. Une réplication virale abortive
peut ainsi conduire a ’accumulation de
capsides virales dans le noyau cellulaire
et, a un haut niveau, cette accumula-
tion devient cytotoxique [13]. En
outre, I'étude des cellules HepG2
transfectées montre que la réplication
virale s’accompagne d’une plus grande
expression des antigénes d’histocompa-
tibilité, exprimés a la membrane
hépatocytaire [14]. Cette expression
accrue pourrait faciliter la reconnais-
sance des cellules infectées par les cel-
lules T cytotoxiques et contribuer a
I'inflammation et a la nécrose hépa-
tocytaire observées in wivo. La propa-
gation du VHB en culture apporte
donc des informations complémentaires
de celles obtenues avec le modele des
souris transgéniques dans la compré-
hension de la pathogénicité directe ou
indirecte.

Les systtmes initiés par transfert de
génomes complets dans des cellules en
culture peuvent permettre, par ailleurs,
de tester in viro les caractéristiques de
virus mutants : on a pu ainsi montrer
que des VHB mutés dans la région
pré-c et potentiellement impliqués dans
des hépatites B séveres (m/s n° 7,
vol. 7, p. 742) étaient capables de répli-
cation complete [13]. Enfin, ces syste-
mes de culture du VHB i wtro pré-
sentent un intérét majeur pour 1’éva-
luation des agents antiviraux utilisés
dans le traitement des hépatites chro-
niques B [16] W
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Figure 1. Virus de I'hépatite B détecté en microscopie électronique dans
des coupes ultrafines de cellules de la lignée d'hépatoblastome HepG2
transfectée. La fléche indique cinq virions dans une structure cellulaire compati-
ble avec le réticulum endoplasmique. La barre représente 100 nanométres.
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