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NOUVELLE

Les G-quadruplex favorisent
la réplication du virus

de I’hépatite B en activant
la transcription de I’ADNccc
et sa séparation de phase
dans les hépatocytes

Guillaume Giraud, Barbara Testoni

> Les G-quadruplex (G4) désignent des
structures secondaires non canoniques
des acides nucléiques impliquant des
séquences nucléotidiques particulieres
riches en guanine (G). U'analyse biophy-
sique de plusieurs G4 identifiées dans
le génome humain a permis de prédire
la séquence consensus G,3 — Nj_7 - Gy3
- Ni7 - Gy3 — Ni_7 - G,3, dans laquelle
les N représentent tous les nucléotides
formant une boucle entre les structures
planaires constituées par les liaisons
hydrogene de Hoogsteen liant les gua-
nines entre elles ! (Figure 14). Ces G4
sont des structures trés dynamiques, qui
subissent des cycles répétés de forma-
tion et résolution sous I'effet de pro-
téines qui les reconnaissent [1]. Des
expériences d’immuno-précipitation de
la chromatine a 'aide d’un anticorps
spécifique de ces structures, combinées
a du séquencage de ’ADN a haut-débit,
ont permis d’en identifier pres de 700 000
dans le génome humain, avec une pré-
pondérance dans des régions impliquées
dans I’expression génique, telles que les

! ’appariement de Hoogsteen est un type d’apparie-
ment canonique dans les acides nucléiques, impliquant les
purines. Les liaisons hydrogeéne dans les paires de Hoogsteen
impliquent une face de la purine différente de la face « Wat-
son-Crick », et en particulier les positions N7 et le groupe-
ment oxo ou amino en position 6. Les quadruplexes de G (ou
tétrades de G) sont des structures a quatre brins contenant
des guanosines (G). Les interactions entre les quatre brins se
font par des appariements de type Hoogsteen entre quatre G
situées dans le méme plan. Cette structure est stabilisée par
la présence d’un cation monovalent au centre de la tétrade.

m/s n® 4, vol. 40, avril 2024
https://doi.org/10.1051/medsci/2024035

promoteursz. €n accord avec ce constat,
plusieurs études montrent I'importance
de ces structures G4 dans la régulation
transcriptionnelle de nombreux génes,
comme I'oncogéne c-MyC [2, 3]. Elles
constituent également des plateformes
de recrutement de protéines régulatrices
de I’expression génique. Certaines de ces
protéines, comme la protéine FUS (fused
in sarcoma), sont capables de s’oligo-
mériser et de former ainsi, dans le noyau,
des « organelles sans membrane » selon
un processus de « séparation de phase »
(Figure 1A). Ces organelles favorisent les
interactions entre plusieurs protéines
et acides nucléiques impliqués dans un
méme processus biologique, rendant ainsi
plus efficace une réponse de la cellule
a son environnement. Des structures G4
ont également été identifiées dans le
génome de nombreux virus, et sont impli-
quées dans différentes étapes de leur
réplication [4]. Une analyse in silico des
séquences des génomes viraux a mon-
tré 'existence d’une corrélation entre le
nombre de structures G4 contenues dans
le génome viral et la propension du virus
a provoquer une infection chronique chez
son hote [5].

Linfection chronique de prés de
300 millions de personnes dans le

% Le promoteur d’un géne est un segment d’ADN qui contrdle
I’expression de ce gene. Le promoteur se lie a une enzyme,
I’ARN polymérase, qui « lit » ensuite la séquence nucléoti-
dique du géne et synthétise une molécule d’ARN complémen-
taire de cette séquence (processus de transcription).
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monde par le virus de I’hépatite B
augmente considérablement leur
risque de développer des maladies
séveres du foie, notamment un hépa-
tocarcinome. Or les médicaments
actuels, malgré leur efficacité pour
maintenir I’infection sous controle, ne
permettent pas d’éliminer complete-
ment le virus a cause de la persistance
d’un minichromosome viral : I’ADN cir-
culaire clos de facon covalente ou
ADNccc. Une fois ’ADNccc établi dans
le noyau des hépatocytes infectés,
cet épisome est « chromatinisé », et
il constitue alors la matrice unique
pour la transcription des ARN viraux
par ARN polymérase Il de la cellule
hote. 'un de ces ARN viraux, I’ARN
pré-génomique, est rétro-transcrit en
ADN et encapsidé pour former de nou-
velles particules virales infectieuses
(Figure 1B) [6]. La phase nucléaire
du cycle viral est donc essentielle a
la réplication du virus de I’hépatite
B, et constitue une cible prometteuse
pour le développement de nouvelles
thérapies visant a guérir les patients
de P’infection chronique. Pour tenter
d’atteindre cet objectif, il importe de
mieux comprendre le contrdle de I"ac-
tivité transcriptionnelle de I’ADNccc.

Une étude paléogénomique a montré
que, comparativement aux génomes
ancestraux, les génomes actuels du
virus de I’hépatite B présentent une
plus grande proportion de structures
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Figure 1. Importance fonctionnelle des structures G-quadruplex dans [’expression des génes et dans la réplication virale : exemple du virus de I’hépa-
tite B. A. Les G-quadruplex (G4) désignent des structures secondaires non canoniques des acides nucléiques se formant dans des régions riches en
guanine (G), dont la séquence nucléotidique consensus est indiquée. Leur localisation préférentielle dans des régions régulatrices du génome et des
ARN humains en font des acteurs importants du contréle de I’expression génique, notamment de la transcription et de la traduction des transcrits en
protéines. Les structures G4 favorisent la « séparation de phase » dans le noyau cellulaire via le recrutement de protéines capables de s’oligomériser,
telles que la protéine FUS (elle s’oligomérise grice a son domaine PLD et se lie aux structures G4 par son domaine RGG3), et de former ainsi des conden-
sats nucléaires, qui sont impliqués dans différents processus biologiques comme la transcription. Ces structures G4 sont également présentes dans le
génome de différents virus, dont ils contribuent a la réplication, comme nous le montrons ici pour le virus de I'hépatite B [9]. B. Le virus de I’hépatite
B comporte une enveloppe et une capside contenant le génome viral : un ADN reldché circulaire partiellement double brin. Apres I’entrée du virus dans
les hépatocytes, la capside est importée dans le noyau et le génome viral est converti en « ADN circulaire clos de fagon covalente » (ADNccc), un
véritable épisome « chromatinisé ». Cet ADNccc est la matrice unique pour la syntheése, par I’ARN polymérase Il cellulaire, des ARNm viraux, dont PARN
pré-génomique, qui est ensuite rétro-transcrit et encapsidé pour produire de nouvelles particules virales infectieuses. Cette figure a été créée avec le
logiciel Biorender (www.biorender.com).

G4, qui se rapproche ainsi de la pro-
portion dans le génome humain [7]. Ce
mimétisme pourrait faciliter la prise
en charge de I’ADNccc par la machi-
nerie transcriptionnelle de I’h6te afin
de faciliter la réplication du virus. €n
particulier, deux structures G4 ont été
identifiées dans des régions régula-
trices de I’ADNccc, sans toutefois établir
de lien fonctionnel avec la réplication
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virale. D’autres travaux de recherche ont
montré I'importance de la localisation
nucléaire de ’ADNcce pour son activité
transcriptionnelle, suggérant, sans pour
autant le démontrer, que ce minichro-
mosome pourrait entrer en séparation
de phase [8]. €n revanche, le lien entre
la présence des structures G4 et cette
localisation nucléaire de "ADNccc n’a
jamais été établi.

Deux structures G4 situées dans

le premier enhancer® de ’ADNccc
favorisent la réplication du virus

de I’hépatite B

Nous avons donc cherché a déterminer
I"importance de structures G4 de ’ADNcce
dans son activité transcriptionnelle et

5 Un enhancer (en frangais, « amplificateur ») est une
séquence d’ADN régulatrice qui peut recruter des protéines
pour augmenter la transcription d’un géne.
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Figure 2. Les structures G4 de I’ADNccc viral favorisent son inclusion dans des condensats nucléaires contenant la protéine FUS et sa transcription,

donc la réplication active du virus. ’ADNccc, une fois établi dans le noyau des hépatocytes infectés, entre « en séparation de phase » dans des

condensats nucléaires contenant la protéine FUS, ce qui implique les structures G4 qu’il contient. Cela maintient une conformation chromatinienne

permissive pour sa transcription et favorise la production de nouveaux virions. Cette figure a été créée avec le logiciel Biorender (www.biorender.

com).

dans la réplication virale. Une analyse
in silico de la séquence nucléotidique
d’ADNcce du génotype D (majoritaire en
Europe) a permis de prédire la présence
de douze séquences (nommées PQSI1-
12) pouvant former des structures G4.
Des expériences de dichroisme circulaire?
ont confirmé que dix de ces séquences
forment en effet de telles structures in
vitro. Notre intérét s’est alors porté sur
les structures PQS4 et PQS5, qui se situent
dans le premier enhancer (enhancer I) de
’ADNccce, une région régulatrice indis-
pensable a la synthése de I’ensemble
des ARN viraux. Des cellules HepG2-NTCP
(un modele cellulaire couramment utilisé
pour étudier la réplication du virus de
I’hépatite B) ont été transfectées avec

4 Technique spectroscopique couramment utilisée pour étu-
dier la conformation des protéines et des acides nucléiques.
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des ADNccc portant des mutations dans
PQS4 ou PQS5 qui empéchent la forma-
tion de structures G4 in vitro, et nous
avons comparé la capacité de ces ADNcec
mutés a induire une réplication virale
avec celle d’ADNcce non muté. La quan-
tification des antigenes viraux sécrétés
(par la technique ELISA) et des formes
encapsidées d’ADN viraux ainsi que des
ARN viraux (par la technique de RT-PCR
quantitative) a montré que la muta-
tion de PQS4 ou de PSQ5 s’accompagne
d’une diminution de toutes les valeurs
mesurées, ce qui témoigne de la contri-
bution de ces deux structures G4 dans la
réplication du virus de I’hépatite B. Nous
sommes ensuite parvenus a établir que
PQS4 et PQS5 activent la transcription de
I’ADNccc. €n particulier, des expériences
d’immunoprécipitation de la chromatine
ont montré que la présence de mutations

dans PQS4 et PQS5 diminue le recrute-
ment de I’ARN polymérase Il par I’ADNcec,
et entraine un changement de marques
d’histones au profit de marques répres-
sives de la transcription [9].

L’ADNccc entre en « séparation

de phase » de maniére dépendante
des structures G4

Parmi les protéines recrutées par les
structures G4 et susceptibles de s’oli-
gomériser et de former des conden-
sats selon un processus de sépara-
tion de phase, figure la protéine FUS,
qui reconnait ces structures grdce a
son domaine RGG3 (arginine-glycine-
glycine). Cette protéine est impli-
quée dans le controle de I'expression
génique notamment par la formation
de condensats nucléaires favorisant la
transcription via son domaine « prion-



like » [10]. Nous avons émis I’hypo-
thése que PQS4 et PQS5 activent la
transcription de I’ADNccc en recru-
tant la protéine FUS et en favorisant
I’entrée de I’ADNccc dans des conden-
sats contenant cette protéine. Plu-
sieurs expériences dans les cellules
HepG2-NTCP infectées par le virus de
I’hépatite B ont permis de montrer
que la protéine FUS est effectivement
recrutée par ’ADNccc et induit son
activité transcriptionnelle de maniere
dépendante de la capacité de FUS a
se lier aux structures G4, particulie-
rement a PQS4 et PQS5. D’autre part,
une analyse des condensats nucléaires
contenant FUS a mis en évidence la
présence de I’ADNccc dans ces conden-
sats, de maniere dépendante de la
liaison de FUS aux G4, particulierement
a PQS5 [9]. Ces résultats apportent
donc des arguments convergents en
faveur de Iimportance fonctionnelle
de la séparation de phase de I’ADNccc
pour son activité transcriptionnelle. €n
accord avec ce postulat, une protéine
FUS défectueuse quant a sa capacité
a entrer en séparation de phase est,
contrairement a la protéine FUS non
mutée, incapable d’activer la trans-
cription de ’ADNccc [9].

Nous proposons donc un modele selon
lequel I’ADNccc, une fois établi dans

m's
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le noyau des hépatocytes infectés par
le virus de I’hépatite B, s'incorpore
a des condensats nucléaires formés
par la séparation de phase de la pro-
téine FUS grace a des structures G4
localisées dans la région régulatrice
enhancer I, ce qui, en favorisant une
conformation ouverte de la chroma-
tine de I’ADNccc, permet sa trans-
cription et la réplication du virus
(Figure 2) [9]. Ce modeéle ouvre la
voie au développement de nouvelles
thérapies ciblant les structures G4
afin d’obtenir une guérison fonction-
nelle des patients atteints d’hépatite
B chronique. ¢
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