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Introduction 

I. Généralités sur le VHC 

1. Découverte du VHC 

Au début des années 70, l’ensemble des hépatites viro-induites était associé aux 

virus de l’hépatite A et B, au cytomégalovirus ainsi qu’au virus d’Epstein-Barr. 

Cependant, des cas cliniques d’hépatite développée suite à une chirurgie et/ou 

transfusion de sang ont été rapportés comme non-associés à ces virus (Knodell et al. 

1975 ; Feinstone et al. 1975). Le Dr. Feinstone parle alors d’un nouvel agent 

responsable de ces cas cliniques qu’il nomme hépatite non-A, non-B (NANBH pour 

non-A non-B hepatitis) (Feinstone et al. 1975). 

 

Dans les années qui ont suivi, de nombreuses études se sont succédées afin de 

caractériser et comprendre l’agent responsable du NANBH. Des études sur des 

chimpanzés ont montré que le NANBH est provoqué par un agent pathogène 

transmissible par le sang (H. J. Alter et al. 1978). De plus, l’observation 

d’hépatocytes de chimpanzés présentant une NANBH a révélé la formation et 

l’accumulation de structures tubulaires anormales  (Y. K. Shimizu et al. 1979). La 

filtration de sérum de patients infectés a permis de déterminer la taille de l’agent 

pathogène entre  30 et 50 nm (D. W. Bradley et al. 1985 ; He et al. 1987).  

 

En 1989, le criblage d’acide désoxyribonucléique complémentaire (ADNc) obtenu 

à partir de sérum de patient entraîne l’identification de l’agent responsable de la 

NANBH. Il est alors nommé virus de l’hépatite C (VHC) (Choo et al. 1989). La 

présence d’anticorps anti-VHC dans le sérum de patient atteint de NANBH a pu alors 

être confirmé (Kuo et al. 1989) permettant le développement des premiers tests 

diagnostiques pour diminuer les cas de transmission par transfusion sanguine. 

 

 

 



 

19 

 

2. Epidémiologie du VHC 

Le VHC est depuis son identification en 1989 un problème de santé publique 

majeur. En effet, l’infection chronique par le VHC entraîne à terme le développement 

de lésions du foie tel que la fibrose, la cirrhose et l’hépatocarcinome 

(hepatocarcinoma : HCC). L’HCC représente l’un des cancers les plus agressifs avec 

700 000 morts estimés en 2012 (Ferlay et al. 2015 ; Torre et al. 2015). Dans son 

rapport l’organisation mondiale de la santé estime à 71 millions le nombre de 

personnes vivant avec le VHC au sein de la population mondiale en 2015 avec 1.75 

million de nouveaux cas cette même année (WHO Global hepatitis report, 2017).  

 

D’un point de vue mondial, la prévalence virémique globale du VHC est 

estimée à 1%. La Chine, le Pakistan, l’inde, l’Egypte et la Russie sont les pays 

présentant le plus fort taux d’infection (Figure 1) (Polaris Observatory HCV 

Collaborators 2017). 

(Polaris Observatory HCV Collaborators 2017). 

 Figure 1 : Nombre d’infections par le VHC par pays fin 2015.  

 

 

Le VHC présente une diversité génétique importante, il est classé en 8 

génotypes (1 à 8) basés sur la phylogénie et l’analyse de séquences virales, qui sont 

eux même divisés en plusieurs sous-types (P. Simmonds et al. 1994 ; Smith et al. 

2014 ; Borgia et al. 2018). 
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La répartition géographique de ces génotypes est variable, le génotype le plus 

représenté est le génotype 1 à 46.2 %, il est majoritairement localisé en Asie de l’Est 

et représente 1/3 des génotypes présents en Asie. Le génotype 3 est retrouvé à 

30.1%, il représente les 3/4 de l’ensemble des génotypes présents en Asie du Sud. 

Les génotypes 2, 4 et 6 sont responsables du reste des cas mondiaux à 

respectivement 9.1 %, 8.3 % et 5.4 % (Figure 2) (Messina et al. 2015). 

 

A l’échelle mondiale le nombre total d’infection par le VHC tend à diminuer 

depuis 2007 dû au développement de tests de dépistage sanguin et de virothérapie 

début des années 1990 (Polaris Observatory HCV Collaborators 2017). 

 

(Messina et al. 2015) 

Figure 2 : Prévalence des différents génotypes du VHC en fonction des régions GBD « Global burden 
of disease ».  
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3. Mode de transmission du VHC  

Le mode de transmission du VHC est majoritairement parentéral, la 

contamination se fait par contact direct avec du sang infecté ou du matériel souillé 

par celui-ci. Avant l’identification du VHC et le développement de tests de dépistage, 

la transmission se faisait par le biais de transfusions sanguines ou l’injection de 

produits dérivés du sang (Zou et al. 2010). Cette voie de contamination est devenue 

quasi-nulle mais elle reste tout de même importante dans les pays en 

développement ne pratiquant pas de dépistage préalable des poches de sang.  

 

Dans les pays industrialisés c’est la consommation de drogue par voie 

intraveineuse qui est devenue la voie principale de transmission notamment via le 

partage des accessoires, des cotons et la réutilisation d’aiguilles (Thorpe et al. 2002).  

  

Des études ont révélé l’existence d’une transmission verticale (de la mère à 

l’enfant) de l’ordre de 4-7% si la mère présente un taux élevé d’acide ribonucléique 

(ARN) viral dans le sang (M. J. Alter 2007). Ce risque de transmission augmente si la 

mère est co-infectée avec le virus de l’immunodéficience humaine (VIH) (Tovo et al. 

1997).  Le risque d’une transmission lors de l’allaitement est quant à lui nul (H. H. Lin 

et al. 1995). 

 

D’autres études ont mis en évidence la présence de VHC dans le sperme 

(Leruez-Ville et al. 2000) soulevant une possibilité de transmission par voie sexuelle. 

Cette éventualité a été démontrée comme rare et majoritairement restreinte aux 

pratiques sexuelles brutales, aux relations avec de multiples partenaires et aux 

hommes ayant des relations sexuelles avec d’autres hommes (Terrault et al. 2013). 

Le risque de transmission est d’autant plus important dans le cas de co-infection par 

le VIH. (Danta et al. 2007 ; van de Laar et al. 2009). 
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II. Histoire naturelle du VHC 

Le foie est un organe représentant 2 à 3% de la masse corporelle totale du corps 

humain. Il est impliqué dans de nombreuses fonctions : métaboliques, d’excrétion et 

d’immunité (Corless and Middleton 1983). Son intégrité peut être compromise 

notamment par des infections virales telles que celle par le VHC conduisant à une 

hépatite (Choo et al. 1989). Ces hépatites peuvent être bégnines et ne durer que 

quelques semaines ou évoluer en une forme plus grave s’installant à vie. Suite à une 

infection par le VHC les patients développeront une phase aigüe qui dans 30% des 

cas sera résolutive et dans 70% évoluera vers une hépatite chronique avec un risque 

de développement de cirrhose de 20-30% sur une période de 30 ans (Figure 3). En 

2016, l’OMS estime que 399 000 personnes sont mortes de l’hépatite le plus souvent 

due à une cirrhose ou un HCC. 

 

 

 

 

Figure 3 : Evolution de l’infection par le 
VHC chez les patients 
L’ensemble des patients développe une 
infection aigüe qui sera soit résolutive (30% 
des cas) soit deviendra chronique (70% des 
cas). Une fois la chronicité établie, le 
patient développera une hépatite chronique 
dans 95% des cas entrainant des lésions 
du foie menant vers le développement 
d’une cirrhose et d’un HCC.   

 

 

 

 

 

1. Infection aigüe 

 

Le temps d’incubation de la phase aigüe est d’environ 7 semaines (4-20 

semaines selon les individus), la présence de symptômes va concerner uniquement 

un tiers des patients. Ces symptômes seront variables et souvent similaires à ceux 

développés lors de nombreuses infections virales : fièvre, fatigue, manque d’appétit, 
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nausées, vomissements, douleurs articulaires. D’autres symptômes plus 

caractéristiques d’une hépatite peuvent aussi survenir mais ils sont plus rares : 

jaunisse, coloration sombre des urines, coloration grisâtre des selles ou encore des 

douleurs abdominales (Harvey J. Alter et al. 1989; J. H. Hoofnagle 1997).  

Seuls quelques cas d’hépatites fulminantes associées au VHC ont été 

reportés, notamment celles associées à la souche de VHC « Japanese fulminante 

hepatitis 1 » (JFH1) (T. Kato et al. 2001). 

Cette phase pouvant être asymptomatique ou passer complétement inaperçue 

se révèle extrêmement compliquée à étudier. Dans les études réalisées, il est décrit 

qu’entre 30% des individus vont éliminer le virus naturellement (Figure 3) (Westbrook 

and Dusheiko 2014). Cette élimination spontanée du VHC par le patient est appelée 

infection résolutive. Elle a été associée à différents facteurs de l’hôte. Tout d’abord à 

des facteurs génétiques incluant l’allèle DQB1*0301 du complexe majeur 

d’histocompatibilité (CMH) de classe II (Alric et al. 1997), ainsi qu’un polymorphisme 

en amont du gène codant pour ILB28b (Thomas et al. 2009). D’autres études ont 

montré que les individus jeunes et les femmes présentent une meilleure élimination 

du virus (Yeung et al. 2007 ; Grebely et al. 2014). Pour finir, il a été montré qu’une 

apparition rapide d’anticorps neutralisant anti-VHC augmente les chances 

d’élimination du VHC (Osburn et al. 2014). 

Dans le cas d’absence d’élimination du virus, le patient développera la forme 

chronique de l’infection. 

 

2. Infection chronique  

Dans la majorité des cas, l’infection aigüe va déboucher sur une forme 

chronique de l’infection. L’hépatite chronique va évoluer sur plusieurs années et en 

plusieurs étapes. L’évolution étant silencieuse, les patients sont généralement 

diagnostiqués uniquement lors de complications hépatiques graves. La phase 

chronique correspond à une persistance d’un taux élevé d’ARN du VHC et d’alanine 

transaminase (ALAT) (Barrera et al. 1995). 

 Le premier stade d’évolution de la maladie est la fibrose, il s’agit de 

l’apparition de dommage chronique du foie conjugué à l’accumulation excessive de 

matrice extracellulaire (collagène, lamine, élastine, fibronectine, …). Les lésions 

hépatiques générées par l’infection vont conduire à la régénération des cellules 
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parenchymateuses et le remplacement des cellules nécrotiques ou apoptotiques 

accompagnées d’une réponse inflammatoire entrainant un dépôt limité de matrice 

extracellulaire. Lors de l’infection chronique cette régénération du foie échoue et les 

hépatocytes sont remplacés par de la matrice extracellulaire. L’inflammation 

suractive les cellules stellaires hépatiques qui vont produire de la matrice 

extracellulaire en abondance et entraîner une accumulation du tissu cicatriciel 

fibroblastique (Bataller and Brenner 2005; Sebastiani, Gkouvatsos, and Pantopoulos 

2014).  

 

Le second stade d’évolution de l’infection chronique est la cirrhose c’est un 

stade avancé de la fibrose hépatique et elle va concerner 20 à 30% des patients 

dans les 20-30 ans après l’infection (Figure 3) (T. Poynard, Bedossa, and Opolon 

1997). Il s’agit de l’isolation des tissus lésés par des septas fibreux donnant alors des 

nodules de régénération. Les conséquences cliniques sont l’altération de la fonction 

hépatocytaire et l’augmentation de la résistance intrahépatique (Schuppan and 

Afdhal 2008). L’installation de la cirrhose va conduire à l’apparition de symptômes 

hépatiques : fatigue, faiblesse musculaire, rétention de fluide, jaunisse, urine noirâtre 

et des  démangeaisons (J. H. Hoofnagle 1997). De plus la cirrhose augmente les 

risques de développement d’HCC de 1-7% par an (Figure 3), c’est la deuxième 

cause de décès liée au cancer dans le monde (Goossens and Hoshida 2015).  

 

3. Manifestation extra-hépatiques 

 

Dès les années 1990 le VHC a été associé à des manifestations extra-

hépatiques (Cacoub et al. 1999). Elles peuvent être liées à une sur-activation du 

système immunitaire et du système inflammatoire.  

 

Parmi ces manifestations, on trouve la cryoglobulinémie mixte qui est causée 

par la présence de cryoglobulines (immunoglobine précipitant à des températures 

inférieures à 37°C) dans le sérum. Ces cyroglobulines sont produites lors de la 

réponse immunitaire contre le VHC entraînant une lymphoproliphération bénigne qui 

peut évoluer vers un syndrome lymphoprolifératif agressif (Cacoub et al. 2016). Le 

lymphotropisme s’accorde avec la détection de VHC dans les cellules mononuclées 

du sang (Zignego et al. 1992) et a été confirmé  in vivo  et in vitro  (Sung et al. 2003). 
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Les manifestations cliniques sont diverses et peuvent toucher la peau (purpura, 

ulcère cutané chronique, …), le système nerveux (axonopathie sensorielle, 

mononévrite multiple), ou encore les reins (glomérulonéphrite) (Cacoub et al. 2016).  

Le développement de troubles neurologiques et psychiatriques avec des 

symptômes impactant la qualité de vie des patients : fatigue, dépression, 

dysfonctionnement cognitif ont aussi été associés au VHC (Yarlott, Heald, and 

Forton 2017). Le VHC serait capable d’infecter les cellules de la barrière hémato-

encéphalique (BHE) et ainsi entraîner une perméabilisation de la BHE (Fletcher et al. 

2010; 2012). Une étude post-mortem sur des cerveaux de patients atteints d’hépatite 

chronique a montré que le VHC est un facteur de risque dans le développement 

d’une artériosclérose (Morgello et al. 2014).  
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III. Réponse immunitaire contre le VHC 

 

L’organisme possède deux lignes de défense contre les pathogènes : 

l’immunité innée et l’immunité acquise. Ensemble, elles permettent la 

reconnaissance des éléments étrangers et la mise en place d’une réponse 

immunitaire adaptée pour les éliminer. Lors d’une infection par le VHC ces réponses 

immunitaires vont être déterminantes dans la persistance du VHC dans l’organisme. 

Seule une réponse efficace de l’organisme permettra l’élimination du VHC 

conduisant à une infection résolutive, au contraire une réponse inefficace va 

entraîner la chronicité de l’infection (Figure 4).  

 

 Figure 4 : Réponse immunitaire en réponse à l’infection par le VHC. 
La réponse adaptative se met en place après la réponse innée (rose) et la complémente par la 
réponse humorale par le biais d’une production d’anticorps anti-VHC (bleu) et une réponse cellulaire 
LT spécifique (orange). Adapté d’après (J. H. Hoofnagle 1997; Shin, Sung, and Park 2016)   
 

1. Réponse immunitaire innée 

 

Les cellules de l’organismes sont capables de reconnaitre des motifs viraux 

spécifiques, les motifs moléculaires associés aux agents pathogènes (pathogen-

associated molecular patterns : PAMPs). Ces motifs sont reconnus par des senseurs 

membranaires et cytoplasmiques, les récepteurs de reconnaissance de motifs 

(pattern-recognition receptors : PRRs). Ces PRRs vont pouvoir reconnaitre des 

PAMPs tels que l’ADN génomique, l’ARN simple brin et double brin (ARNsb et 

ARNdb), l’ARN 5’-triphosphate et les protéines virales présents dans la cellule. Trois 

classes de PRRs ont été décrites comme spécifiques de la détection virale : les 

récepteurs de type Toll (Toll-like receptors : TLRs), les récepteurs de type RIG-I 
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(Retinoic acid-inducible gene I-like receptors : RLRs) et les récepteurs de type NOD 

(NOD-like receptors).  

 

Les RLRs détectent l’ARN cytosolique du VHC dans les cellules infectées. La 

protéine RIG-I (retinoic acid-inducible gene I) reconnait préférentiellement les 

séquences d’ARN marquées un 5’ tri-phosphate contenant des motifs poly-U/UC  

(Sumpter et al. 2005 ; Hornung et al. 2006). La reconnaissance du PAMPs active un 

changement de conformation de RIG-I qui expose son domaine CARD (domaine de 

recrutement de caspase) permettant son interaction avec Mitochondrial antiviral-

signaling protein (MAVS) au niveau des membranes externes des mitochondries. 

L’interaction RIG-I/MAVS engendre l’activation de deux facteurs de transcription : les 

facteurs régulateurs de l’interféron 3 et 7 (IRF-3 et IRF-7), ainsi que le facteur 

nucléaire κB (NF- κB) (Seth et al. 2005). Ils vont permettre la production d’interférons 

(IFN) : de type I (IFN-α et IFN-β) et de type III (IFN- λ) et de cytokines pro-

imflamatoires. Les IFN sécrétés vont se lier à des récepteurs nommés IFN-α receptor 

permettant la stimulation autocrine et paracrine de la voie de signalisation JAK/STAT 

(Janus kinase / Signal transducers and activators of transcription). L’activation de la 

voie JAK/STAT entraîne la transcription de nombreux gènes stimulés par les 

interférons (ISGs) afin de contrôler l’infection et d’induire l’état antiviral (Horner and 

Gale 2013) (Figure 5). 

 

Un autre RLR, melanoma differentiation-associated gene 5 (MDA5), a été 

montré comme capable de reconnaitre l’ARN du VHC, plus particulièrement sa forme 

réplicative en ARNdb. MDA5, comme RIG-I, possède un domaine CARD qui, en 

interagissant avec MAVS, induit une réponse interféron (Cao et al. 2015). 

Ces deux détecteurs, RIG-I et MDA5 agissent de manière séquentielle, la réponse 

IFN médiée par RIG-I domine en début d’infection alors que celle médiée par MDA5 

est plus tardive (Hiet et al. 2015) (Figure 5). 

 

La protéine kinase R (PKR) participe aussi à la détection précoce du VHC, 

c’est un senseur d’ARNdb (Robertson and Mathews 1996). Le ligand de PKR est 

l’IRES présente dans l’extrémité 5’UTR du génome du VHC (Arnaud et al. 2010 ; 

2011). PKR vas inhiber la réponse antivirale en phosphorylant un facteur d’initiation 
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de la synthèse protéique, eIF2α, ihnibant ainsi l’initiation de la synthèse protéique de 

l’hôte, notamment celle des facteurs antiviraux (Chong et al. 1992). Seule la 

traduction des ARN messagers (ARNm) de la cellule est touchée, le VHC y est 

insensible (Koev, Duncan, and Lai 2002). La liaison de PKR au VHC active aussi une 

cascade de signalisation entraînant l’induction d’ISGs et la production d'IFN-β par la 

voie MAVS/IRF-3 (Arnaud et al. 2011) (Figure 5).  

 

 

Figure 5 : 
Réponse 
immunitaire innée 
induite à la 
détection du VHC 
au sein des 
hépatocytes. 
Le système 
immunitaire va 
reconnaitre l’ARN 
du VHC : 
l’intermédiaire de 
réplication 
(ARNdb), 
l’ARNsb, l’IRES 
sont reconnus 
dans le cytosol 
respectivement 
par MDA-5, RIG-I 
et PKR. TLR-3 
détecte l’ARNdb 
dans les 
endosomes 

provenant du milieu extra-cellulaire. La reconnaissance de ces PAMPs par les PRRs entraîne une 
cascade de signalisation permettant la traduction de cytokines, d’IFNs, d’ISGs. Les IFNs produits vont 
avoir une action autocrine et paracrine sur les cellules adjacentes activant à leur tour la production 
d’ISGs et une réponse inflammatoire. 
 

Le TLR 3 est aussi impliqué dans la détection du VHC, c’est un senseur 

d’ARNdb dans les endosomes. Les signaux TLR3 sont transmis dans la cellule par la 

protéine adaptatrice TIRF (TIR-domain-containing adaptator-inducing interferon-β) 

qui active IRF-3 et NF-kB menant à la production d’IFN de type I, de cytokines et de 

chimiokines pro-inflammatoires (Takeuchi and Akira 2009). Dans le cas du VHC, le 

ligand de TLR3 a été identifié comme l’ARNdb correspondant à son intermédiaire de 

réplication (Figure 5). Celui-ci s’accumule tardivement au cours du cycle viral, d’où 

une activation tardive de TLR3 (3-4 jours après l’infection) (K. Li et al. 2012). De plus 

l’activation de TLR3 dans les cellules peut aussi avoir lieu par absorption de 

d’ARNdb du VHC extracellulaire (provenant de cellules mourantes ou du milieu 
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extracellulaire) via les récepteurs scavenger (Dansako et al. 2013) (Figure 5). 

L’action de TLR3 fonctionne comme un système de détection secondaire du système 

immunitaire inné intervenant après la détection initiale du VHC par RIG-I.  

 

Il a été rapporté que l'induction de l’état antiviral et les réponses pro-inflammatoires 

de TLR3 et RIG-I pourraient contribuer à la pathogenèse du VHC, comprenant 

l’inflammation du foie et la progression en fibrose au cours de l’infection chronique, 

bien que les mécanismes restent inconnus (Horner and Gale 2013). 

 

2. Réponse immunitaire adaptative 

La réponse immunitaire innée peut limiter la réplication du VHC et sa 

dissémination, mais elle permet rarement une élimination immédiate de l’infection 

sans l’action du système immunitaire adaptatif. La réponse adaptative à l’infection 

par le VHC est caractérisée par deux réponses : la réponse humorale et la réponse 

cellulaire. 

La réponse humorale consiste en la production d’un large spectre d’anticorps 

dirigé contre les épitopes du VHC (Figure 4). Cependant, la plupart d'entre eux n'ont 

pas d'activité antivirale pertinente et seule une petite fraction d'anticorps est capable 

d'inhiber la liaison et l’entrée du VHC. Ces anticorps sont appelés «anticorps 

neutralisants» (Logvinoff et al. 2004). La majorité de ces anticorps est dirigée contre 

les glycoprotéines E1 et E2 (Edwards et al. 2012). Leur rôle protecteur contre 

l’infection été mis en évidence pour la première fois chez le chimpanzé (Farci et al. 

1991 ; Pestka et al. 2007). Cependant la présence d’anticorps seule n’est pas 

suffisante pour permettre l’élimination du virus (Logvinoff et al. 2004) et nécessite le 

soutien d’une seconde réponse adaptative (Figure 4).  

Il s’agit de la réponse cellulaire, elle se met en place au cours de la phase 

aigüe de l’infection et se caractérise par une forte réponse des lymphocytes T (LT) 

avec une diminution de la charge virale, notamment chez les patients résolvant 

l’infection, (Lechner et al. 2000 ; Thimme et al. 2001) (Figure 4). Ces données ont été 

confirmées par l’observation d’une corrélation entre l’augmentation de l’expression 

d’IFN-γ et la diminution du titre viral lors de la phase d’infection aigüe chez les 

chimpanzés (Shin et al. 2006). De plus, des chimpanzés déplétés de LTCD4
+ ou 

LTCD8
+ ne sont plus en mesure d’éliminer le virus  (Arash Grakoui et al. 2003; 
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Shoukry et al. 2003). Parmi les LT impliqués dans la réponse contre le VHC les 

acteurs principaux sont LTCD8
+, ils vont contrôler l’infection. Les LTCD4

+ quant à eux 

servent de support permettant de prévenir l’apparition de résistance du VHC contre 

les LTCD8
+. 

 

Les LTCD4
+ reconnaissent les antigènes viraux présentés par le CMH de 

classe II (Day et al. 2002 ; Schulze zur Wiesch et al. 2005) entraînant la production 

d’Interleukines (IL) (Kared et al. 2013).  

 

Le LTCD8
+ sont détectés dans le sang périphérique 6 à 8 semaines après 

l’infection corrélant avec : la hausse des enzymes hépatiques tel que l’ALT 

(indication de la mort d’hépatocytes), l’apparition de symptômes cliniques et une forte 

diminution de la charge virale (Lechner et al. 2000 ; Thimme et al. 2001 ; Cox, 

Mosbruger, et al. 2005). Les LTCD8
+ reconnaissent les antigènes viraux présentés par 

le CMH de classe I (Schmidt, Thimme, and Neumann-Haefelin 2011) activant la 

réponse antivirale par deux modes d’actions : cytolytique ou non cytolytique.  La voie 

cytolytique consiste à tuer directement les cellules infectées, cette cytotoxicité va être 

médiée par des récepteurs FAS et son ligand FAS-L ou par la sécrétion paracrine de 

perforines. La voie non cytolytique entraîne la sécrétion de cytokines antivirales par 

les LTCD8
+ : IFN-γ et le tumor necrosis factor alpha. C’est la voie non cytolytique qui 

est utilisée par les LTCD8
+ face au VHC (Jo et al. 2009), malgré la mise en évidence 

in vitro d’une sensibilité à la cytolyse pour les cellules porteuses du réplicon du VHC. 

Il s’avère que des patients infectés par le VHC présentent des LTCD8
+ ne sécrétant 

qu’une faible quantité de perforine, suggérant le rôle mineur de la voie cytolytique 

dans l'infection naturelle par le VHC (Jo et al. 2012). 

 

3. Contre-attaque du VHC face au système immunitaire 

La fréquence d’établissement d’une infection chronique chez les patients 

s’explique par la capacité de VHC à échapper au système immunitaire inné et 

adaptatif.  
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a) Echappement au système immunitaire inné 

C’est la protéine non structurale NS3-4A qui est au centre de cette contre-

attaque contre le système immunitaire inné. Tout d’abord elle peut bloquer la 

cascade de signalisation enclenchée par RIG-I, par le clivage de MAVS (Foy et al. 

2005 ; X.-D. Li et al. 2005 ; Baril et al. 2009), abrogeant ainsi la production d’IFN et 

favorisant l’installation d’un état chronique de l’infection. NS3-4A a une seconde cible 

protéolytique, il s’agit de TIRF, la protéine adaptatrice de la signalisation via TLR3 (K. 

Li et al. 2005), empêchant ainsi la détection tardive de l’infection par le VHC.  

Le VHC va aussi réguler l’activité PKR durant l’infection, lors de son activation 

il va inhiber la traduction des ARNm de la cellule hôte et notamment ceux des ISGs 

et des IFNs (Garaigorta and Chisari 2009; Arnaud et al. 2010). 

La protéine core peut inactiver la voie JAK/STAT en induisant l’expression de son 

inhibiteur SOCS3, ainsi que la dégradation de STAT1 (Figure 6) (Bode et al. 2003 ; 

W. Lin et al. 2005). Elle va aussi interagir directement avec STAT3 et activer la voie 

de signalisation associée nécessaire à la persistance de l’infection (Roca Suarez et 

al. 2018).  

 
 

Figure 6 : Contre-

mesure du VHC face 
au système 
immunitaire  
Le VHC échappe au 
système immunitaire 
inné par l’action de 
NS3-4A qui clive 
MAVS et TIRF les 
protéines impliquées 
respectivement dans 
la voie MDA-5/RIG-I et 
TLR3, impactant la 
production d’IFNs. 
L’activation de PKR 
par l’IRES va aussi 
jouer un rôle en 
inhibant la traduction 
des ARNm de la 
cellule hôte diminuant 
d’avantage la réponse 
IFN et la production 
d’ISG. 
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b) Echappement au système immunitaire adaptatif 

L’absence d’activité de correction de l’ARN polymérase ARN dépendante 

(RdRp) avec une erreur environ tous les 1000 nucléotides (Smith et al. 2014), 

entraîne une production de virions nommés quasi-espèce chez les patients (Bukh, 

Miller, and Purcell 1995). Les mutations en découlant sont majoritairement 

retrouvées au niveau des régions hypervariables (HVR) des glycoprotéines 

d’enveloppes du VHC (Kurosaki et al. 1993 ; von Hahn et al. 2007). Ces mutations 

sont responsables de l’évasion du VHC aux anticorps par la modification de l’épitope 

de reconnaissance de ces derniers (N. Kato et al. 1993 ; Bankwitz et al. 2010). 

De plus, l’association du VHC aux lipoprotéines permet de masquer certains 

épitopes et ainsi limiter l’exposition aux anticorps neutralisants (Fauvelle et al. 2016).  

Les glycanes joue également un rôle clé dans cette évasion immunitaire, en 

effet ils permettent de masquer les sites antigéniques ciblés par les anticorps 

neutralisants. Il a été montré que la suppression des N-glycanes entraîne une 

augmentation de l'immunogénicité E1E2 et peut induire une réponse anticorps plus 

puissante contre le VHC (Lavie et al. 2018) 

 

 La transmission cellule-cellule a aussi été montrée comme un moyen 

d’évasion du VHC pour échapper aux anticorps neutralisants (Brimacombe et al. 

2011). 

 

 La réponse LT est elle aussi contournée par le VHC. L’absence de l’activité 

correctrice de la RdRp du VHC responsable des quasi-espèces, va entraîner la 

présentation de peptides par le CMH muté et non-reconnu par les LT. Ces mutations 

peuvent aussi jouer un rôle en amont de la présentation et entraîner la dissociation 

du complexe CMH-peptide ou sa destruction lors de la protéolyse du peptide. Si il y a 

reconnaissance par les LT, la réponse peut être réduite ou altérée par rapport au 

peptide d’origine (Bowen and Walker 2005). La réponse des LTCD8
+ est très forte 

durant la phase aigüe de l’infection, mais lors de la mise en place de la chronicité de 

l’infection celle-ci faiblit (Figure 4). Ce phénomène est dû à une perte progressive 

des fonctions des LT par le biais de leur surexposition aux antigènes viraux. Les 

LTCD8
+ perdent alors leur capacité à sécréter des cytokines antivirales, comme l’IFN-

γ, ainsi que leur capacité à proliférer (Klenerman and Thimme 2012). Cet état de 
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fatigue des LTCD8
+ est caractérisé par l’augmentation de l’expression de récepteurs 

inhibiteurs comme PD-1 et la diminution de CD127 (Radziewicz et al. 2007 ; Golden-

Mason et al. 2007), ces cellules présentent alors un profil pro-apoptotique 

(Radziewicz et al. 2008). 

 

Pour finir, les patients infectés présentent une forte augmentation de cellules T 

régulatrices (Treg) dans le sang périphérique (Sugimoto et al. 2003 ; Ebinuma et al. 

2008). Ces Treg ont alors une activité suppressive sur la prolifération et la production 

d’IFN-γ des LTCD8
+ (Boettler et al. 2005 ; Rushbrook et al. 2005).   
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IV. Diagnostic et traitement du VHC 

L’absence de symptômes clairs à la suite d’une infection par le VHC, entraîne 

généralement un dépistage des patients tardif. Le développement des tests 

diagnostic après la découverte du VHC a permis en premier lieu, la diminution de la 

propagation du VHC par transfusion et l’adaptation des traitements en fonction de la 

souche virale du patient. Le diagnostic du VHC se base sur la détection de 

marqueurs viraux et cellulaires de l’infection : présence d’ARN viral, d’anticorps anti-

VHC et le taux d’ALAT. 

 

1. Les marqueurs viraux et cellulaires de l’infection par le 

VHC 

La première indication d’une infection par le VHC est une élévation de la 

concentration d’ARN du VHC détectable dans le sang 1-2 semaines après 

l’exposition (Farci et al. 1991), suivie d’une augmentation du taux d’ALAT et de 

bilirubine totale dans le sang avant même l’apparition de symptômes  (Cox, Netski, et 

al. 2005). L’ALAT est une enzyme majoritairement trouvée dans le foie et qui est 

relarguée dans le sang lors de la dégradation d’hépatocytes corrélant avec 

l’apparition de lésion du foie. La bilirubine est un pigment de couleur jaune présent 

dans la bile et provenant de la dégradation de l’hémoglobine, causant notamment 

l’apparition de jaunisse. L’apparition d’anticorps anti-VHC, appelée séroconversion, 

se fait environ 6 à 12 semaines après l’exposition au VHC selon les patients (M. J. 

Alter et al. 1990 ; Farci et al. 1991). Ces anticorps peuvent persister chez les patients 

durant des années même après élimination du virus (Figure 7A-B). 

 

Ainsi lors d’une infection résolutive, l’ARN du VHC est détectable dans le sang 

pendant quelques semaines, ainsi qu’un pic d’ALAT dans le sang, le taux de ces 

deux marqueurs va ensuite diminuer jusqu’à ne plus être détectable. Les anticorps 

anti-VHC quant à eux seront détectables dans le sang des patients pendant de 

longues années (J. H. Hoofnagle 1997) (Figure 7A). Si l’ARN persiste 6 mois après 

l’infection, on parlera alors d’infection chronique (‘National Institutes of Health 

Consensus Development Conference Statement: Management of Hepatitis C 2002 
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(June 10–12, 2002)’ 2002). Dans ce cas on trouvera aussi dans le sang du patient un 

taux d’ALAT variable supérieur à la norme, mais inférieur à celui observé en phase 

aigüe. Les anticorps anti-VHC seront quant à eux détectables à vie (J. H. Hoofnagle 

1997) (Figure 7B).   

 

 

Figure 7 : Profil des marqueurs d’infection par le VHC dans le cas d’une infection aigüe résolutive et 
celui d’une infection chronique  
L’infection est dite résolutive si le taux d’ARN devient indétectable plus de 6 mois après la première 
détection, le taux d’ALAT va diminuer jusqu’à la normale, le patient présentera une production 
d’anticorps anti-VHC pendant des années. Dans le cas d’une infection chronique le patient présente 
un taux d’ARN plus faible qu’en phase aigüe mais toujours présent, un taux d’ALAT variable et une 
production d’anticorps anti-VHC à vie. Adapté d’après (J. H. Hoofnagle 1997). 

 

2. Diagnostic 

 

La technique de dépistage principalement utilisée est indirecte, elle se base sur la 

détection et/ou quantification d’anticorps anti-VHC totale. Elle est réalisée par 

dosage immunologique en « sandwich » approuvé et validé par la « Food and Drug 

Administration » (FDA). Des antigènes recombinant du VHC vont permettre de 

capturer les anticorps anti-VHC du patient, qui vont ensuite être détectés eux même 

par un anticorps anti-isotype humain couplé à une enzyme catalysant une réaction 

qui en présence de son substrat donnera un produit coloré. C’est la densité optique 

(DO) obtenue et le ratio avec des DO contrôles qui permettent de déterminer 

proportionnellement la quantité d’anticorps présent chez le patient (Lee et al. 2011). 

Cette technique est qualifiée d’indirecte, car elle ne permet pas de déterminer si 

l’infection est chronique ou résolutive. De plus, si l’infection est récente, le patient 

n’aura pas encore développé d’anticorps. C’est une technique qui peut donner de 
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faux positifs. C’est l’utilisation d’un second test approuvé par la FDA qui permet alors 

de confirmer ou d’invalider le premier test (Getchell et al. 2013).  

Dans le cas d’une détection d’anticorps ou d’une suspicion d’exposition au VHC 

dans les 6 mois précédant l’analyse, un test direct est réalisé par détection d’ARN 

viral du VHC. Ce test permet alors de déterminer le stade d’évolution de l’infection : 

résolutive (absence d’ARN détecté) ou chronique (présence d’ARN détecté au-delà 

de 6 mois dans le sang). La détection du génome viral peut se faire par 

rétrotranscription de l’ARN en acide désoxyribonucléique (ADN) qui est ensuite 

amplifié par réaction de polymérisation en chaîne (PCR) afin d’amplifier l’ADN cible. 

L’utilisation de PCR en temps réel a permis d’augmenter le seuil de sensibilité de ce 

test et cette technique ne donne pas de faux positifs, elle est ainsi devenue la 

technique de référence (Chevaliez 2011).  

Le diagnostic du génotype impliqué dans l’infection se base sur la forte 

conservation de région nucléotidique au sein d’un même génotype du VHC tel que 

celle de NS5, de core, de E1 ou encore l’extrémité 5’UTR de l’ARN. Elle se fait par 

séquençage du génome du VHC ou par l’utilisation de kits contenant des sondes 

complémentaires reportrices de génotypes. (Kumar et al. 2018). Cependant le 

développement et la mise sur le marché de traitements efficaces contre tous les 

génotypes permet de traiter les patients sans déterminer le génotype impliqué. 

 

3. Traitement de l’hépatite C 

Dans la décennie qui a suivi son identification en 1985, le VHC est devenu un 

problème majeur de santé publique, de nombreuses thérapies ont été développées 

dans le but de l’éradiquer efficacement sans détériorer la qualité de vie des patients. 

L’objectif du traitement est l’élimination du virus c’est-à-dire l’obtention d’une réponse 

virologique prolongée (RVP). Cette réponse correspond à une indétectabilité de 

l’ARN du VHC dans le sang dans les 12-24 semaines après l’arrêt du traitement avec 

des tests de diagnostic sensible (limite inférieure de détection de ≤15 UI/mL), le 

patient est alors considéré comme guéri du VHC (‘EASL Recommendations on 

Treatment of Hepatitis C 2016’ 2017).  
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a) Premier traitement contre le VHC 

Le premier traitement à avoir été délivré au patient est l’IFN-α recombinant 

avant l’identification du VHC (Jay H. Hoofnagle et al. 1986). Ce traitement s’est 

révélé partiellement efficace avec une réponse chez 1/3 des patients atteints d’une 

hépatite non A, non B, cependant la RVP n’a été que d’environ 6% (Di Bisceglie et 

al. 1989 ; Davis et al. 1989). L’adaptation des doses et la durée du traitement a 

permis de monter à une RVP de l’ordre de 16% (Figure 8). La ribavirine a ensuite été 

proposée comme monothérapie contre le VHC, cependant celle-ci n’avait d’effet que 

sur l’ALAT et n’entraînait pas de diminution de l’ARN du VHC (Geoffrey Dusheiko et 

al. 1996). Cependant, son association avec l’IFN-α a augmenté significativement la 

RVP des patients à 42% (Thierry Poynard et al. 1998) (Figure 8).  

 

 

 

Figure 8 : Progression du traitement contre 
le VHC. 
Ratio de la RVP des patients infectés par le 
VHC en fonction du traitement (mono-, bi-, 
tri- thérapie) et de la durée de celui-ci de 
1968 à aujourd’hui. Adapté d’après (Strader 
and Seeff 2012). 

 

 

 

 

L’étape suivante pour améliorer le traitement a été d’allonger le temps de 

demi-vie de l’IFN-α via la pegylation, ce qui a non seulement amélioré sa demi-vie 

mais aussi la RVP et diminuer le nombre d’injections nécessaires. Son association 

avec la ribavirin a permis de monter à 54-56% de RVP (Figure 8) chez les patients 

(Manns et al. 2001 ; Zeuzem et al. 2009). Cependant, selon le génotype responsable 

de l’infection, la réponse au traitement varie. En effet, la réponse associée à une 

infection par le génotype 1 est moins forte que celle obtenue pour les génotypes 2 et 

3 avec une élimination du virus chez 80% des patients porteurs du génotype 2-3 et 

seulement de 10% chez ceux porteurs du génotype 1 (Ghany et al. 2009 ; Strader 

and Seeff 2012). De plus, ce traitement a de lourds effets secondaires sur les 
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patients et requiert une modification des doses, voir un arrêt du traitement pour 2 à 

10% des patients (G. Dusheiko 1997).  

 

b) Les agents antiviraux à action directe  

C’est en 2011 que la première génération des agents antiviraux à action 

directe (direct-acting antiviral : DAA) a reçu l’autorisation de mise sur le marché, le 

Telaprevir (TVR) et le Boceprevir (BOC) tous deux des inhibiteurs de la protéine non-

structurale NS3/4A (C. Lin, Kwong, and Perni 2006; Venkatraman et al. 2006) 

entrainant une diminution significative de la réplication virale (Poordad et al. 2011 ; 

Bacon et al. 2011 ; Jacobson et al. 2011 ; Zeuzem et al. 2011) (Figure 8). Ces deux 

inhibiteurs ne sont cependant pas utilisés en monothérapie car l’émergence de 

souches virales résistantes lors des phases de tests cliniques à été observée (C. 

Sarrazin et al. 2007 ; Susser et al. 2009). Ils sont utilisés en trithérapie combiné à 

l’IFN-α pegylé et la ribavirine et uniquement pour les patients infectés par le 

génotype 1. Cependant, à nouveau cette thérapie a donné des effets secondaires 

importants. Les effets secondaires majeurs sont : anémie, neutropénie (diminution du 

nombre de neutrophiles circulants) et dysguesie (altération du goût) pour le BOC 

(Poordad et al. 2011 ; Bacon et al. 2011) ;  anémie, éruption cutanée et gêne ano-

rectale pour le TVR (Jacobson et al. 2011 ; Zeuzem et al. 2011).  

 

Des DAA de seconde génération ont alors été développés, ils sont associés à 

une innocuité et une efficacité renforcée (Kamar et al. 2016 ; Banerjee and Reddy 

2016) (Figure 8).  

Il existe quatre classes de DAA qui ont tous pour cible les étapes du cycle viral : 

• Les inhibiteurs de la protéase NS3/4A qui vont bloquer la protéase et ainsi 

empêcher la production de protéines virales fonctionnelles (Tableau 1 section 

a), 

• Les inhibiteurs de NS5A, leur mode d’action reste mal compris mais il a été 

suggéré qu’ils ont de nombreux effets sur la réplication et l’assemblage viral 

(Tableau 1 section b),  

• Les inhibiteurs de la polymérase NS5B. Il en existe deux types : les analogues 

nucléotidiques (Tableau 1 section c) et les analogues non nucléosidique 

(Tableau 1 section d). Les premiers vont être incorporés dans le génome viral 
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par compétition au niveau de la polymérase et entraîner un arrêt de la 

réplication. Les seconds vont se lier directement dans site allostérique de la 

polymérase de façon non compétitive et changer son activité biochimique 

(Horsley-Silva and Vargas 2017). 

 

Section a b c d 

Cible virale 
La protéase 

NS3/4A 

Le complexe NS5A 
La polymérase NS5B 

Molécule 

inhibitrice 

Telaprevir 

Boceprevir 

Simeprevir 

Paritaprevir 

Crazoprevir 

Faldaprevir 

Asunaprevir 

Vedroprevir 

Sovaprevir 

Voxilaprevir 

Deldeprevir 

Glecaprevir 

Daclatasvir 

Ledipasvir 

Ombitasvir 

Velpatasvir 

Elbasvir 

Odalasvir 

Ravidasvir 

Samatasvir 

Ruzasvir 

Pibrentasvir 

Analogue 

nucléotidique : 

Sofosbuvir 

Analogue non 

nucléosidique : 

Dasabuvir 

Deleobuvir 

Beclabuvir 

Radalbuvir 

Tableau 1 : Tableaux récapitulatif des DAA actuellement utilisés dans le traitement du VHC. Adapté 
d’après (Horsley-Silva and Vargas 2017). 

 

De nos jours, il est estimé que plus de 90% des patients avec une hépatite 

chronique ont été guéris grâce au DAA (Kamar et al. 2016 ; Banerjee and Reddy 

2016) (Figure 8). Des études cliniques impliquant un grand nombre de patients ont 

confirmé l’efficacité, la sécurité et la tolérabilité des nouvelles associations de DAA. 

Cependant, plusieurs problèmes restent à résoudre. Le traitement reste coûteux et 

son accessibilité limitée pour certains patients (pays en développement). De plus de 

nombreuses personnes infectées ignorent l’être rendant leur traitement impossible. 

Pour finir les polymorphismes viraux peuvent naturellement apparaître dans les 

régions ciblées par la DAA et ainsi conférer une résistance aux DAA (Crouchet et al. 

2018). 
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c) Les agents antiviraux à action indirecte  

En parallèle des DAA, d’autres molécules sont en cours de développement, ce 

sont des agents anti-viraux à action indirecte. Ces molécules ne ciblent pas 

directement le virus mais des facteurs d’hôte indispensables à la réplication du virus, 

on parle d’agent ciblant l’hôte (host-trageting agent : HTA). L’intérêt du 

développement de ces molécules repose sur le faible taux de mutation dans les 

cellules eucaryotes comparé au virus, ainsi que sur sa couverture pangénomique 

des génotypes et sérotypes du VHC. L’IFN-α a été le premier HTA utilisé contre le 

VHC afin de stimuler la réponse immunitaire de l’hôte. Ses effets néfastes l’ont rendu 

obsolète mais la recherche avance afin de cibler des facteurs cellulaires nécessaires 

à l’entrée virale et à la réplication. 

ITX-5061 est le premier HTA à être entré en phase de développement clinque. Il 

bloque l’interaction entre le VHC et SR-B1 et est efficace sur les génotypes de 1-6 in 

vitro (Syder et al. 2011). Cependant un traitement à long terme a mis en évidence 

l’émergence de souches résistantes possédant une mutation d’échappement au 

niveau de la protéine E2 in vitro. Son utilisation en combinaison avec d’autres 

molécules antivirales permet de l’éviter. De plus, ce mutant est plus sensible aux 

anticorps (Zhu et al. 2012). D’autres molécules ont été montrées comme inhibiteur 

d’entrée, la silymarin/silibinin agit sur le trafic clathrine dépendant du virus in vivo 

(Blaising et al. 2013) et la chloroquine sur le pH des endosomes et l’autophagie 

(Blanchard et al. 2006 ; Mizui et al. 2010). 

Une autre stratégie de ciblage de l’entrée du VHC est basée sur l’utilisation 

d’anticorps qui vont reconnaitre les facteurs d’entrées du VHC comme CD81 

(Meuleman et al. 2008), SR-B1 (Lacek et al. 2012) et Claudin-1 (CLDN1) (Mailly et 

al. 2015) et empêcher leur association au virus.  

 

De nombreux autres inhibiteurs du cycle viral ont été développés tels que des 

inhibiteurs :  

- De la réplication virale : CPI-431-32 inhibe la cyclophilin A (Cyp A) qui interagit 

avec la protéine virale NS5A (Gallay et al. 2015), miravirsen/SPC3649 

séquestre le microARN-122 (van der Ree et al. 2014) et PF-429242 inhibe la 

biosynthèse de lipide (Blanchet, Seidah, and Labonté 2012). 
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- De l’assemblage et du relargage des particules virales :  Celgosivir inhibe la 

glucosidase I (Qu et al. 2011), Quercetin inhibe la diglyceride acyltransferase I 

(Lu et al. 2016), Mipomersen inhibe la synthèse ApoB  in vitro  (Schaefer et al. 

2016) . 

 

Pour le moment d'autres essais cliniques sont nécessaires pour définir la place 

des HTA dans la prise en charge des patients infectés par le VHC ainsi que la 

détermination de leur rôle par rapport aux DAA ou en combinaison avec ceux-ci 

(Crouchet et al. 2018). 
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V. Le virus de l’hépatite C 

1. Classification et génotype 

 

 

 

 

Figure 9 : Arbre phylogénétique du VHC 

contenant l’ensemble des génotypes 

(GT) 1 à 8 et les sous-types qui leur sont 

associés  (Borgia et al. 2018). 

 

 

 

 

Le VHC est un virus doté d’une enveloppe, contenant un ARN monocaténaire 

linéaire de polarité positive. Il est affilié à la famille des Flaviviridae et au genre des 

Hepacivirus. La famille des Flaviviridae regroupe de petits virus enveloppés à ARN 

simples brins positifs de 9000-13000 bases, on y retrouve le genre Flavivirus (le virus 

de la Dengue, le virus West Nile, le virus de la fièvre jaune, le virus Zika), le genre 

Pegivirus (Human pegivirus) et Pestivirus (le virus de la diarrhée virale bovine, le 

virus de la peste porcine) (Peter Simmonds et al. 2017). Le genre Hepacivirus 

regroupe le VHC mais aussi plusieurs autres virus infectants les chevaux, les 

rongeurs, les chauves-souris, les vaches et les primates (Scheel, Simmonds, and 

Kapoor 2015).   

Dès la publication de la première séquence du génome virale du VHC en 1989 

(Choo et al. 1989), il fut évident que différents isolats présentaient un nombre 

abondant de diversité génétique avec des similarités de séquence de l’ordre de 68-

79%. Il fut alors proposé de classifier le VHC en 6 génotypes majeurs composés de  

sous-types selon une analyse phylogénétique de la protéine non structurale de NS5 

(P. Simmonds et al. 1993). En 2015 un 7ème génotypes a été identifié provenant 

d’Afrique centrale (Murphy et al. 2015) puis un 8ème en 2018 provenant d’Inde (Borgia 

et al. 2018). Actuellement, les variants du VHC sont donc regroupés en 8 génotypes 
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et de nombreux sous-types (Figure 9).  Bien qu’ils présentent une forte diversité 

génétique, ils sont considérés comme une espèce unique selon le comité 

international de taxonomie des virus (ICTV).   

 

2. La particule virale 

 

Figure 10 : Structure schématique de la lipo-viro-particule 
L’ARNsb et la protéine core forment la nucléocapside qui est entourée d’une enveloppe membranaire 
dérivant de la membrane plasmique dans laquelle sont encrées les glycoprotéines d’enveloppe E1 et 
E2. Le tout est associé au VLDL et LDL formant les lipo-viro-particules.  
 

Les particules virales du VHC se composent d’un génome d’ARN 

monocaténaire protégé par une capside composée de multiples copies de la protéine 

core, ensemble ils forment la nucléocapside. La nucléocapside est entourée elle-

même d’une enveloppe lipidique dérivée de la membrane de la cellule hôte 

contenant les glycoprotéines de surface E1 et E2 (Figure 10). Les premières 

observations du VHC se sont faites sur modèle cellulaire in vitro infecté à partir de 

sérum de patient en microscopie électronique. Les premières observations par 

microscopie électronique dans les années 1990 ont décrit les particules virales 

comme mesurant environ 45nm, composées d’un noyau dense aux électrons et 

d’une enveloppe membranaire avec des projections de surfaces (Y. K. Shimizu et al. 

1996 ; Serafino et al. 1997).  Le développement de système de culture cellulaire pour 

la production de virions du VHC infectieux (Lindenbach et al. 2005) a confirmé le 

diamètre des particules virales, certaines comprises entre 30 et 35 nm susceptibles 

de correspondre aux nucléocapsides virales seules et des particules entre 50 et 60 

nm susceptibles d’être des virions infectieux (Takahashi et al. 1992 ; Wakita et al. 

2005). 
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La purification des particules du VHC a mis en évidence la présence de deux 

types de populations avec une densité située entre 1.06 et 1.25g/mL. Les particules 

de faible densité sont principalement associées avec des lipides et des lipoprotéines 

et correspondent aux particules infectieuses. Les particules de haute densité sont 

associées à des immunoglobulines, elles forment alors des complexes immuns 

supposés moins infectieux (D. Bradley et al. 1991 ; Hijikata et al. 1993 ; 

Pumeechockchai et al. 2002 ; André et al. 2002). La proportion de particules virales 

de faible et haute densité dans le sang des patients varie en fonction du stade de 

l’infection et des lésions du foie développées (Kanto et al. 1995 ; Petit et al. 2003). 

 

Ces particules de faible densité (entre 1.03 à 1.10 g/mL) hautement 

infectieuses proviennent de l’interaction des particules virales avec les lipoprotéines 

sériques, ce qui leur a valu le nom de lipo-viro-particule (LVP). On retrouve dans ces 

LVP des apolipoprotéines comme ApoB-100 ApoE, ApoA-I, ApoC-I et ApoC-III 

(Thomssen et al. 1992 ; Meunier et al. 2008 ; Catanese et al. 2013) (Figure 10). 

 

Les apolipoprotéines ont un rôle structural en faisant partie des LVP. 

Cependant, elles sont aussi impliquées à plusieurs niveaux dans le cycle viral. ApoA-

I est impliquée dans la morphogénèse des virions. ApoB-100 permet la liaison des 

LVP à SR-BI, mais elle est aussi impliquée dans la synthèse et la sécrétion des LVP. 

ApoC-augmente l’infectivité des virions au travers d’interactions complexes avec SR-

BI ; ApoC-II et III participent à la production de de particules infectieuses de VHC. 

Apo-E permet l’attachement à la surface des cellules par le biais d’interaction avec 

les facteurs d’entrée HSPG, LDLR et SR-BI (Gastaminza et al. 2008 ; Wrensch et al. 

2018). De plus, ApoE joue un rôle dans l’évasion au système immunitaire en 

masquant les sites de reconnaissance de la glycoprotéines E2 par les anticorps 

neutralisants (Fauvelle et al. 2016). 

 

Enfin, les particules de VHC contiennent des taux de triglycéride et de 

cholestérol similaires aux lipoprotéines de très basse densité (VLDL : very low 

densitylipoprotein) et  aux lipoprotéines de basse densité (LDL : low density 

lipoprotein) (Merz et al. 2011). Ces VLDL matures font défaut dans les cellules 
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utilisées pour la production de VHC in vitro ce qui explique une densité supérieure 

des particules virales infectieuse ≈ 1.15 g/mL (Jammart et al. 2013). 

 

3. L’organisation génomique 

Le génome du VHC est un ARN monocaténaire de polarité positive, il est 

composé d’un cadre de lecture ouvert (open reading frame : ORF) unique codant une 

polyprotéine. De part et d’autre de cette ORF unique en 5’ et 3’ se trouvent des 

régions non traduites (untranslated region : UTR) très structurées, elles sont 

cruciales pour la traduction et la réplication virale. 

 

Figure 11 : Organisation 
génomique du VHC  
Le génome du VHC est un 
ARN de polarité positive 
codant pour une 
prolyprotéine (séquence 
codante) flanqué de deux 
extrémités non traduites 
5’UTR (contenant l’IRES) 
et 3’UTR. Adapté d’après 
(Scheel and Rice 2013)  

 

 

L’extrémité 5’UTR composée de 341 nucléotides, est une région très 

conservée entre les variants (Han et al. 1991). Elle est composée de 4 domaines 

structurés (I à IV), contenant des tiges boucles et un pseudo-nœud (Brown et al. 

1992 ; Wang et al. 1995). Le domaine I est une tige boucle unique, les  domaines II, 

III et IV forment un site d’entré interne pour le ribosome (Internal Ribosomal Entry 

Site : IRES) requis pour une traduction coiffe-indépendante de l’ARN viral (Honda et 

al. 1996) (Figure 11). De plus, l’extrémité 5’UTR est complémentaire d’un micro-ARN 

(miRNA) exprimé dans le foie : miR122, sa fixation régule positivement la réplication 

du VHC (Jopling et al. 2005). 

 

La 3’ UTR (Figure 11) quant à elle est composée d’environ 235 nucléotides, 

elle est organisée en 3 régions, une région variable de 30-40 nucléotides, une longue 

séquence Poly(U/UC) d’une longueur d’environ 90 nucléotides et terminée par une 

région hautement conservée de 98 nucléotides. Cette dernière comprend trois 

structures en tiges boucles : SL1, SL2 et SL3 (Kolykhalov, Feinstone, and Rice 1996; 
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Tanaka et al. 1996). L’extrémité 3’UTR interagit avec la protéine NS5B (L’ARN 

polymérase ARN dépendante du VHC) au niveau de ces tiges boucles (J. C. Cheng, 

Chang, and Chang 1999).  

4. Les protéines virales 

La traduction IRES-dépendante permet l’expression d’une polyprotéine virale 

qui est maturée par des protéases cellulaires et virales. La polyprotéine est maturée 

en protéines structurales : core, E1 et E2 ainsi qu’en protéines non structurales : p7, 

NS2, NS3, NS4A, NS5A et NS5B impliquées dans le cycle réplicatif du VHC (Figure 

12).  

 

Figure 12 : 
Organisation de la 
séquence codante du 
VHC codant pour une 
polyprotéine virale 
Au sein de la séquence 
codante on retrouve la 
séquence des 3 
protéines structurales : 
la protéine core (C), les 
glycoprotéines 
d’enveloppe E1 et E2, 
suivie des séquences 
des protéines non 

structurales : la viroporine p7, la protéase NS2, le complexe NS3-NS4A, NS4B, la phosphoprotéine 
NS5A et l’ARN polymérase ARN dépendante NS5B. Adapté d’après (Scheel and Rice 2013)  

 

 

a) Les protéines structurales  

Les protéines structurales sont les protéines qui sont présentes dans la 

particule virale. Elles sont au nombre de trois : la protéine core qui compose la 

nucléocapside et les glycoprotéines d’enveloppes E1 et E2 composant l’enveloppe 

du VHC. 

 

La protéine core  

 

Figure 13 : Représentation schématique de la protéine core  
Topologie membranaire de la protéine core après le clivage de la 
polyprotéine au niveau du RE. Adapté d’après (Bartenschlager, 
Lohmann, and Penin 2013). 
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La première protéine encodée par l’ORF unique du VHC est celle qui va 

former la capside. La forme mature de core est une protéine membranaire dimérique 

composée de deux domaines (Boulant et al. 2005).  

Le domaine hydrophile N-terminal 1 (D1, acide aminée (aa) 1-177) est impliqué dans 

la liaison à l’ARN et dans l’oligomérisation, permettant la formation de la 

nucléocapside. Core a une activité de chaperonne de l’ARN nécessaire dans 

l’encapsidation du génome lors de la formation de la particule virale (Cristofari et al. 

2004). De plus, le domaine D1 est impliqué dans l’interaction avec de nombreux 

facteurs cellulaires de l’hôte pouvant ainsi impacter de nombreuses fonctions 

cellulaires (de Chassey et al. 2008).  

Le domaine hydrophobe C-terminal 2 (D2 aa 118-117) consiste en une boucle 

hydrophobe centrale reliant deux hélices α amphipathiques permettant l’interaction 

de core avec les phospholipides des membranes cellulaires (Boulant et al. 2006).  

L’association de core avec les gouttelettes lipidiques et son interaction avec NS5A 

permet l’assemblage de la nucléocapsides (Boulant, Targett-Adams, and 

McLauchlan 2007; Miyanari et al. 2007 ; Shavinskaya et al. 2007 ; Masaki et al. 

2008).  

 

Core a aussi été associé à différents stades de développement de la maladie 

notamment celui de la fibrose et de l’HCC. L’accumulation de la protéine core du 

VHC dans les hépatocytes contribue à l’établissement d’un environnement propice à 

la fibrose via la sécrétion  d’IL-8 (Clément et al. 2010) et une stimulation des cellules 

stellaires hépatiques via TLR-2 (Coenen et al. 2011). Core aurait aussi un rôle dans 

le développement d’HCC car l’injection de protéine core chez des souris a été 

montrée comme influençant son développement (Moriya et al. 1998).  

 

D’autre part, lors de la traduction, un décalage de phase de lecture 

(frameshift) peut se produire et donner une forme tronquée de la protéine core 

nommée ARFP (alternative reading frame protein) ou core+1 (Walewski et al. 2001 ; 

Xu et al. 2001 ; Varaklioti et al. 2002). Des études ont validé son existence in vivo 

par notamment la production d’anticorps chez des patients ainsi qu’une activation 

d’une réponse LT (Dalagiorgou et al. 2011 ; D.-Y. Gao et al. 2010). Récemment, il a 
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été montré que core+1 augmente la prolifération cellulaire, par l’augmentation du 

niveau de cycline D1 induisant l’expression de nombreux oncogènes. (Moustafa, 

Karakasiliotis, and Mavromara 2018). 

 

Les glycoprotéines d’enveloppe E1 et E2  

 

Figure 14 : Représentation schématique des glycoprotéines 
enveloppes E1 et E2  
Topologie membranaire des glycoprotéines d’enveloppes E1 
et E2 après le clivage de la polyprotéine au niveau du RE. 
Adapté d’après (Bartenschlager, Lohmann, and Penin 2013). 
 

 

Les glycoprotéines d’enveloppe E1 et E2 font respectivement 31-35 kDa et 

70kDa (Dubuisson 2007) ce sont des composantes essentielles de l’enveloppe 

virale, nécessaires à l’entrée virale et la fusion (Bartosch, Dubuisson, and Cosset 

2003). E1 et E2 sont des glycoprotéines transmembranaires de type 1, possédant un 

ectodomaine en N-terminale de respectivement 160 et 334 aa et un petit domaine 

transmembranaire en C-terminal de 30 aa, s’assemblant en hétérodimère 

(Deleersnyder et al. 1997).  E1 et E2 possède de nombreux sites de glycosylation 

(Goffard and Dubuisson 2003). Certaines de ces glycosilations ont été montrées 

comme jouant un rôle majeur dans l’entrée virale et le repliement des protéines 

(Goffard et al. 2005). 

 

Deux  HVR ont été identifiés dans la séquence de la protéine d’enveloppe E2 

(Weiner et al. 1991). Dans la première HVR, les variations dans les 27 premiers aa 

semblent impliquées dans l’entrée virale (Bartosch et al. 2003 ; Callens et al. 2005).  
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b) Les protéines non structurales 

Les protéines non structurales sont exprimées dans les cellules infectées mais 

ne sont pas incorporées dans les virions néoformés. Elles jouent un rôle direct et 

indirect dans la réplication virale.  

 

La viporine p7  

 

Figure 15 : Représentation schématique de la viroporine 
p7  
Topologie membranaire de la viroporine p7 après le clivage 
de la polyprotéine au niveau du RE. Adapté d’après 
(Bartenschlager, Lohmann, and Penin 2013). 

 

La protéine P7 est un polypeptide de 7 kDa (Dubuisson 2007) codé dans la 

polyprotéine à la jonction entre les protéines structurales et non structurales (C. Lin 

et al. 1994). C’est une petite protéine de membrane de 63 aa composée de deux 

hélice-α transmembranaires séparées par une boucle cytosolique chargée 

positivement et ses extrémités N- et C- terminales sont orientées vers la lumière du 

RE (Carrère-Kremer et al. 2002). La protéine p7 a été trouvée comme non 

nécessaire à la réplication virale (Lohmann et al. 1999), cependant le rôle de p7 dans 

d’autres étapes du cycle viral a rapidement été démontré, tel que son implication 

dans l’assemblage et l’infectivité des particules virales (Sakai et al. 2003 ; Steinmann 

et al. 2007 ; Jones et al. 2007). De plus, p7 forme des homo-oligomères qui en 

s’assemblant forme des structures de canaux ioniques, lui valent sa classification 

parmi les viroporines (Clarke et al. 2006 ; Chandler et al. 2012). p7 agit de concert 

avec de nombreuses protéines structurales et non structurales. Elle permet la 

localisation de core au réticulum endoplasmique (RE) pour l’assemblage des 

particules virales (Boson et al. 2011 ; Ma et al. 2011). Elle agirait sur le changement 

de conformation précoce des virons néoformés en supprimant l’acidification des 

organelles cellulaires (Wozniak et al. 2010) et serait impliquée dans les étapes 

finales d’encapsidation (Gentzsch et al. 2013). La présence de p7 au sein des virons 

reste elle controversée (Steinmann et al. 2007 ; Griffin et al. 2008 ; Vieryres et al. 

2013).  
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La protéase NS2  

 

 
Figure 16 : Représentation schématique de la protéase NS2  
Topologie membranaire de la protéase NS2 après le clivage de 
la polyprotéine au niveau du RE. Adapté d’après 
(Bartenschlager, Lohmann, and Penin 2013). 
 

 

NS2 est une protéase de 23 kDa composée de trois domaines 

transmembranaires en N-terminal permettant son ancrage dans le RE et un domaine 

protéase à cystéine en C-terminal (Santolini et al. 1995 ; Yamaga and Ou 2002 ; 

Jirasko et al. 2008 ; 2010).  

NS2 n’a pas de rôle direct dans la réplication virale. Cependant, par le biais du 

clivage de la jonction NS2-NS3, elle permet la libération de NS3 et ainsi la réplication 

virale (Welbourn et al. 2005 ; Lohmann et al. 1999). NS2 va aussi jouer un rôle 

important dans les étapes tardives d’assemblage (Yi et al. 2009). En effet, NS2 

interagit avec p7, les glycoprotéines E1 et E2, NS3 et NAS4A, créant un lien entre 

protéine structurale et non-structurale au niveau des sites d’assemblage viraux 

(Selby et al. 1994 ; Steinmann et al. 2007 ; Kiiver et al. 2006 ; Flajolet et al. 2000 ; 

Popescu et al., 2011 ; Jirasko et al., 2010).  

 

Le complexe NS3-4A  

 

Figure 17 : Représentation schématique du complexe NS3-
4A  
Topologie membranaire du complexe formé par NS3 et son 
cofacteur NS4A après le clivage de la polyprotéine au niveau 
du RE. Adapté d’après (Bartenschlager, Lohmann, and Penin 
2013). 

 
 

 

NS3-A4 est un complexe non-covalent entre la protéine NS3 (69 kDa) et son 

cofacteur NS4A (6 kDa) (Dubuisson 2007). NS3 est une protéine multifonctionnelle 

avec un domaine protéase à sérine en N-terminal et un domaine NTPase/RNA 

hélicase en C-terminal (Yao et al. 1999). Le domaine protéase est responsable du 

clivage de quatre sites différents sur la polyprotéine : NS3/NS4A, NS4A/NSAB, 
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NS4B/ NS5A et NS5A/NS5B (Tomei et al. 1993). Une fois libéré de la polyprotéine 

NS4A sert de cofacteur à NS3 en augmentant son activité protéolytique (Failla, 

Tomei, and De Francesco 1994; C. Lin, Thomson, and Rice 1995). NS3 ne 

possédant pas de domaine transmembranaire c’est son cofacteur NS4A qui permet 

son ancrage dans la membrane du RE (Brass et al. 2008) ainsi que dans les 

membranes associées aux mitochondries de manière minoritaire (Horner et al. 

2011).  Cette seconde localisation peut s’expliquer par la capacité du complexe NS3-

4A à cliver MAVS (l’adaptateur mitochondriale de RIG-I) (Meylan et al. 2005). 

Il a été démontré que le domaine NTPase/helicase de NS3 se lie et déroule les 

duplex d’ARN pendant la réplication du génome viral, faisant du complexe NS3-4A 

un élément important du complexe de réplication virale, également impliqué dans 

l’assemblage des particules virales (Pang et al. 2002 ; Ma et al. 2008). 

Les deux premiers DAAs, le BOC et TVR se lient au site actif du domaine protéase 

de NS3 (Venkatraman et al. 2006 ; C. Lin, Kwong, and Perni 2006). 

 

NS4B  

 

Figure 18 : Représentation schématique de NS4B  
Topologie membranaire NS4B après le clivage de la 
polyprotéine au niveau du RE. Adapté d’après 
(Bartenschlager, Lohmann, and Penin 2013) 
 

 

NS4B est une protéine hydrophobic de 27 kDa, il s’agit d’une protéine 

membranaire composée de 4 domaines transmembranaires se localisant au niveau 

du RE avec les autres protéines non structurales (Hügle et al. 2001). son domaine N-

terminal se trouve au niveau de la lumière du RE et son domaine C-terminal au 

niveau du cytosol (Lundin et al. 2003). NS4B induit la formation d’altérations 

membranaires dérivées du RE, des vésicules membranaires confinées servant 

d’échafaudage pour le complexe de réplication virale (Egger et al. 2002 ; Gosert et 

al. 2003)  

Le domaine N-terminal est déterminant pour l’oligomérisation de la protéine, en 

absence d’oligomérisation il n’y a plus d’altération membranaire entrainant l’inhibition 

de la réplication (Gouttenoire et al. 2010). Le domaine C-terminal quant à lui assure 

la  médiation de l’association membranaire et participe à la formation d’un complexe 
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de réplication fonctionnelle du VHC en association avec NS5A (Gouttenoire et al. 

2009 ; Romero-Brey et al. 2012).  

La phosphoprotéine NS5A  

 

 
 
Figure 19 : Représentation schématique de NS5A  
Topologie membranaire NS5A après le clivage de la 
polyprotéine au niveau du RE. Adapté d’après 
(Bartenschlager, Lohmann, and Penin 2013) 
 

 

 

 

NS5A est une phosphoprotéine liant l’ARN de 447 aa modulant la réplication 

virale et la formation de particules virales. Après sa traduction NS5A est ancrée dans 

la membrane du RE par sa partie N-terminale (Penin et al. 2004). Elle est composée 

d’une hélice alpha-amphipatique en N-terminal suivie de trois domaines séparés par 

2 boucles de faible complexité de séquences (Tellinghuisen et al. 2004). 

Les trois domaines sont impliqués dans la liaison à l’ARN (Foster et al. 2010). Le 

domaine I permet une interaction avec l’ARN exclusivement lors de la réplication 

virale (Tellinghuisen et al. 2004; Tellinghuisen, Marcotrigiano, and Rice 2005), le 

domaine II serait impliqué dans la suppression de la réponse interférons (Gale et al. 

1998). Contrairement au domaine 1, les domaines 2 et 3 sont moins conservés entre 

les variants de VHC (Smith et al. 2014). Ces deux derniers interagissent avec 

plusieurs facteurs de l’hôte comme la phosphatidylinositol 4-kinase A (PI4KA) et 

stimulent ainsi la production de phosphatidylinositol 4-phosphate (PI4P) responsable 

du premier réarrangement des membranes du RE essentiel pour la formation du 

complexe de réplication (Reiss et al. 2011). Ils servent aussi de substrat à la CypA 

(Hanoulle et al. 2009 ; Verdegem et al. 2011) facteur essentiel à la réplication et 

l’assemblage viral (Kaul et al. 2009 ; Z. Liu et al. 2009).  

De plus, NS5A peut se retrouver dans deux états de phosphorylation : une 

phosphorylation dite basale phosphorylée de base (56 kDa) ou une forme dite hyper-

phosphorylée (54 kDa). Cet état de phosphorylation va directement impacter la 

réplication virale, la forme de phosphorylation basale la promeut alors que la forme 

hyper-phosphorylé l’inhibe (Evans, Rice, and Goff 2004; Neddermann et al. 2004; 
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Appel, Pietschmann, and Bartenschlager 2005). La phosphorylation de NS5A est 

faite par des kinases cellulaires l’isoforme alpha de casein kinase I et la casein 

kinase II (CKII) (Quintavalle et al. 2007 ; Tellinghuisen, Foss, and Treadaway 2008). 

L’interaction du domaine 3 avec la protéine core et la phosphorylation de ce domaine 

par CKII du domaine 3 a été montrée essentielle pour l’assemblage de particules 

virales infectieuses (Masaki et al. 2008 ; Tellinghuisen, Foss, and Treadaway 2008). 

 

L’ARN polymérase ARN dépendante NS5B  

 

 
Figure 20 : Représentation schématique de NS5B  
Topologie membranaire NS5B après le clivage de la 
polyprotéine au niveau du RE. Adapté d’après (Bartenschlager, 
Lohmann, and Penin 2013) 

 

 

 

NS5B est la RdRp du VHC de 68 kDa, c’est l’enzyme de la réplication virale. 

Elle permet la synthèse de brins de polarité négative complémentaire au génome du 

VHC qui sert de modèle pour la synthèse des brins d’ARN de polarité positive 

(Behrens, Tomei, and De Francesco 1996). Elle contient 4 domaines conservés dans 

les différentes RdRp (Poch et al. 1989). La structure du noyau catalytique est 

comparable à une main droite avec « doigts » « paume » et « pouce » et se situe en 

N-terminal de la protéine suivie en C-terminal d’un linker et d’un domaine 

transmembranaire (Lohmann et al. 1997 ; Bressanelli et al. 1999). La particularité de 

cette enzyme est qu’elle peut initier la synthèse du brin d’ARN sans amorce, elle 

requiert uniquement la liaison d’ions métalliques divalents (magnésium et 

manganèse) servant alors de cofacteur au niveau de son domaine catalytique pour 

entraîner la réaction de polymérisation. Au cours de cette réaction l’ARN se déplace 

dans un sillon situé entre les domaines des doigts et du pouce qui mène directement 

sur le site actif. Les nucléosides triphosphates accèdent à ce site via un tunnel situé 

dans le domaine paume.  

La RdRp adopte deux conformations, l’une fermée correspondant à l’état 

d’initiation de la polymérase et l‘autre ouverte qui est l’état d’élongation. La forme 

fermée de NS5B laisse au cœur du domaine catalytique l’espace pour un ARNsb 

uniquement (Simister et al. 2009). Le linker présent en C-terminal interagit avec un 
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élément β-flap au niveau du domaine pouce, où il va participer directement à la 

formation de la première amorce dinucléotidique (Harrus et al. 2010). Le passage à 

la forme ouverte pour l’élongation nécessite l’enlèvement du linker et de l’élément β-

flap démasquant le site actif, permettant ainsi la liaison à de l’ARNdb (Mosley et al. 

2012).  

L’association membranaire de la partie C-terminale de NS5B permet une 

orientation cytosolique du domaine catalytique, l’ancrage à la membrane n’est pas 

nécessaire à l’activité in vitro de l’enzyme mais il l’est pour la réplication de l’ARN 

viral dans les cellules (Schmidt-Mende et al. 2001 ; Moradpour et al. 2004). 

De plus il faut noter que la RdRp ne possède pas d’activité proofreading, 

expliquant la grande diversité génétique des variants du VHC chez les patients 

(Smith et al. 2014).  

 

5. Le cycle viral  

Le VHC est un virus ayant un tropisme majoritairement hépatocytaire, il a 

cependant été montré comme capable d’infecter d’autres types cellulaires comme les 

cellules hématopoïétiques incluant les lymphocytes B (Sung et al. 2003) et les 

cellules dendritiques (Goutagny et al. 2003) ou encore au niveau du système 

nerveux central dans les astrocytes, les cellules microgliales et les cellules 

endothéliales (Wilkinson, Radkowski, and Laskus 2009; Fletcher et al. 2010 ; 2012) 

cependant ces derniers restent controversés. De manière générale le VHC est 

considéré comme hépatotrope car : ses récepteurs sont majoritairement exprimés 

par les hépatocytes, son cycle est dépendant d’un micro-RNA spécifique du 

foie (miR122) et de l’association étroite des particules virales avec les lipoprotéines. 

 

a) L’entrée virale 

L’entrée virale est un processus complexe comprenant l’attachement du virus 

à la cellule hôte, la reconnaissance de ces récepteurs, l’endocytose et la fusion 

membranaire conduisant à la libération de son génome dans la cellule hôte. L’entrée 

virale sera décrite en détails dans la section VII.4. ci-dessous. 

b) La traduction 

Après l’étape de fusion le génome du VHC est relargué dans le cytoplasme de 

la cellules hôte, le génome étant un ARN de polarité positive il va directement servir 
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à la synthèse de la polyprotéine virale. La traduction et la maturation des protéines 

virales a lieu dans les membranes du RE de la cellule hôte. 

 La traduction du génome viral du VHC se fait de manière non canonique, en 

effet L’IRES permet l’initiation de la traduction coiffe-indépendante ne nécessitant 

que peu de facteurs d’initiation (eIF2 et eIF3). Ce mode d’initiation est un avantage 

en cas de stress, en effet la cellule réprime alors la traduction de certains facteurs 

d’initiation réprimant la traduction coiffe-dépendante (Sonenberg and Hinnebusch 

2009). L’IRES est formé par les domaines II, III et IV (Figure 11) ainsi que les 

premiers nucléotides de la phase codante (Honda et al. 1996). L’IRES du VHC est 

différente de celui retrouvé chez les picornavirus structuralement et 

fonctionnellement (Niepmann 2009). Le coeur de l’IRES est composé par la jonction 

à la base du domaine III et IV formant un double pseudo-nœud (C. Wang et al. 

1995). Lors de sa liaison à la petite sous-unité du ribosome 40S, un changement de 

conformation rend le codon initiateur AUG accessible. Son accessibilité rend alors 

possible le recrutement direct du complexe ternaire : eIF2/GTP/Met-trRNAi
Met et du 

facteur d’initiation eIF3 afin de former le complexe d’initiation 48S. La liaison de la 

grande sous-unité du ribosome 60S dépend de eIF5 et eIF5B-GTP, qui par son 

activité GTPase hydrolyse le GTP associé, conduisant à la libération de eIF5B-GDP 

et des facteurs d’initiation de la traduction pour former le ribosome 80S et permettre 

de passer en phase d’élongation de la traduction. (Lukavsky 2009) (Figure 21).  

 

 
 
Figure 21 : Traduction IRES dépendante du génome du 
VHC 
La première étape de la traduction IRES dépendante du 
VHC est le recrutement de la petite sous-unité du ribosome 
40S, rendant l’AUG accessible au tRNA initiateur (Met-
tRNAi

Met) et le recrutement des facteurs eIF3 et eIF2. Le 
recrutement de la grande sous-unité 60S du ribosome est 
permis par l’hydrolyse du GTP par les facteurs eIF5B et 
eIF5, suivi de libération de l’ensemble de ses facteurs 
entraînant la formation du ribosome 80S. Adapté d’après 
(Lukavsky 2009). 
 
 
 
 

 

Cependant des études récentes semblerai indiquer que eIF2 n’ai pas requis 

mais que eIF1A le serait (Jaafar et al. 2016 ; González-Almela et al. 2018) 
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Différents facteurs (viraux ou cellulaires) vont avoir un impact sur la traduction 

IRES-dépendante. L’extrémité 3’UTR du génome viral agirait comme la queue polyA 

des ARNm. Il a été démontré que la  région poly U/UC et la région conservée de SL1 

stimulent la traduction IRES-dépendante (Ito, Tahara, and Lai 1998; H. Wang et al. 

2005 ; Song et al. 2006 ; Bai, Zhou, and Doudna 2013).  

La traduction IRES-dépendante ne nécessite que peu de facteurs d’initiation, 

cependant de nombreux facteurs de l’hôte la stimule, il s’agit de facteurs non 

canoniques recrutés par l’IRES du VHC tels que la polypyrimidine tract-binding 

potein (PTB) (Ali and Siddiqui 1995), hnRNP L et D (Hahm et al. 1998 ; Paek et al. 

2008), La Protein (Ali and Siddiqui 1997), la poly(rC)-binding protein 2 (Spångberg 

and Schwartz 1999) NSAP1 (Kim et al. 2004), LSm1-7 (Scheller et al. 2009), ou 

encore Gemin5 (Pacheco et al. 2009). Ces facteurs agissent en trans et sont 

nommés ITAF (IRES trans-acting factors) car ils provoquent une stimulation de la 

traduction en plus de l'activité basale de l'IRES (Niepmann 2009).  

Un autre facteur impliqué est un microRNA exprimé dans le foie, miR-122 en se 

fixant à l’extrémité 5’UTR du génome et aidant à sa stabilisation ainsi que sa 

traduction (Henke et al. 2008 ; Conrad et al. 2013).  

De plus, il faut noter que certaines protéines virales vont inhiber la traduction 

IRES dépendante. La protéine core décroît l’activité de l’IRES entrainant une 

transition vers l’étape de réplication (Jing Zhang et al. 2002), les protéines NS4A et 

NS5B ont elles été montrées comme capable de cibler le processus de traduction ; 

elles inhibent ainsi la traduction des protéines cellulaires et la traduction de l’IRES du 

VHC  (J. Kato et al. 2002).  

 

Dès le début de l’élongation la traduction d’une séquence signal entre core et 

E1 est réalisé par une signal-peptidase du RE entrainant la libération d’une forme 

immature de core (191 aa). Un second clivage en C-terminal par une signal peptide 

peptidase donne la forme mature de core (177 aa) (McLauchlan et al. 2002 ; 

Okamoto et al. 2008).  

Après la libération la libération de la protéine core immature, la synthèse de la 

polyprotéine continue avec celle des glycoprotéines E1 et E2 dans la lumière du RE, 

où la signal peptidase clive le peptide signal en C-terminal des protéines entrainant 

une réorientation des domaines transmembranaires de la lumière du RE au cytosol 
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permettant leur ancrage dans la membrane du RE (Cocquerel et al. 2002). Les 

protéines non structurales p7, NS2, NS4A, NS4B, NS5A et NS5B sont aussi 

composées de domaines transmembranaires et sont rattachées au RE. La viroporine 

p7 est libérée de la polyprotéine par des signal peptidases aux jonctions : E2-P7 et 

p7-NS2 (C. Lin et al. 1994). Les protéines NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A et NS5B 

vont avoir une orientation cytosolique après traduction, NS2 se libère de la protéine 

par son activité autocatalytique (A. Grakoui et al. 1993) tandis que les protéines 

virales restantes sont clivées par la protéase NS3-4A (Tomei et al. 1993) (Figure 22). 

 

Figure 22 : 
Représentation 
schématique des sites 
de clivages de la poly-
protéines virales du 
VHC. 
Des peptidases 
(ciseaux) clivent les 
jonctions C-E1, E1-E2, 
E2-p7 et p7-NS2. NS2 
s’auto-clive pour se 
libérer de NS3 puis 
NS3-4A libère les autres 
protéines Adapté 
d’après 
(Bartenschlager, 
Lohmann, and Penin 
2013) 

 
 

 

c) La réplication  

La traduction de la polyprotéine et son clivage, va permettre aux protéines non 

structurales de répliquer le génome du VHC. Celle-ci se déroule au sein d’un 

réarrangement membranaire dérivé du RE, permettant de concentrer localement la 

présence des protéines virales et   de coordonner spatialement les différentes étapes 

du cycle viral (traduction de l’ARN, réplication de l’ARN et assemblage des particules 

virales). Ce réseau membranaire est aussi connu sous le nom d’usine virale ou viral 

replication factories (vRFs).  

La présence de la protéine NS4B est nécessaire et suffisante pour permettre 

le réarrangement membranaire et NS5A permet la formatoion de petites vésicules 

encastrées dans une matrice membraneuse, donnant un complexe associé à la 
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membrane contenant toutes les protéines non-structurales du VHC (Egger et al. 

2002 ; Gosert et al. 2003 ; Romero-Brey et al. 2012). 

Les membranes qui le constituent dérivent majoritairement du RE, leur nombre est 

corrélé au taux de réplication virale dénotant leur rôle fonctionnel (Romero-Brey et al. 

2012 ; Ferraris et al. 2013 ; Paul et al. 2013). Ce réseau est riche en cholestérol et 

en acide gras, ce qui va jouer sur la fluidité membranaire et du même coup la 

réplication virale (Kapadia and Chisari 2005).  

Le complexe actif de réplication est composé des protéines virales NS3/4, NS4B, 

NS5A et NS5B ainsi que du facteur cellulaire la CypA.  

 La réplication du VHC est un processus en deux temps, tout d’abord il y a la 

formation de l’intermédiaire de réplication, un ARN de polarité négative 

complémentaire à l’ARN génomique du VHC, puis celui-ci sert de modèle à la 

production d’ARN de polarité positive. L’ARN de polarité positive est formé en excès 

par rapport à l’ARN de polarité négative (Figure 23) (Behrens, Tomei, and De 

Francesco 1996).  

 

 
Figure 23 : Modèle schématique d’une usine 
virale et des protéines formant le complexe 
de réplication  
Le complexe de réplication du VHC se forme 
dans des structures membranaires du RE 
nommées les usines virales, où sont 
concentrées les protéines virales non 
structurales permettant la réplication. Adapté 
d’après (Paul, Madan, and Bartenschlager 
2014) 
 

 

 

C’est la protéine non structurale NS5B, la RdRp qui permet la transcription de 

l’ARN. Comme décrit précédemment (Cf. 4.b. L’ARN polymérase ARN dépendante 

NS5B), la synthèse de l’ARN complémentaire de polarité négative est réalisée par la 

protéine non-structurale NS5B, qu’elle va ensuite utiliser comme matrice pour 

synthétiser de nombreux ARN de polarité positive. L’ARN est synthétisé à une 

vitesse estimée de 100 à 400 nt par minute (Simister et al. 2009 ; Harrus et al. 2010 ; 

Mosley et al. 2012). Ce processus est aussi régulé par des protéines cellulaires de 

l’hôte. Parmi celles-ci on trouve  la Cyp B qui jouent un rôle critique en régulant la 
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liaison de NS5B à l’ARN (Watashi et al. 2005 ; Kaul et al. 2009) et le microARN 

spécifique du foie miR122 qui se fixe en 5’ UTR de l’ARN viral le stabilisant et le 

protégeant de la dégradation par des 5’-3’ exonucléase (Jopling et al. 2005 ; 

Shimakami et al. 2012 ; You Li et al. 2013). 

 

d) Assemblage et Sécrétion 

 

Les étapes d’assemblage et de sécrétion du VHC sont liées aux métabolismes 

des lipides et permettent d’aboutir à la formation de particule virale infectieuse. La 

première étape est la relocalisation de core du RE au gouttelettes lipidiques 

cytosoliques (cytosolic lipid droplets : cLDs) (McLauchlan et al. 2002 ; Miyanari et al. 

2007), ainsi que la relocalisation de la protéine NS5A (Appel et al. 2008). Ces  

relocalisations sont permises par une protéine de l’hôte, la diacylglycérol OI-

acyltransférase 1 (DGAT1) (Herker et al. 2010). De plus l’hyperphorylation de NS5A 

semble recruter NS5A dans les fractions membranaires de faible densité autour des 

cLDs (Masaki et al. 2014).  NS5A, par son domaine de liaison à l’ARN va permettre 

le recrutement de l’ARN dans ces cLDs (Tellinghuisen, Foss, and Treadaway 2008; 

Masaki et al. 2008) (Figure 24). D’autres protéines de l’hôte semblent impliquées 

dans la morphogenèse des gouttelettes lipidiques, telles que la TIP47 (protéine 

retrouvée associée aux gouttelettes lipidiques) (Vogt et al. 2013) ou la seipin 

(impliquée dans la maturation des gouttelettes lipidiques) (Clément et al. 2013). 

 

 
Figure 24 : Modèle schématique la 
production des lipo-viro-particules de 
VHC. 
Le génome viral est répliqué dans des 
vésicules à double membrane. NS5A va 
acheminer l’ARN viral, P7 et NS2 recrute 
les glycoprotéines E1 et E2 au site 
d’assemblage au niveau du site 
d’assemblage. Core va former la 
nucléocapside en se liant à l’ARN 
acheminé qui va acquérir son enveloppe 
par bourgeonnement à la membrane du 
RE. La particule est ensuite maturée par 
la voie de sécrétion des VLDL, s’associant 
alors aux apoliprotéines. Adapté d’après 
(Paul, Madan, and Bartenschlager 2014) 
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La protéine NS2 joue un rôle clé dans l’assemblage, elle interagit d’une part 

avec le complexe E1/E2/p7 et d’autre part avec le complexe NS3-4A permettant 

l’acheminement de l’ensemble des protéines au site d’assemblage (Phan et al. 2009 

; Jirasko et al. 2010 ; Popescu et al. 2011). La capacité de core a se lier à l’ARN va 

permettre la formation de la nucleocapside (Cristofari et al. 2004), qui va ensuite 

acquérir son enveloppe par bourgeonnement de la membrane du RE, où sont 

ancrées les glycoprotéines E1 et E2 au niveau des cLDs (Roingeard et al. 2008). Les 

particules naissantes du VHC subissent une maturation par la voie de sécrétion de 

VLDL. C’est au cours de cette voie que le VHC s’associe à des lipoprotéines telles 

que ApoC, ApoB, ApoE, (Chang et al. 2007 ; Meunier et al. 2008 ; Gastaminza et al. 

2008). Il est ensuite libéré par exocytose en tant que LVP (Nielsen et al. 2006). 
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VI. Les modèles d’études du VHC 

 

Depuis la découverte du VHC en 1989 (Choo et al. 1989), de nombreux 

modèles d’étude du VHC ont été développés allant du modèle animal au modèle 

cellulaire. Ces modèles ont permis la compréhension des relations virus-hôte, du 

cycle viral et de la pathogénèse du VHC. De plus l’ensemble de ces connaissances 

associées aux modèles d’étude du VHC ont permis le développement de nouvelles 

thérapies contre le VHC. 

 

1. Modèles animaux 

Le premier modèle historiquement utilisé pour le VHC est le chimpanzé, il a 

notamment joué un rôle crucial dans la découverte de la NANBH. En effet dès 1978 il 

a servi pour l’étude des premières infections par l’injection de sérum de patients 

porteurs d’une hépatite non-A non-B (H. J. Alter et al. 1978). Dix ans plus tard il a 

contribué à son identification, son génome a été cloné à partir de chimpanzé qui 

avait été infecté par le virus (Choo et al. 1989).  

Le chimpanzé partage plus de 98% des séquences de son génome avec l’homme, 

cependant le schéma de la maladie et son devenir chez le chimpanzé ne reflètent 

pas nécessairement celui chez l’homme. En effet peu de chimpanzés évoluent vers 

un stade de chronicité (30-40%) (Lanford et al. 2001), et seulement un cas d’HCC a 

été observé dans ce modèle (Muchmore et al. 1988). 

Néanmoins, le chimpanzé permet l’étude des aspects moléculaires, immunologiques 

et cliniques de l’infection par le VHC. L’étude de la phase aigüe du VHC étant difficile 

chez l’homme car majoritairement asymptomatique, l’infection expérimentale des 

chimpanzés permet de surveiller la cinétique virale, la réponse immunitaire de l’hôte, 

la manifestation de la maladie de manière contrôlée (Y. K. Shimizu et al. 1990 ; 

Cooper et al. 1999 ; Shoukry et al. 2004 ; Choi et al. 2016). Elle a aussi permis de 

suivre les résistances associées aux inhibiteurs d’entrée, de NS5A (protéase) et 

NS5B  (RdRp) (Carroll et al. 2009 ; Morin et al. 2012 ; Coburn et al. 2013). Le 

chimpanzé reste à l’heure actuelle le meilleur modèle d’études in vivo, néanmoins les 

contraintes éthiques et les coûts qui lui sont associés le rendent peu accessible. En 
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Europe l’utilisation des grands singes est maintenant interdite par directive 

européenne.  

 

La souris est le modèle animal de laboratoire le plus répandu, cependant ce 

ne sont pas des hôtes naturels du VHC, ni l’entrée ni la réplication n’a lieu dans les 

hépatocytes murins (Ploss et al. 2009 ; Dorner et al. 2011). Le modèle murin a alors 

été adapté pour l’étude du VHC.  

Dans un premier temps  à partir d’un modèle murin transgénique Alb-uPA , 

développé pour étudier les troubles de la coagulation néonatale dans les années 

1990 (Heckel et al. 1990). Ce modèle présentait une destruction du foie due au 

transgène uPA, cette défaillance hépatocytaire a pu être comblée par la greffe 

d’hépatocytes sains qui repeuple alors le foie et restaure la fonctionnalité du foie 

(Rhim et al. 1994).    Les souris uPA ont alors été croisées avec un modèle 

présentant un syndrome d’ immunodéficience sévère (SCID) pour éviter un rejet de 

greffes et pouvoir être xénogreffés avec des hépatocytes humains (Mercer et al. 

2001). La capacité de synthèse et de relargage de particules virales par ces souris 

en ont fait le premier modèle murin utilisable pour l’étude des VHC in vivo, uPA-

SCID. Ce modèle peut être infecté aussi bien à partir de sérums de patients (Mercer 

et al. 2001) que de virus dérivés de culture cellulaire (Akazawa et al. 2013). 

L’inconvénient de ce modèle est la fragilité des souris, en effet elles présentent un 

phénotype hépatique létal et doivent être greffées quelques semaines après leur 

naissance (Meuleman et al. 2005). 

Un autre modèle murin a été mis au point, des souris transgéniques FRG. Ces 

souris sont issues d’un croisement entre des souris immunodéficientes pour RAG2-/- 

(Rag2 recombinase) et IL-2Rγ-/- (common γ-chain of the interlekin receptor) 

(Goldman et al. 1998) et des souris déficientes pour FAH-/- (furmarylacetoacetate 

hydrolase) causant une dégénération du foie pouvant être corrigée par injection de 

NTCB (Grompe et al. 1993 ; 1995). La transplantation d’hépatocytes humains est 

alors facile à contrôler comparée aux souris uPA-SCID. Ce modèle a permis des 

greffes d’hépatocytes humains très efficaces chez les souris adultes, les rendant très 

susceptibles au VHC (Bissig et al. 2010). Ces deux modèles ne possèdent pas de 

système immunitaire fonctionnel. Ils n’ont aucune cellule T et B mature/fonctionnelle, 
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les rendant inutilisables pour étudier l’immuno-pathogénèse du VHC ou encore le 

développement et l’évaluation de vaccins. 

C’est la manipulation génétique des souris qui a permis d’obtenir des modèles 

murins immunocompétents susceptibles au VHC. Pour cela il faut que l’hépatocyte 

murin exprime les facteurs nécessaires à l’entrée virale. En 2009, la présence d’au 

minimum  deux facteurs d’entrée humains : Occludin (OCLN) et CD81 étaient 

nécessaire à l’infection des hépatocytes humains (Ploss et al. 2009). CD81 et OCLN 

ont pu être exprimés de manière transitoire dans le foie des souris par l’utilisation de 

vecteurs adénoviraux et permettant ainsi l’entrée du VHC dans les hépatocytes 

murin in vivo (Dorner et al. 2011). Le développement de souris transgéniques 

exprimant 4 facteurs d’entrées : CD81, SR-B1, Claudin-1 (CLDN1) et OCLN a 

ensuite été mis au point donnant des souris capables de réaliser le cycle viral 

complet du VHC et présentant des manifestations hépatologiques (Dorner et al. 2013 

; J. Chen et al. 2014). 

La dernière alternative est l’adaptation du VHC au modèle murin. En 2010, 

l’expression de CD81 murin dans des hépatocytes issus d’un hépatocarcinome 

humain exprimant faiblement CD81 a permis la sélection d’un variant du VHC-Jc1 

par passage successif. Ce variant s’est adapté au CD81 murin devenant capable 

d’infecter les hépatocytes murins (Bitzegeio et al. 2010). Cependant ce virus ne se 

réplique pas dans les cellules murines dû à une forte réponse immunitaire innée 

(Frentzen et al. 2014). 

 

2. Les modèles cellulaires 

 

Le VHC est un virus hépatotrope humain, il se réplique principalement dans 

les hépatocytes humains. Le développement de systèmes cellulaires pour étudier 

son cycle viral s’est avéré compliqué. A sa découverte en 1989, le seul modèle 

disponible était le chimpanzé (Choo et al. 1989). L’infection d’hépatocytes s’est 

révélée être un échec jusqu’au développement d’un système de réplicon 

subgénomique en 1999 (Lohmann et al. 1999). Ce système a été mis au point dans 

des cellules hépatocytaire Huh7 originalement isolées d’un hépatocarcinome humain 

en 1982 (Nakabayashi et al. 1982). Le réplicon consiste en une construction 

bicistrionique contenant d’une part l’IRES du VHC contrôlant l’expression d’un gène 
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de sélection : la néomycine phosphotransférase et d’autre l’IRES du virus de 

l’encéphalomyocardite (EMCV) permettant l’expression des protéines non-

structurales NS3, NS4A, NS5A et NNS5B du VHC (génotype 1b). L’ensemble des 

gènes placés sous le contrôle d’un promoteur T7 permet sa transcription in vitro en 

ARN. L’ARN est alors transfecté dans une lignée hépatocellulaire immortalisée Huh7 

(Lohmann et al. 1999). Le réplicon ne possédant pas les protéines structurales :  

core, E1 et 2 ainsi que les protéines non structurales p7 et NS2 et permet 

uniquement l’étude de la réplication virale.  

 La sélection continue des clones Huh7 exprimant le réplicon, a mené à 

l’apparition de sous-clones présentant une permissivité au VHC accrue. La présence 

du réplicon dans ces sous-clones a été supprimée par des traitements (IFNα et γ/ 

inhibiteur). Les sous-clones obtenus ont alors été désignés ainsi : Huh7.5 (Blight, 

McKeating, and Rice 2002) et Huh7.5.1 (Zhong et al. 2005). La permissivité accrue 

de ces cellules au VHC provient d’une mutation dans le gène RIG-I, entrainant 

l’inhibition de sa reconnaissance et une absence de production d’IFN (Sumpter et al. 

2005).  

3. Les modèles de virions 

En 2003, la mise au point de pseudo-particules ouvre la voie sur la 

compréhension des étapes précoces du cycle viral, les étapes d’attachement et 

d’entrée virale. Les pseudo-particules du VHC, les HCVpp, sont des pseudo-

particules rétrovirales exprimant les glycoprotéines E1 et E2 à leur surface, 

l’incorporation d’un gène rapporteur en leur sein permet la quantification de l’entrée 

virale.  Elles sont obtenues à partir de la cotransfection dans des cellules rénales 

(Hek-293T) de trois constructions plasmidiques : l’un codant pour une protéine 

rétroviral Gag-pol, le second les glycoprotéines d’enveloppe E1 et E2 et le dernier 

pour un gène rapporteur comportant les séquences signal nécessaires à son 

encapsidation (Bartosch, Dubuisson, and Cosset 2003). Ce système reste limité 

dans le sens où les HCVpp sont produites dans des Hek-293T, qui ne synthétisent 

pas les lipoprotéines associées au VHC in vivo.  

 

Lors de la découverte du variant JFH1 isolé chez un patient japonais 

présentant une hépatite fulminante (T. Kato et al. 2001), le réplicon du JFH1 a été 

montré comme réplicatif en Huh7, de plus certaines mutations présentes sur ce 
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clone semblent conférer un phénotype de réplication plus élevée (T. Kato et al. 

2003). L’étude de ce clone a permis 4 ans plus tard la publication d’un système in 

vitro supportant le cycle viral complet du VHC nommé HCVcc (Lindenbach et al. 

2005 ; Wakita et al. 2005 ; Zhong et al. 2005). De plus ces particules virales d’HCVcc 

produite in vitro, ont été montrées comme infectieuses in vivo (Lindenbach et al. 

2005 ; Zhong et al. 2005).  

De nombreuses chimères d’HCVcc ont été développées. La combinaison de 

la région NS3-NS5B de l’isolat JFH1 avec celle de core-NS2 de l’isolat J6 (deux 

isolats de génotypes 2a) a donné une chimère intra-génotypique qui augmente son 

aptitude réplicative : J6/JFH1 ou Jc1 (Lindenbach et al. 2006 ; Pietschmann et al. 

2006). De plus de nombreux génomes rapporteurs luminescents ou fluorescents ont 

été créés permettant de suivre la dynamique de réplication du VHC (Catanese and 

Dorner 2015). La chimère Jc1-Luc est un exemple de ces constructions rapportrices, 

elle contient la séquence codante de la luciférase firefly sous le contrôle de l’IRES du 

VHC, la séquence codante pour les protéines virales est quant à elle sous le contrôle 

de l’IRES de l’EMCV (Koutsoudakis et al. 2006).  

 

 Un modèle alternatif a été développé à partir des clones Huh7 exprimant le 

réplicon subgénomique du VHC. Il permet d’étudier des étapes du cycle 

indépendamment en apportant en trans les protéines déficitaires dans les clones 

Huh7 : protéine structurale core, E1, E2 et non structurales p7 et NS2 par un virus 

helper produit en cellules Hek-293T (Ishii et al. 2008 ; Steinmann et al. 2008 ; Adair 

et al. 2009).  Les cellules produisent ainsi des particules infectieuses nommées HCV 

trans-complementary particles (HCVTCP), ne pouvant effectuer qu’un seul round 

d’infection en l’absence du virus helper. 
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VII. Dynamique d’interaction du VHC et ces récepteurs 

L’entrée virale est la première étape d’une infection virale, c’est le processus au 

cours duquel le virus accède aux compartiments intracellulaires. Ce processus se 

décompose en plusieurs étapes : la diffusion de la particule virale à la membrane 

cellulaire, sa liaison aux récepteurs, son internalisation et le relargage de 

l’information génétique dans le cytoplasme. Ces différentes étapes sont strictement 

dépendantes des interactions virus-hôtes qui sont propres à chaque virus.  

L’entrée virale est donc dépendante de l’interaction de la particule virale avec 

son/ses récepteur(s) mais aussi de la dynamique spatiotemporelle de cette/ces 

interaction(s).  

 

1. L’interaction virus-récepteur(s) 

Lors de son transit extracellulaire, le virus se fixe à des molécules spécifiques de 

la surface cellulaire permettant leur entrée dans la cellule cible, on parle alors de 

récepteurs viraux. Ce sont eux qui définissent le tropisme cellulaire d’un virus. En 

leur absence, le virus ne peut pas infecter la cellule. Ils doivent être distingués des 

facteurs d’attachement qui sont des molécules de surfaces auxquelles différents 

virus peuvent se lier et qui jouent un rôle indirect dans l’entrée. La liaison à ces 

facteurs permet de concentrer les particules virales à la surface de la cellule 

favorisant ainsi la rencontre virus-récepteur(s). Les récepteurs viraux quant à eux ont 

une double fonction : ils permettent non seulement la liaison de la particule virale à la 

cellule hôte mais aussi le transfert de leur génome dans la cellule hôte (Grove and 

Marsh 2011). 

L’accès de la particule virale au cytoplasme de la cellule peut se faire de deux 

façons. La première consiste en une endocytose classique, après la liaison à un ou 

plusieurs récepteurs cellulaires, la particule virale est prise en charge par la 

machinerie cellulaire permettant leur endocytose médié par un/des récepteur(s). La 

seconde stratégie consiste en une pénétration directe de la membrane plasmique 

par le biais d’une interaction virus-récepteur(s) cellulaire(s) contournant ainsi la 

machinerie endocytaire, elle est donc endocytose indépendante (Figure 25). 
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Figure 25 : 
Schématisation des 
stratégies d’entrée 
virale 
L’accès du virus au 
cytoplasme des 
cellules hôtes peut 
se généraliser à 
deux stratégies : (A) 
par endocytose et 
échappement des 
vésicules 
endosomales par 
fusion ce processus 
est nommé 
endocytose médiée 

par récepteur (receptor-mediated endocytosis). (B) par pénétration directe à partir de la membrane 
plasmique de la cellule hôte, appelée entrée induite par le récepteur indépendante de l'endocytose 
(endocytosis-independent receptor-mediated entry). Ce sont des virus enveloppés représentés dans 
ce schéma mais les virus non enveloppés ont développé des stratégies similaires. Les flèches noires 
représentent la séquence des événements et les flèches pointillées rouges la signalisation potentielle 
induite. Adapté d’après (Boulant, Stanifer, and Lozach 2015) 

  
La reconnaissance des récepteurs viraux est soumise à une pression évolutive 

constante afin d’augmenter l’efficacité de l’infection qui entraîne notamment 

l’émergence de variants viraux qui peuvent présenter une infectivité modifiée ou 

encore un tropisme cellulaire différent. De plus l'interaction virus-récepteur peut être 

un processus très dynamique, en effet un seul virus peut reconnaître un ou plusieurs 

récepteur(s), qui peuvent différer selon le variant voir même au cours d'une infection. 

 

2. La dynamique d’interaction virus-récepteurs 

Les voies d’entrées du virus sont définies par la dynamique d’interaction entre 

les particules virales et leurs récepteurs à la surface de la cellule. Ces dynamiques 

d’interactions et les questions en découlant peuvent être directement traitées par 

imagerie sur cellules vivantes. La microscopie en temps réel à haute résolution avec 

un suivi de particules virales uniques a permis de suivre des particules virales lors de 

leur première interaction avec la cellule hôte jusqu’à leur endocytose. Basé sur les 

nombreuses expériences d’imageries en temps réel Steve Boulant, Megan Stanifere 

et Pierre-Yves Lozach ont regroupé les différentes dynamiques d’interactions virus-

récepteurs en 4 stratégies distinctes (Figure 26).  
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Figure 26 : Schématisation des stratégies d’entrée virale 
Les virus ont mis au point différentes stratégies pour interagir avec leurs récepteurs à la surface des 
cellules hôtes. (A)  La stratégie « colle (stick) » : après avoir atterri à la surface de la cellule et il se 
lient au(x) récepteur(s) et restent bloqués à un endroit confiné d'où ils seront endocytés de manière 
passive ou induite par un signal. (B) La stratégie « cherche (seak) » : après s'être liés à leur 
récepteur, ils diffusent à la surface de la cellule en recherchant des récepteurs supplémentaires. Le 
complexe virus-récepteurs sera ensuite confiné spatialement dans un microdomaine membranaire 
plasmatique de l'hôte à partir duquel il sera endocyté. (C) Stratégie « préformé (preformed) » : après 
la liaison à leurs récepteurs, ils diffusent à la surface de la cellule hôte à la recherche de structures 
endocytiques préformées qu’ils détournent pour faciliter leur internalisation. (D) Stratégie « colle et 
cherche (stick and seak) » : les virus peuvent atterrir à la surface des cellules et se lier à un récepteur 
primaire. Cette liaison initiale induit une signalisation conduisant à une redistribution active du 
complexe virus-récepteur primaire à la recherche d'un récepteur secondaire qui médie l'absorption du 
virus. Adapté d’après (Boulant, Stanifer, and Lozach 2015) 
 

a) La stragégie « colle (stick) » 

Le virus va se fixer à son/ses récepteur(s) au niveau de la membrane 

cellulaire et rester dans un milieu confiné d’où ils seront endocytés de manière 

passive ou active (implication d’une cascade de signalisation) (Boulant, Stanifer, and 

Lozach 2015) (Figure 26A). Le virus de stomatite vésiculaire (VSV) utilise cette 

stratégie. Des particules virales de VSV purifiées ont été labelisées et incubées sur 

des cellules exprimant la chaine légère de clathrine A1 (LCa) en fusion à une 

protéine fluorescente. Cette incubation a résulté en l’observation par imagerie en 

temps réel, qu’après la fixation du VSV sur les cellules, le recrutement de Lca permet 

son internalisation (Cureton et al. 2009).  

 

b) La startégie « cherche (seak) » 

Le virus, après sa fixation à son/ses récepteur(s) au niveau de la membrane 

cellulaire va diffuser à la surface cellulaire afin de trouver des récepteurs 

supplémentaires, le complexe ainsi formé est confiné dans un microdomaine 

membranaire permettant son endocytose (Boulant, Stanifer, and Lozach 2015) 
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(Figure 26B). Le virus de la grippe A (IAV Influenza A virus) utilise cette stratégie. 

Des expériences d’imagerie en temps réel sur des cellules exprimant LCa et la 

cavéoline 1 en fusion à des protéines fluorescentes et incubé avec de l’IAV marqué 

ont montré que les particules virales se posent d’abord sur la surface des cellules et 

se déplacent vers leur site d’internalisation, où elles s’arrêtent et sont endocytées de 

manière clathrine dépendante (Rust et al. 2004).   

 

c) Le stratégie « préformé (preformed) » 

Certains virus, vont diffuser à la surface membranaire après liaison à leurs 

récepteurs à la recherche de structures endocytaires préformées qu’ils détournent 

pour faciliter leur internalisation (Boulant, Stanifer, and Lozach 2015) (Figure 26C). 

Un membre de la famille des Flaviridae a été montré comme utilisant cette stratégie, 

le virus de la dengue (DENV). Des particules de DENV labelisées, incubées avec 

des cellules exprimant Lca en fusion à une protéine fluorescente ont permis de 

montrer que DENV rejoint des puits recouverts de clathrine par diffusion (van der 

Schaar et al. 2008). Une autre étude a montré que le parvovirus canin (CPV) 

interagit avec son récepteur la transferrine (TfR), il diffuse alors rapidement à la 

surface membranaire avant d’interagir avec un complexe préexistant d’endocytose. 

Ces observations ont été faites par imagerie en temps réel sur des cellules exprimant 

la sous-unité σ2 d’AP2 ou la TfR en fusion à des protéines fluorescentes incubées 

avec des capsides de CPV purifiées et labelisées mettant en évidence la diffusion du 

complexe virus-récepteurs vers un puit recouvert de clathrine préexistant, qui permet 

son endocytose (Cureton et al. 2009). 

 

d) Le stratégie « colle et cherche (stick and seak) » 

Cette dernière stratégie consiste en l’implication de plusieurs récepteurs, 

primaires et secondaires. La liaison initiale de la particule virale aux récepteurs 

primaires induit une signalisation conduisant à la recherche de récepteurs 

secondaires permettant l’endocytose (Boulant, Stanifer, and Lozach 2015) (Figure 

26D). L’exemple type de la relocalisation du complexe virus-récepteurs induit par le 

virus lui-même est celui du virus coxsackie B (CV-B). Il a été montré par 

immunofluorescence que Le CV-B se lie à son corécepteur DAF (decay-accelerating 

factor), l’interaction engendre l’activation de Abl, une tyrosine kinase impliquée dans 
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le remodelage de l’actin. De cette activation découle une relocalisation du complexe 

CV-B/DAF au niveau des jonctions serrées (Tight junction : TJs) permettant son 

interaction avec son récepteur CAR (coxsackiervirus and adenovirus receptor) 

(Coyne and Bergelson 2006). 

Chaque virus adopte une dynamique d’interaction virus-récepteurs différente, 

la dynamique d’interaction VHC-récepteurs reste pour lors controversée et implique 

de nombreux facteurs d’entrées. 

3. Les molécules de surfaces cellulaires impliquées dans 

l’entrée du VHC 

De nombreux modèles ont été développés afin d’identifier les différentes 

molécules de surfaces impliquées dans la liaison du VHC à la surface et son entrée 

dans la cellule cible.  Parmi les molécules de surfaces proposées dans ce processus 

on retrouve les facteurs d’attachement et les facteurs d’entrées :  

• Deux facteurs d’attachement ont été décrits pour le VHC : les récepteurs au 

LDL (Low density lipoprotein receptor LDL-R) et les protéoglycanes 

d’héparane sulfate (HSPG).  

• De nombreux facteurs d’entrée ont été décrits pour le VHC au cours de la 

dernière décennie dont : la tetraspanin CD81 (CD81), le Scavenger-receptor 

Type B class I (SR-BI), l’epidermal growth factor receptor (EGFR), Occludin 

(OCLN), Claudin 1 (CLDN1), Ephrin type A receptor 2 (Eph2A). 

 

 

 
Figure 27 : Les différents facteurs 

d’entrée du VHC. 
Facteurs d'attachement et récepteurs 
utilisés par le virus de l'hépatite C. Au 
moins six protéines membranaires sont 
essentielles à la fixation et à l’entrée du 
virus. HSPG et LDL-R sont considérés 
comme des facteurs d’attachement. 
SR-B1, CD81, EGFR, CLDN1 et OCLN 
sont considérés comme des facteurs 
d’entrée du VHC. Adapté d’après 
(Morozov and Lagaye 2018) 
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 Au cours de la dernière décennie de nombreux cofacteurs additionnels ont été 

proposés incluant : le very-low density lipoprotein recetor (Ujino et al. 2016), CD36 

(J.-J. Cheng et al. 2016), ankyrin repeat domain 1(Than et al. 2016), E-cadherin (Q. 

Li et al. 2016), serum response factor-binding protein 1 (Gerold et al. 2015), cell-

death-inducing DFFA-like effector B (Wu et al. 2014), transferin receptor (Martin and 

Uprichard 2013), Niemann-Pick C1-like 1 (Sainz et al. 2012). Ces facteurs ne seront 

pas décris dans mon introduction. 

 

a) Les facteurs d’attachements LDL-R et HSPG 

LDL-R est une glycoprotéine de membrane, elle contient des répétitions LDL-R 

de type A, un EGF-like domain, un ancrage membranaire et une extrémité C-terminal 

cytosolique. Elle a pour fonction la liaison et l’internalisation de particules 

lipoprotéiques circulantes riches en cholestérol (Goldstein and Brown 1974; Chung 

and Wasan 2004). Ce sont les motifs LDL-R de type répété en N-terminal qui 

permettent la reconnaissance de ces lipo-particules riches en cholestérols par le 

biais d’une interaction avec apoB-100 et  ApoE  (Go and Mani 2012).  

Les HSPG font partie de la famille des glycosaminoglycanes, ce sont des 

glycoprotéines contenant une ou plusieurs chaînes d’héparane sulfate (HS) liées de 

manière covalente. Les HSPG sont impliqués dans de multiples processus cellulaires  

et ce sont notamment des récepteurs endocytiques impliqués dans le métabolisme 

des lipides dans le foie (S. Sarrazin, Lamanna, and Esko 2011).   

 

Dans le sang des patients le VHC est sous forme de VLP, celle-ci est captée à la 

surface des hépatocytes par des liaisons de faible affinité avec les LDL-R et HSPG, 

c’est le processus d’attachement. L’interaction du VHC avec les LDL-R a été montré 

par l’utilisation de virus like particule associé à des LDL ainsi que du virus issu de 

sérum de patient  (Agnello et al. 1999 ; Monazahian et al. 1999). D’autres études ont 

montré que LDL-R permet l’attachement du VHC mais n’est pas indispensable à son 

entrée dans la cellule (Albecka et al. 2012) et que la liaison du VHC aux LDL-R est 

permise par la présence d’apoE à la surface des VLPs (Catanese et al. 2013).  

L’interaction HSPG-VHC est elle aussi permise par apoE, et que que la longueur 

minimale d’oligosaccharides HS requise pour une infection par le VHC est un 

décasaccharide (Xu et al. 2015). 



 

72 

 

b) Tetraspanin CD81 

CD81 est une protéine de surface de 26 kDa composée d’une extrémité C et N-

terminale cytosolique et de quatre domaines transmembranaires avec deux boucles 

extracellulaires (Levy et al. 1991). Ces deux boucles extracellulaires sont de tailles 

différentes, la première située entre le domaine transmembranaire 1 et 2 fait 28 aa, 

c’est la petite boucle extracellulaire la seconde de 80 aa entre le domaine 

transmembranaire 3 et 4 correspond à la large boucle extracellulaire (LEL) 

(Kitadokoro et al. 2001) (Figure 27). C’est une protéine de surface membranaire 

quasi-ubiquitaire (sauf plaquettes et globules rouges), impliquée dans de 

nombreuses réponses biologiques. Dans le foie, elle est exprimée à la fois sur 

l’endothélium sinusoïdale et sur les hépatocytes où CD81 est principalement localisé 

à la membrane basolatérale (Fénéant, Levy, and Cocquerel 2014). 

 Des formes recombinantes de la glycoprotéines E2 du VHC ont montré une 

forte affinité de liaison pour des lignées cellulaires dérivant de lymphome et 

d’hépatocarcinome humain, non retrouvées pour les cellules murines. A partir de ces 

résultats, une banque d’ADN complémentaire d’un sous-clone montrant une forte 

affinité pour E2 a été élaborée. Le criblage de cette banque a permis d’identifier la 

séquence codante pour la protéine CD81 humaine, ainsi que la détermination du site 

de liaison de E2 à CD81, il s’agit de la LEL de CD81 et cette interaction est espèce 

spécifique (Rosa et al. 1996 ; Pileri et al. 1998). C’est l’intégrité de deux ponts 

disulfure entre des cystéines au sein de cette boucle qui permet l’interaction CD81-

VHC (Petracca et al. 2000), de plus 4 autres résidus de LEL semblent impliqués 

(163-186-188-166) (Meola et al. 2000). 

L’implication de CD81 dans l’entrée du VHC a été confirmée par de nombreuses 

études. Des anticorps anti-LDL de CD81 sont capables d’inhiber l’entrée d’HCVpp, 

HCVcc et de VHC dérivés de sérum de patients (Hsu et al. 2003 ; Bartosch et al. 

2003 ; Cormier et al. 2004 ; Jie Zhang et al. 2004 ; Wakita et al. 2005 ; Zhong et al. 

2005 ; Koutsoudakis et al. 2006 ; Kapadia et al. 2007 ; Molina et al. 2008), ainsi que 

des infections in vivo (Meuleman et al. 2008). De plus, CD81 a aussi été impliqué 

dans l’entrée du VHC en formant un complexe de co-récepteurs avec CLDN1 (Harris 

et al. 2008 ; 2010 ; S. E. Krieger et al. 2010). La formation de ce complexe est 

dépendante de la signalisation d’EGFR (Lupberger et al. 2011 ; Zona et al. 2013). 

 



 

73 

 

c) Scavenger-receptor Type B class I SR-BI 

SR-BI est une glycoprotéine de 82 kDa composée d’une extrémité C et N-

terminale cytosolique et de deux domaines transmembranaires séparés par une 

boucle extracellulaire  (M. Krieger 2001; Rhainds and Brissette 2004). SR-BI est 

fortement exprimé dans le foie, il peut se lier à diverses lipoprotéines de haute 

densité (HDL) et de faible densité (LDL). Il joue un rôle clé dans la médiation de 

l’absorption sélective cholestérol des HDL et des LDL dans les hépatocytes afin de 

maintenir l’homéostasie lipidique (Rhainds and Brissette 2004 ; Van Eck et al. 2008).  

 

L’implication de SR-BI dans l’entrée virale a été découverte par la capacité de 

glycoprotéines recombinantes E2 provenant du génotype de VHC 1a et 1b à se lier à 

une lignée cellulaire dérivée d’hépatocarcinome humain n’exprimant pas  CD81 

(Scarselli et al. 2002). D’autres études ont déterminé que c’est la boucle 

extracellulaire de SR-BI qui interagit avec la HVR-1 de la glycoprotéine E2 et les 

lipoprotéines associée au virus (Voisset et al. 2005 ; Bartosch et al. 2003 ; 2005). Le 

VHC utiliserait SR-BI de plusieurs façons, dans un premier temps l’attachement initial 

du VHC serait indépendant de E2 mais médié par des composants lipoprotéiques tel 

que ApoE. Puis dans un deuxième temps la fonction de transfert des lipides de SR-

BI pourrait faciliter l'accès aux sites de liaison à E2 pour SRBI et CD81 permettant le 

transfert de la particule virale sur CD81 (Arnaud et al. 2010 ; Dao Thi et al. 2012). 

L’interaction E2 HVR1 et SR-BI semblerait aussi augmenter l’infectivité de la 

particule à un niveau post-attachement (Zahid et al. 2013). 

 

d) Les facteurs d’entrée EGFR and Eph2A sont des 

récepteurs tyrosines  

 La découverte du facteur de croissance épidermique (EGF) chez la souris 

(Levi-Montalcini and Cohen 1960 ; Cohen 1965) a mené à la découverte de son 

récepteur EGFR (Carpenter et al. 1975 ; Cohen, Carpenter, and King 1980). EGFR  

est un récepteur tyrosine kinase de la famille ErbB, il est composé d’un domaine 

extracellulaire en N-terminal, un domaine transmembranaire, un domaine 

cytoplasmique et un domaine intracellulaire kinase en C-terminal (Ferguson 2008). 

Dans un contexte physiologique normal EGFR régule la coordination de la 

croissance cellulaire, de la différentiation et de la migration. Une mauvaise régulation 
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de ces récepteurs et de leur ligand a été mise en cause dans le développement de 

cancers humains par le biais de processus biologique pro-oncogénique tels que la 

prolifération cellulaire, angiogenèse, l’inhibition de l’apoptose, la mobilité cellulaire, 

l’adhésion et la formation de métastases (Wee and Wang 2017).  

Identifié en 1990 EphA2 appartient à la famille des Eph-receptor, une sous 

famille des récepteurs tyrosine kinase (Hirai et al. 1987 ; Lindberg and Hunter 1990). 

Il est impliqué lui aussi dans deux nombreux processus biologiques, incluant 

l’angiogenèse, la formation de frontière tissulaire, la migration cellulaire, le guidage 

axonal et la plasticité synaptique (Dodelet and Pasquale 2000). L’activation 

canonique de Eph2A (dépendante du ligand et de la tyrosine kinase) inhibe la 

prolifération cellulaire et la motilité des cellules cancéreuses, à l’inverse la voie non-

canonique (ligand et tyrosine kinase indépendante) favorise la survie de la tumeur et 

les métastases (Zhou and Sakurai 2017). 

L’implication de ces deux récepteurs tyrosine kinase EGFR et Eph2A dans 

l’entrée du VHC a été démontrée par un criblage fonctionnel d’ARN interférant des 

kinases. De plus l’utilisation de l’erlotinib (un inhibiteur spécifique de l'EGFR) et du 

dasatinib (un inhibiteur spécifique de l'EphA2) peut bloquer l'entrée du VHC dans les 

hépatocytes. Il n’y aurait pas d’interaction directe entre EGFR et la particule virale 

mais un signal EGFR dépendant permettant la formation du complexe CD81-CLDN1 

(Lupberger et al. 2011 ; Zona et al. 2013). De plus, une étude récente implique 

EGFR dans la relocalisation du complexe VHC-CD81-CLDN1 au niveau des TJs 

pour permettre l’interaction VHC-OCLN (Baktash et al. 2018). 
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e) Les facteurs d’entrée associés aux jonctions serrées 

CLDN1 et OCLN 

 

Les Jonctions serrées  

 Les TJs sont des jonctions inter-cellulaires complexes essentielles exerçant 

une fonction de barrière. Elles maintiennent la polarité apico-basale des épithéliums 

et des endothéliums en bloquant la diffusion libre de protéines et de lipides entre les 

deux pôles de la membrane plasmique ainsi qu’en régulant le passage paracellulaire 

d’ions, d’eau et de molécules. Les TJs s’établissent sur l'extrémité apicale de la 

surface de la membrane latérale des cellules épithéliales (Zihni et al. 2016).  

 Les TJs sont composées de protéines transmembranaires nommées protéines 

associées aux TJs (tight junction associated proteins : TJAPs). On y trouve 

notamment différentes Claudins (CLDNs), de l’OCLN, des molécules d’adhérence 

jonctionnelle (JAM) ainsi que des protéines cytosoliques telles que zonula occludens 

(ZO) -1, -2 et -3 ces dernières forment la plaque jonctionnelle connectant les 

composants transmembranaires aux cytosquelettes (Förster 2008; Zihni et al. 2016) 

(Figure 28).  

Figure 28 : Schématisation simplifiée du complexe jonctionnel et des jonctions serrées.  
(A) Le complexe jonctionnel dans les cellules épithéliales. Les jonctions serrées (violet) sont situées 
dans la partie apicale des cellules épithéliales polarisées et proche des jonctions adhérentes (orange) 
dans les cellules endothéliales. (B) Exemple de TJAPs, avec les protéines transmembranaires : 
OCLN, CLDNs et JAMs ainsi que les protéines cytosoliques ZO1, ZO2 et ZO3 faisant le lien entre les 
protéines transmembranaires et le cytosquelette. Adapté d’après (Zihni et al. 2016) 

  

 En plus de l’implication des TJAPs dans de nombreuses maladies (Förster 

2008), les pathogènes ont élaboré des stratégies pour surmonter ces barrières en 

utilisant les TJs à leur profit pour infecter ou se disséminer dans leurs hôtes, 

notamment le coxsackie B virus, rotavirus et le VHC (Torres-Flores and Arias 2015). 
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Dans le cas du VHC, ce sont les protéines OCLN et CLDN-1 qui sont détournées et 

lui servent de facteurs d’entrée.  

 

Occludin 

 OCLN est une protéine transmembranaire de 59 kDa. C’est la première 

protéine transmembranaire associé au TJs découverte, son nom dérive du latin 

« occludere » signifiant fermer/occlure (M. Furuse et al. 1993). Elle est composée 

d’une courte extrémité N-terminale, d’une longue extrémité C-terminale toutes deux 

cytosoliques, de quatre domaines transmembranaires (TM 1 à 4) séparés de trois 

boucles : 2 extracellulaires entre TM1 et 2 ainsi qu’entre TM 3 et 4 (EL1 et 2), une 

intracellulaire entre TM 2 et 3 (IL) (Figure 29). Les différents domaines de OCLN 

présentent des fonctions et des caractéristiques de régulation distinctes. L’extrémité 

C-terminal est impliquée dans la localisation cellulaire de OCLN (Matter and Balda 

1998; Mitic et al. 1999), plus spécifiquement les résidus 284 à 522 (Lavie et al. 

2019). Elle est aussi essentielle à l’interaction avec des protéines chaperonnes 

permettant son interaction indirecte avec l’actin corticale, tel que ZO1 qui interagit  

avec le domaine coiled-coil de la partie C-terminale (M. Furuse et al. 1994 ; Yuanhe 

Li et al. 2005) (Figure 29). Ce domaine permet la dimérisation de l’OCLN lors de la 

formation des TJs (Y. Chen et al. 1997 ; Juliane K. Walter et al. 2009 ; J. K. Walter et 

al. 2009). D’autres investigations ont pu mettre en évidence que les boucles 

extracellulaires et au moins un des domaines transmembranaires jouent un rôle 

essentiel dans la perméabilité sélective paracellulaire (Balda et al. 2000).  

Le domaine N-terminal ne semble pas impliqué dans la localisation de l’OCLN aux 

TJs, cependant en son absence (protéine tronquée) les propriétés d’étanchéité et de 

barrière des TJs sont perturbées  (Bamforth et al. 1999).  

 

 
 
Figure 29 : Schématisation l’OCLN humaine associée à 
une membrane plasmique. 
Les différents domaines de l’OCLN sont indiqués : les 4 
domaines transmembranaires TM1-4, les deux boucles 
extracellulaires EL1 (entre TM1 et TM2) et EL2 (entre 
TM3 et TM4), la boucle intracellulaire IL (entre TM2 et 
TM3) ainsi que la partie N et C terminal. L’interaction 
entre la partie C-terminal et ZO1 est représentée. 
(Cummins 2012) 
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 Le rôle de l’OCLN au sein des TJs a été démontré dès les années 90. Par 

exemple lors de sa surexpression en cellules rénales canines (MDCK) la résistance 

électrique épithéliale mesurée est alors augmentée (McCarthy et al. 1996). Une autre 

expérience a montré que la destruction de l’interaction OCLN-OCLN au niveau de 

ces boucles extracellulaires par l’ajout d’un peptide mimant la structure de ces 

boucles entraîne une augmentation de la perméabilité cellulaire (Wong and 

Gumbiner 1997). De manière intéressante, des souris invalidées génétiquement 

(knock-out : KO) pour l’OCLN ont montré des TJs morphologiquement intactes 

cependant ces souris présentent un phénotype histologique avec des inflammations 

chroniques ainsi qu’une faible intégrité des TJs dans deux nombreux tissus 

épithéliaux (Saitou et al. 2000). L’ensemble des données récoltées semblent indiquer 

une fonction de l’OCLN dans la stabilité des TJs plutôt que dans leur formation. 

 

 L’OCLN ne semble pas jouer de rôle dans l’attachement du VHC à la surface 

de la cellule hôte mais dans des évènements post-fixation (Benedicto et al. 2009 ; S. 

Liu et al. 2010). Les premières études d'imagerie ont mis en évidence que la protéine 

d’enveloppe E2 altère la localisation des TJs dans les hépatocytes et entraine une 

rétention de l’OCLN au niveau du RE, où elle colocalise avec E2 (Benedicto et al. 

2008). Son implication dans l’entrée virale du VHC a été identifiée dans des cellules 

murines exprimant les récepteurs humains CD81, CLDN1 et OCLN, dénotant une 

spécificité d’espèce ainsi que l’importance des TJs dans ce processus (Ploss et al. 

2009). La génération de mutants de délétion d’OCLN a permis de mettre en évidence 

l’implication de la seconde boucle extracellulaire de l’OCLN dans l’interaction avec la 

glycoprotéine E2 du VHC (S. Liu et al. 2010). Des études de cinétique ont montré 

une implication de l’OCLN postérieur à  SR-B1, CD81 et CLDN1  (Sourisseau et al. 

2013), confirmé par des cinétiques utilisant des anticorps anti-OCLN EL1 ou EL2 (Y. 

Shimizu et al. 2018). De récentes études ont montré l’importance de 3 résidus 

(281/282/283) de l’extrémité C-terminal dans l’infection du VHC (Lavie et al. 2019). 

La localisation et la manière dont interagit le VHC avec l’OCLN restent controversées 

(Cf 4. Dynamique d’interaction VHC-récepteurs). Dans les coupes hépatiques 

l’OCLN est localisé sur la surface apicale des hépatocytes (Mee et al. 2009), mais 

qu’un pool mineur de cette protéine est aussi exprimé sur la surface basolatérale des 

hépatocytes. En effet, il a été démontré que l’OCLN trafique le long de la membrane 
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basolatérale pour rejoindre les TJs (Matter and Balda 1998). L’importance de la 

localisation subcellulaire de l’OCLN dans l’entrée du VHC est soulignée par le fait 

que seul l’OCLN et son variant d’épissage localisé à la membrane plasmique 

permettent l’infection, contrairement aux variants d’épissage ayant une localisation 

intracellulaire (Kohaar et al. 2010).   

 

 

Claudin-1 

 CLDN1 est une protéine transmembranaire de 21 kDa appartenant à la famille 

des claudins (CLDNs), avec CLDN2 elle fait partie des deux premiers membres de la 

famille des CLDN découverts. Son nom vient du latin « claudere » signifiant 

fermer/clos (Mikio Furuse et al. 1998). Les bases de données associées au clonage 

d’ADNc et de génome ont permis de montrer que la famille des Claudin se compose 

de 27 membres, elles semblent être exprimées de manière tissus spécifique et 

certaines CLDNs ne sont exprimées que dans des types cellulaires spécifiques 

(Tsukita, Furuse, and Itoh 2001; Alshbool and Mohan 2014). Les claudines favorisent 

l'adhésion de cellule à cellule par des interactions homo ou hétérotypiques avec des 

cellules voisines, participent au maintien de l'imperméabilité des cellules épithéliales 

et endothéliales, et confèrent la sélectivité ionique des TJs. Elles sont toutes 

composées de 4 domaines transmembranaires séparés par deux boucles 

extracellulaires l’une petite et l’autre plus large ainsi qu’une petite extrémité C-

terminal intracellulaire. En C-terminal la plupart de claudins présentent un motif de 

liaison PDZ qui interagit directement avec les protéines associées au TJs, nommé 

ZO -1, -2, et -3 (Itoh et al. 1999). 

 

  Le blocage des interactions CLDN-ZO1 va mener à des TJs aberrantes, 

soulevant l’importance de ces interactions pour une correcte incorporation des 

CLDNs dans les TJs (McCarthy et al. 2000). De plus, il a été montré que les CLDNs 

jouent un rôle crucial dans la fonction d’imperméabilité des TJs, des mutations dans 

CLDN-16 et CLDN-4 altèrent respectivement la perméabilité au calcium, magnésium 

et sodium (Hou, Paul, and Goodenough 2005). Des souris KO-CLDN1 meurent de 

déshydration dans la journée qui suit leur naissance en raison de défaut dans leurs 

fonctions de barrière (Mikio Furuse et al. 2002). 
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 CLDN-1 a été démontré comme impliqué dans l’entrée du VHC par le biais de 

sa petite boucle extracellulaire. En effet l’utilisation d’anticorps contre celle-ci inhibe 

l’infection par le VHC (Evans et al. 2007). Il a alors été suggéré que CLDN1 est un 

corécepteur qui contribue à une ou plusieurs étapes postérieures à la liaison virale. 

Cela a été confirmé par des essais cinétiques utilisant des anticorps anti-CLDN1 (S. 

E. Krieger et al. 2010). Il a été démontré que contrairement à l'E2 soluble, les 

complexes E1E2 du VHC peuvent interagir avec la boucle extracellulaire de CLDN1 

et que cette interaction est impliquée dans la fusion de l’enveloppe virale avec la 

membrane des endosomes (Douam et al. 2014). D’autre part, l’utilisation de 

constructions pour surexprimer des versions étiquetées de CLDN1 a montré que 

CLDN1 interagissait avec CD81 pour promouvoir l'internalisation virale (Harris et al. 

2008 ; 2010). De manière intéressante la perturbation de ce complexe par des 

anticorps anti-CLDN1 définis prévient l'infection par le VHC sans affecter l'intégrité de 

la TJs (S. E. Krieger et al. 2010 ; Fofana et al. 2010 ; Mailly et al. 2015). De ce fait, 

un modèle dans lequel la forme extra-jonctionnelle de CLDN1 plutôt que celle 

localisée au TJs serait impliquée dans l’entrée du VHC a été proposé (Mee et al. 

2009 ; Cukierman et al. 2009). Le pool principal de CLDN1 est exprimé aux TJs des 

hépatocytes et des cellules d’hépatome polarisées, mais une fraction mineure est 

également localisée aux membranes basales de ces cellules (Mee et al. 2009 ; 

Reynolds et al. 2008). De plus, l’association de corécepteurs CD81-CLDN1 n’a pu 

être détectée qu’au niveau des membranes basales (Mee et al. 2009), et c’est EL1 

qui semble être la partie essentielle de la protéine pour l'entrée du VHC, alors que la 

partie intracellulaire du domaine C-terminal de CLDN1 n’est pas nécessaire pour ce 

processus (Evans et al. 2007), contrairement à l’OCLN (Lavie et al. 2019). D’autres 

études ont permis de déterminer l’influence d’autres CLDN sur l’entrée du VHC 

(CLDN-2, -3, 4, -6, -7, -9, -11, -12, -15, -17 et 23) montrant ainsi que CLDN-6 et -9 

peuvent remplacer CLDN-1 pour l'entrée du VHC dans des lignées cellulaire 293T 

déficiente en CLDN1, mais elles ne sont que faiblement exprimées dans le foie 

(Zheng et al. 2007 ; Meertens et al. 2008).  

 

 Les deux facteurs d’entrée du VHC dans la cellule CLDN1 et OCLN se sont 

également révélés importants pour la transmission cellule à cellule du VHC qui est un 
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mode de dissémination par lequel le virus évite la surveillance immunitaire de l’hôte 

(Timpe et al. 2008 ; Witteveldt et al. 2009 ; Brimacombe et al. 2011). La localisation 

exacte de ce processus sur la membrane plasmique ainsi que les formes 

(jonctionnelle ou extra jonctionnelle) des protéines restent inconnues. 

  

4. La dynamique d’interaction VHC-récepteurs 

L’infection des hépatocytes est le résultat d’une dynamique d’interaction entre 

le VHC et différents facteurs cellulaires de surface allant du facteur d’attachement 

aux facteurs d’entrée. C’est un processus complexe composé de multiples étapes qui 

restent en partie controversées à l’heure actuelle.  

 

Dans le sang des personnes infectées par le VHC celui-ci circule sous forme 

de LVP riche en lipoprotéine. Ces lipoprotéines vont permettre un attachement du 

virus à la surface de la cellule en se liant au LDLR et HSPG (Agnello et al. 1999 ; 

Barth et al. 2003). SR-BI est quant à lui à la frontière entre un facteur d’attachement 

et un récepteur, il semblerait permettre la liaison aux hépatocytes de manière 

aspécifique par le biais des lipoprotéines, puis interagit spécifiquement avec la 

glycoprotéine E2 du VHC entraînant son démasquage qui permet son interaction 

avec CD81 (Arnaud et al. 2010 ; Dao Thi et al. 2012 ; Meuleman et al. 2012).  Une 

étude de la temporalité de recrutement des facteurs d’entrée du VHC en utilisant des 

anticorps bloquants dans les cellules HepG2, surexprimant CD81 et miR122 a 

montré que la liaison aux cellules hôtes est médiée par les glycosaminoglycanes et 

le SR-BI, tandis que CD81, CLDN1 et OCLN agissaient séquentiellement après la 

liaison du VHC et avant l’acidification endosomale (Sourisseau et al. 2013).  

 

Temporellement CLDN1 et OCLN seraient donc les deux derniers récepteurs 

d’entrée requis et leur localisation dans les TJs au niveau du pole apicale des 

membranes plasmiques soulèvent des controverses. Par conséquent, une stratégie 

de type «colle et cherche» (Boulant, Stanifer, and Lozach 2015) dans laquelle les 

particules virales atterrissent d’abord sur la surface de la cellule, puis glissent de la 

surface de la cellule vers les TJ, a souvent été utilisée pour représenter comment la 

particule virale atteindrait ses récepteurs (Bartenschlager, Lohmann, and Penin 

2013) (Figure 30 encadré vert).  
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Figure 30 : Schématisation des 
différentes stratégies d’interactions 
VHC-OCLN/CLDN1 actuellement 
controversées. 
En vert est représentée l’hypothèse 
selon laquelle le VHC après son 
interaction avec les facteurs d’entrée 
SR-B1, CD81 et EGFR migrent vers les 
Tjs pour s’associer aux facteurs 
d’entrée OCLN et CLDN1. En bleu est 
représentée l’hypothèse selon laquelle 
le VHC après son interaction avec SR-
B1 et CD81 interagit avec des formes 
extra-jonctionnelles de l’OCLN et la 
CLDN1.  
 

Une première étude spatiotemporelle réalisée sur des cellules CD81-EGFP ou 

GFP-Actin surexprimant Huh7.5 n'a pas permis de démontrer le mouvement dirigé 

des particules du VHC vers les TJs (Coller et al. 2009). Par opposition au Coxsackie 

B virus, pour lequel une relocalisation des virions entrants vers les TJs a été 

démontrée (Coyne and Bergelson 2006).  

L’hypothèse d’une interaction du VHC avec des formes extra-jonctionnelle de 

CDLN1 est supportée par l’absence de déstabilisation des TJs lors de l’utilisation 

d’anticorps anti-CLDN1 bloquant l’infection  sans altération des TJs ainsi que 

l’observation de l’association des corécepteurs CD81-CLDN1 seulement au niveau 

des membranes basales (Mee et al. 2009 ; Cukierman et al. 2009 ; S. E. Krieger et 

al. 2010 ; Fofana et al. 2010 ; Mailly et al. 2015). La localisation de l’interaction 

OCLN-VHC reste quant à elle controversée. Une étude récente a montré que des 

hépatocytes humains polarisés exprimant un mutant d’OCLN délété en C-terminal 

restent permissifs au VHC malgré la perte de la localisation de l’OCLN aux TJs 

(Lavie et al. 2019), suggérant que la localisation de l’OCLN aux TJs n’est pas 

absolument nécessaire pour l'entrée du VHC. Le VHC pourrait alors interagir avec 

des formes extra-jonctionnelles présentant au pôle basolatérale des cellules en faible 

quantité (Mee et al. 2009). Cette étude ainsi que l’absence de mouvement dirigées 

dans les expériences d’imagerie en temps réel précédentes (Coller et al. 2009) 

tendent vers une interaction VHC avec des formes extra-jonctionnelles d’OCLN et 

CLDN1 (Figure 30 encadré bleu).  
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 Cependant ces études ont été réalisées sur des monocouches de culture 

cellulaire 2D, ne représentant pas le niveau de complexité de l’organe. En 2018, une 

étude sur des cellules Huh7.5 cultivées en 3D incubées pendant 2 h avec des 

particules de VHC a montré ces particules virales réparties au centre du sphéroïde, 

colocalisant avec l’OCLN et CLDN1. Dans cette même étude il a été montré qu’au 

sein de ces sphéroïdes EGFR se localisait au niveau du complexe SRB1-CD81-

VHC, malgré sa nécessité pour l’entrée virale sa présence ne semble pas nécessaire 

à l’accumulation du VHC au niveau des TJs. Les auteurs suggèrent que le complexe 

VHC, SR-B1 et CD81 entraîne l’EGFR jusqu’aux TJs afin de stimuler l’internalisation 

des récepteurs du VHC au niveau de TJs (Baktash et al. 2018). Confirmant ainsi 

l’absence d’interaction directe entre EGFR et la particule virale mais l’induction d’un 

signal EGFR dépendant permettant la formation du complexe CD81-CLDN1 

(Lupberger et al. 2011 ; Zona et al. 2013) (Figure 30 encadré vert).  

Dans le contexte actuel, la localisation et la dynamique d’interaction entre le 

VHC et les protéines associées aux TJs OCLN et CLDN1 restent encore 

controversées. Et le rôle exact de l’OCLN dans ce processus reste incompris (Figure 

30). 

 

 Les interactions VHC-récepteurs entraînent des réarrangements moléculaires 

de la membrane plasmique aboutissant à l’internalisation des complexes VHC-

récepteurs. La liaison du VHC à CD81 entrainerait la phosphorylation de l’Ezrin et la 

réorganisation de l’actine cortical (Bukong, Kodys, and Szabo 2013). L’Ezrin étant 

une protéine faisant partie du complexe ERM avec les protéines meosin et radixin. 

Elles ont un rôle central dans la liaison entre la membrane cellulaire et le 

cytosquelette d’actine cortical (Fehon, McClatchey, and Bretscher 2010). Les 

protéines de ce complexe sembleraient réguler différentiellement l’infection du VHC 

(Bukong, Kodys, and Szabo 2013). Ces mécanismes sont étroitement liés aux 

réarrangements du cytosquelette d’actine et l’intégrité du cytosquelette d’actine a été 

montrée comme requise pour l’entrée du VHC dans les cellules (mes résultats (non 

présentés) et (Coller et al. 2009)). 

 L’internalisation du VHC se fait par le biais d’un mécanisme d’endocytose 

clathrine dépendant (Figure 31) (Blanchard et al. 2006 ; Codran et al. 2006 ; 

Meertens, Bertaux, and Dragic 2006 ; Coller et al. 2009). De plus il a été démontré 
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que le complexe CD81-CLDN1 était endocyté de manière clathrine et dynamine 

dépendante corrélant avec de précédentes observations en imagerie d’une entrée du 

VHC associé avec CD81-CLDN1  (Farquhar et al. 2012 ; Coller et al. 2009).  Suite à 

son internalisation, la particule virale fusionne avec la membrane des endosomes 

précoces (Meertens, Bertaux, and Dragic 2006; Coller et al. 2009) 

 

 La fusion entre l’enveloppe membranaire du VHC et la membrane de 

l’endosome est la dernière étape de l’entrée virale. Ce processus de fusion serait 

dépendant du pH et lié à la composition lipidique de la particule virale (Haid, 

Pietschmann, and Pécheur 2009). L’abaissement du pH au sein de l’endosome ainsi 

que la formation des complexes VHC-récepteurs pourrait ainsi provoquer le 

réarrangement des glycoprotéines virales pour déclencher la transition de la protéine 

liée à la fusion d'un état de pré-fusion à un état de post-fusion (Figure 31). Il a été 

démontré que des résidus spécifiques de E1 comparable à des domaines de peptide 

de fusion sont requis pour médier la fusion et l’entrée du VHC (Lavillette et al. 2007 ; 

Drummer, Boo, and Poumbourios 2007 ; H.-F. Li et al. 2009). De plus, une structure 

de 79 résidus en N-terminal de E1 en dehors des domaines de peptide de fusion 

prédit, révèle un nouveau repliement (El Omari et al. 2014). Les détails de ce 

mécanisme restent à résoudre (White and Whittaker 2016). Ces changements 

conformationnels conduisent à la formation d’un pore de fusion permettant le 

relargage de la nucléocapside dans le cytosol (Stiasny et al. 2011) (Figure 31). 

 

 

Figure 31 : Schématisation de 
l’entrée virale du VHC 
Les LVP s’attachent à la surface de 
la cellule en interagissant avec 
HSPG et LDL-R puis les facteurs 
d’entrée SR-B1, CD81 et EGFR 
puis OCLN et CLDN1 (les deux 
hypothèses proposées en figure 30 
sont ici représentées) L’endocytose 
de la particule virale est médiée par 
la clathrine, l’acidification de 
l’endosome induit la fusion du VHC 
qui conduit au relargage de 
nucléocapside 
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OBJECTIF 

 

Les facteurs impliqués dans l’entrée du VHC sont nombreux et on retrouve 

parmi eux deux protéines transmembranaires associées aux TJs CLDN1 et OCLN 

(Zeisel, Felmlee, and Baumert 2013; Ploss et al. 2009 ; Harris et al. 2008). Des 

analyses temporelles de recrutement des facteurs d’entrées du VHC ont mis en 

évidence que CLDN1 et OCLN sont les deux derniers facteurs requis dans le 

processus d’entrée virale (Sourisseau et al. 2013). La dynamique d’interaction VHC-

récepteur est envisagée comme suivant une stratégie de type « colle et cherche » 

(Boulant, Stanifer, and Lozach 2015). La localisation majoritaire aux TJs des 

protéines CLDN1 et OCLN soulève des questions sur leur dynamique d’interaction 

avec le VHC et deux hypothèses ont été proposées. La première impliquant que les 

particules virales une fois attachées glissent à la surface de la cellule vers les TJs 

pour atteindre CLDN1 et OCLN (Baktash et al. 2018). La seconde suggère une 

interaction avec des formes extra-jonctionnelles de CDLN1 et OCLN (Coller et al. 

2009). De ce fait, la dynamique spatiotemporelle d’interaction du VHC et de ces deux 

récepteurs CLDN1 et OCLN reste pour l’heure controversée. Afin d’étudier cette 

dynamique d’interaction VHC-récepteurs nous avons utilisé une stratégie de 

visualisation en 3D à haute résolution et en temps réel.  

 Dans la première partie de mes travaux de thèse je présente la mise au point 

des différents outils biologiques nécessaires à l’imagerie sur cellules vivantes ainsi 

que leur caractérisation. Les lignées cellulaires ont été générées à l’aide du système 

CRISPR/Cas9 (CRISPR : clustered regularly interspaced short palindromic repeats) 

afin d’éviter la surexpression des protéines associées aux TJs CLDN1 et OCLN et de 

rester dans un cadre physiologique. Ces lignées expriment les protéines en fusion 

avec des étiquettes fluorescentes à un niveau endogène donnant les lignées 

Huh7.5.1 TagRFP-CLDN1+/+ et EGFP-OCLN+/+ et ont été caractérisées d’un point de 

vue fonctionnel. De plus, dans une optique d’étudier l’influence d’autres récepteurs 

du VHC sur la dynamique d’interaction, les lignées sauvages et EGFP-OCLN+/+ ont 

été invalidées génétiquement à l’aide du système CRISPR/Cas9 pour la CLDN1 

donnant les lignées Huh7.5.1 KO-CLDN1 et EGFP-OCLN+/+ KO-CLDN1 qui ont été à 
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leur tour caractérisées. En parallèle, une méthode de purification et de marquage par 

fluorescence de particules de VHC réplicative a été développée.  

 

 Dans la seconde partie de mes travaux de thèse, j’utilise les outils biologiques 

générés en imagerie pour étudier la dynamique spatiotemporelle d’interaction VHC-

récepteurs. Tout d’abord l’influence de la bio-ingénierie sur la permissivité au VHC 

des lignées générées a été déterminée. Puis je présente les résultats de l’imagerie 

sur échantillons fixés et vivants de la lignées EGFP-OCLN+/+ et des particules de 

VHC réplicatives fluorescentes. L’imagerie a permis de déterminer la localisation de 

l’association VHC-OCLN au sein de notre modèle. De plus, ces observations 

couplées à des analyses standardisées de suivi de particules virales uniques lors de 

cette interaction mettent en lumière un nouveau rôle de l’OCLN dans l’entrée du 

VHC. Pour finir je présente un agent perturbateur de la dynamique membranaire 

impactant l’infection par le VHC et qui serait susceptible de perturber la dynamique 

spatiotemporelle du VHC à la surface de la cellule.  

 

Mes travaux font l’objet de deux publications en soumission : 

• Camille M.H. Clément, Cristina M. Dorobantu, Maika S. Deffieu, Philippe 

Ronde, Thomas F. Baumert, Yves Mély, Nilda Vanesa Ayala-Nunez, Raphael 

Gaudin. « Bioengineering of hepatocellular carcinoma reporter cells using 

CRISPR/Cas9-based tagging of endogenous Claudin-1 » en revision mineure 

dans Biology of the Cell. (Annexe 1) 

 

• Camille M.H Clément, Cristina M. Dorobantu, Nilda Vanesa Ayala-Nunez, 

Philippe Rondé, Thomas F. Baumert, Yves Mély, Vincent Lucansky, Raphael 

Gaudin. « Occludin slows down Hepatitis C virus particle dynamics outside the 

tight junctions » soumis dans PLOS Pathogens. (Annexe 2) 
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MATERIELS ET METHODES 

Lignées cellulaires 

La lignée cellulaire Huh7.5.1 dérivant d’un hépatocarcinome (obtenue auprès de 

F.Chisari) a été cultivée dans du milieu de Eagle modifié de Dulbecco (DMEM) 

contenant 4,5 g / L de D-glucose (Gibco) additionné de 10% de sérum de veau fœtal 

(FBS) (Sigma-Aldrich), 1X d’acides aminés non essentiels MEM (Gibco), 1X de 

gentamicine (10 mg/mL; Gibco). Les lignées cellulaires éditées par bioingénieurie 

CRISPR/Cas9 TagRFP-CLDN1+/+ et EGFP-OCLN+/+  ont été cultivées dans le même 

milieu. 

Ce milieu a été complémenté avec 1 µg de puromycine dans le cas des lignées 

invalidées génétiquement par bioingénieure CRISPR/Cas9 pour la CLDN1 : KO-

CLN1 et la luciférase : KO-Ctrl, se trouvant sous pression de sélection. 

La lignée cellulaire Hek 293T dérivant de cellule embryonnaire de rein 

(T;ATCC) a été cultivée dans du milieu de Eagle modifié de Dulbecco (DMEM) 

contenant 4,5 g / L de D-glucose (Gibco) additionné de 10% de sérum de veau fœtal 

(Sigma-Aldrich), 1X Penniciline/Streptomycin (5000 U et 5000µg/mL; Gibco). 

 

Les anticorps 

Liste des anticorps utilisés au cours des expériences de cytométrie en flux 

(FACS), d’immunofluorescence (IF) et de western blot (WB) :  

Anticorps Fournisseur Expérience(s) associée(s) 

Anticorps de souris anti-OCLN 

(OC-3F10) 

ThermoFisher 

Scientific 

WB, IF, FACS 

Anticorps de lapin anti-CLDN1  Elabscience WB, FACS 

Anticorps de lapin anti-Ezrin  

 

GeneTex IF 

Anticorps de souris anti-

GAPDH [GT239] 

WB, FACS 

Anticorps de souris anti-ZO-

1 Clone 1/ZO-1 (RUO) 

BD Biosciences IF 

Anticorps de souris anti-β-actin 

[AC-15] 

Abcam WB 
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Anticorps de souris anti-CD81 

(TAPA1 antibody [TS81]) 

Anticorps d’anti-NS5a-HCV 

(genotype 1a, 2a) 

ViroStat FACS 

Alexa Fluor 647 Donkey anti 

souris ou lapin 

Alexa Fluor 568 Donkey anti 

souris ou lapin  

Alexa Fluor 488 Donkey anti 

souris ou lapin 

ThermoFisher 

Scientific 

IF, FACS 

IgG de chèvre anti-souris et 

anti-lapin couplés à la HRP 

Jackson 

ImmunoResearch  

WB 

Tableau 2 : Tableau récapitulatif des anticorps utilisés en FACS, IF et WB  

 

Bioingénieurie CRISPR/Cas9   

Insertion de protéines fluorescentes dans le génome (Knock-in = KI) 

Le plasmide « donneur » utilisé comme matrice pour l'étape de recombinaison 

homologue a été générée par fusion de deux fragments d'environ 800 nucléotides 

d'ADN génomique en amont et en aval du codon d'initiation ATG du gène d’intérêt et 

du cadre de lecture ouvert de la protéine fluorescente (voir Figure 33). Les amorces 

utilisées pour générer ces 3 fragments sont décrites ci-dessous (les majuscules et 

les minuscules indiquent des séquences de ciblages différentes) : 

 

• Plasmide donneur TagRFP-CLDN1 

F1 amont CLDN1 ATG 5’ – gaattcgagctcggtacccGTGTGTGTGTAAATCATGTTGCTCTC – 3’ 

R1 amont CLDN1 ATG 5’ – gactcgctcgggcgccc – 3’ 

F2 amont CLDN1 ATG TagRFP 5’ – ggcgcccgagcgagtcATGGTGTCTAAGGGCGAAGAGC – 3’ 

R2 Linker 5’ – ggaaccaccagaaccaccagaacc – 3’ 

F3 linker aval CLDN1 ATG 5’ – ggtggttctggtggttcccTGGCCAACGCGGGGCTGC – 3’ 

R3 aval CLDN1 ATG 5’ – gtcgactctagaggatccccGCAGCTTCTCCAAAGAGTCTTGC – 3’ 

Tableau 3 : Tableau récapitulatif des amorces utilisées pour la génération du plasmide donneur 

TagRFP-CLDN1  
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• Plasmide donneur EGFP-OCLN 

F1 amont OCLN ATG 5’ – gaattcgagctcggtacccCCATGCTCCCACTTCACTGTTC – 3’ 

R1 amont OCLN ATG 5’ – ggctgattgtcaatggtcagctg – 3’ 

F2 amont OCLN ATG EGFP 5’ – cagctgaccattgacaatcagccATGGTGAGCAAGGGCGAGGAG – 3’ 

R2 Linker 5’ – ggaaccaccagaaccaccagaacc – 3’ 

F3 linker aval OCLN ATG 5’ – ggttctggtggttctggtggttccTCATCCAGGCCTCTTGAAAGTCC – 3’ 

R3 aval OCLN ATG 5’ – gtcgactctagaggatccccGTCTTAAACTCCCGACCTCAGG – 3’ 

Tableau 4 : Tableau récapitulatif des amorces utilisées pour la génération du plasmide donneur 

EGFP-OCLN  

 

Les fragments génomiques ont été obtenus par deux PCR indépendantes sur 

de l'ADN génomique (ADNg) extrait de cellules Huh7.5.1 en utilisant la solution 

d'extraction d'ADN QuickExtract (Lucigen) et les amorces F1-R1 et F3-R3. La 

séquence codant pour la TagRFP-T et l’EGFP-OCLN suivie du linker GGS a été 

amplifiée à l'aide des amorces F2-R2. Les trois produits de PCR ont été introduits 

dans un vecteur pUC19 par la stratégie d'assemblage de Gibson (NEB) et validés 

par séquençage d'ADN (Eurofins Genomics). 

Les ARN guides de séquence 5 ’- gagcgagtcatggccaacgc - 3’ pour CLDN1 et 5 ’-

ggatgacatggctgattgtc - 3’ pour OCLN ont été conçu sur le site Internet crispr.mit.edu. 

Une PCR sur un plasmide contenant le promoteur U6 avec U6 amorce sens 5’ - 

acgggccagatatacgcgttaaggtcgggcaggaagaggg - 3’ et une longue amorce antisens 

contenant les séquences de l’ARNg et tracrRNA achetés sur IDTDNA sous forme 

d’ultramer a permis de produire la séquence d’ADN codant pour l'ARNg-tracrARN. 

Les séquences de ces deux ultramères sont : 

• Pour CLDN1 : 5’ -acctctagaaaaaaagcaccgactcggtgccactttttcaagttgataacgga 

ctagccttattttaacttgctatttctagctctaaaacgcgttggccatgactcgctccggtgtttcgtcctttccacaag 

- 3’   

• Pour l’OCLN : 5’ – acctctagaaaaaaagcaccgactcggtgccactttttcaagttgataacgga 

ctagccttattttaacttgctatttctagctctaaaacggatgacatggctgattgtccggtgtttcgtcctttccacaag -

3’ 

 

L’électrophorèse des produits de PCR a été réalisée sur un gel d’agarose à bas 

point de fusion (Invitrogen) à 2% et purifiée à l’aide de NucleoSpin Gel et de PCR-

Clean-up (Macherey-Nagel) conformément aux instructions du fabricant. 
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Les cellules Huh7.5.1 ont été ensemencées dans des plaques 6 puits pour 

atteindre 70% de confluence le lendemain. Les cellules ont été co-transfectées avec 

700 ng de chacun des éléments d'ADN suivants : le plasmide « donneur », le produit 

de PCR purifié codant pour l'ARNg-tracrARN et un plasmide codant pour 

Streptococcus pyogenes Cas9 (spCas9) à l'aide de JetPrime (Polyplus Transfection) 

selon les instructions du fabricant. Après 72 h, les cellules ont été détachées et 

ensemencées sur des boîtes plus grandes en fonction de leur taux de croissance. 

Environ 15 jours après la transfection, les cellules ont été détachées et remises en 

suspension dans OptiMEM (Gibco) additionné de 1% de sérum de veau fœtal 

(Sigma-Aldrich), 10 mM HEPES (Gibco) puis filtrées sur un tamis cellulaire stérile de 

40 µm (BD Biosciences). Les cellules ont alors été triées par tri cellulaire activé par 

fluorescence (FACS) en utilisant un instrument FACSAria 2 (BD Biosciences) équipé 

d'un laser à 561 nm et 488nm et d'une buse de 130 µm. Un nombre initialement 

faible de cellules (environ 0,2%) présentait un signal fluorescent au-dessus du bruit 

de fond et deux tris ultérieurs ont été nécessaires pour obtenir un pool d'environ 60-

70% de cellules éditées fluorescentes (Figure 2). La génération de la lignée cellulaire 

monoclonale TagRFP-CLDN1+/+ et EGFP-OCLN+/+ a été obtenue par dilution limite 

dans des plaques 96 puits et cultivée en utilisant un milieu correspondant à un ratio 

1:1 de surnageant de culture cellulaire Huh7.5.1 filtré et de milieu complet frais, afin 

de stimuler la croissance des clones. 

 

L'ADNg des lignées cellulaires monoclonales a été extrait par la solution 

d'extraction d'ADN QuickExtract (Lucigen). L’Identification des clones doubles édités 

(+/+) a été réalisée par amplification par PCR en utilisant GoTaq polymérase 

(Promega) et les amorces FgCLDN1 5' - cggagctgctttaaatcgcgg - 3' et RgCLDN1 5' - 

ctgggcggtcacgatgttg - 3' pour l’édition TagRFP-CLDN1 (Figure 33A) et FgOCLN 5' - 

gctaaagggcattgctcatcct - 3' et RgOCLN 5' - aggtgacagcagttgtcctagc - 3' pour l’édition 

EGFP-OCLN (Figure 33B). Ces amorces flanquent la région autour du codon 

d'initiation de CLDN1 et d’OCLN et permettent de mettre en évidence l’insertion de la 

TagRFP et EGFP respectivement. 

• L'amplification de CLDN1 non édité correspond à un produit de 409 paires de 

bases (pb), alors que l'insertion de TagRFP donne un produit de 1165 pb. 
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• L'amplification de l’OCLN non édité correspond à un produit de 310 pb, alors 

que l'insertion de l’EGFP donne un produit de 1054 pb. 

 

Invalidation génique (Knock-out = KO) 

Les cellules HeK293T ont été ensemencées dans des plaques 6 puits pour atteindre 

50% de confluence le lendemain. Les cellules ont été co-transfectées à l'aide de 

JetPrime (Polyplus Transfection) selon les instructions du fabricant avec :  

- 900 ng de plasmide lenti contenant la séquence codante de la protéine Cas9, 

de la protéine fluorescente iRFP670, de la puromycine et des ARN guides 

associés (Figure 41A) (plasmide matrice : Addgene # 122182) : 

•  ARNg pour les KO-CLDN1 :  

5’- gagcgagtcatggccaacgc -3’ et 5’ – caacagctgcagccccgcgt – 3’ 

• ARNg pour les KO-Ctrl (ciblant la luciférase firefly) :  

5’- cttcgaaatgtccgttcggt -3’ et 5’ – cccggcgccattctatccgc – 3’  

- 900 ng de plasmide codant pour gag/pol d’HIV et  

- 300 ng de plasmide codant pour les protéines d’enveloppes de VSVG  

Les lentivirus ont été récoltés 48 h et 72 h après transfection et centrifugés 10 min à 

400 g pour éliminer les débris cellulaires.  

 

Les lignées cellulaires invalidées génétiquement ont été incubées 24 h avec 

les lentivirus précédemment produits en présence de 1 µg/ml de Polybrene (EMD 

Millipore). Trois jours plus tard, les cellules ont été exposées à la puromycine (2 

µg/ml) pendant une semaine pour la sélection, après quoi les survivantes ont été 

triées par Cytométrie en flux sur la base d'une expression élevée d’iRFP670. Le tri 

cellulaire activé par fluorescence (FACS) a été effectué sur un instrument FACSAria 

2 (BD Biosciences) équipé d'un laser à 647 nm et d'une buse de 130 µm 

La génération de la lignée cellulaire monoclonale Huh7.5.1 sauvage KO-CLDN1 et 

KO-Ctrl, ainsi que la lignée Huh7.5.1 EGFP-OCLN+/+ KO-CLDN1 et KO-Ctrl a été 

obtenue par dilution limite dans des plaques 96 puits et cultivée en utilisant un milieu 

correspondant à un ratio 1:1 de surnageant de culture cellulaire Huh7.5.1 filtré et de 

milieu complet frais, afin de stimuler la croissance des clones. 
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Western blot (WB)  

Les cellules sauvages, TagRFP-CLDN1+/+ et EGFP-OCLN+/+ ont été lysées 

sur la glace dans du tampon RIPA (Sigma-Aldrich) pendant 20 minutes. Les débris 

cellulaires ont été éliminés des lysats par centrifugation à 10 000 g pendant 20 min à 

4°C après laquelle les surnageant ont été transférés dans de nouveaux tubes. La 

teneur en protéines dans les lysats a été mesurée à l’aide du kit de dosage des 

protéines Pierce BCA (Thermofisher Scientific) conformément aux instructions du 

fabricant. Vingt microgrammes de chaque lysat ont été migré sur gels de protéines 

dénaturantes 4%-12% NuPAGE Bis-Tris (Invitrogen) dans des conditions non 

réductrices. Le transfert s’est effectué sur des membranes de nitrocellulose 

(Invitrogen) à l'aide d'un dispositif de transfert de gel iBlot2 (Invitrogen). Les 

membranes ont été bloquées pendant 1 heure à température ambiante en utilisant 

5% de lait, 0,05% de Tween20 dans du PBS (Genaxxon Bioscience). Puis les 

membranes ont été incubées pendant une nuit à 4°C avec un anticorps primaire 

dans 0,5% de lait et 0,05% de Tween20 dans du PBS. Les membranes ont été 

abondamment lavées avec du Tween20 à 0,05% dans du PBS et incubées pendant 

2 h avec une solution contenant un anticorps secondaire couplé à la peroxydase de 

raifort (HRP). Les membranes ont été révélées par chimioluminescence en utilisant 

Clarity Western ECL blotting substrates (Bio-Rad) et les images ont été acquises en 

utilisant le ChemiDoc Touch system (Bio-Rad). 

 

Cytométrie en flux (FACS) 

Les cellules ont été détachées avec de la trypsine-EDTA (Gibco) ou de l'EDTA 

10 mM (Invitrogen) lors de la détection de protéines membranaires et ont été 

centrifugées à 450 g pendant 5 min à température ambiante, puis lavées deux fois 

avec du PBS (Gibco) et fixées pendant 20 min à température ambiante dans 4 % de 

paraformaldéhyde (PFA). Les cellules en suspension ont été incubées dans du 

tampon de blocage/perméabilisation (0,1% de Triton X-100 et 0,5% de BSA dans du 

PBS) pendant 30 min à température ambiante. Les cellules ont été incubées avec 

des anticorps primaires à 4°C pendant 2 h, puis lavées et incubées avec des 

anticorps secondaires conjugués à des fluorophores dilués dans du tampon de 

blocage/perméabilisation pendant 45 min à température ambiante. Le pourcentage 
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de cellules positives et l'intensité moyenne de fluorescence (MFI) ont été déterminés 

par cytométrie en flux en utilisant le Novocyte (ACEA) et les résultats ont été 

analysés en utilisant FlowJo (LLC) v10. 

 

Quantification des ARNs (RT-qPCR) 

L’ARN total a été isolé avec NucleoSpin RNA Plus kit (Macherey-Nagel), 

l’ADN complémentaire a été synthétisé avec iScript cDNA Synthesis Kit (Bio-rad) 

selon les instructions du fabricant. La PCR quantitative a été réalisée avec iTaq 

Universal SYBR Green (bio-Rad) sur l’instrument Lightcycler 480 (Roche) avec les 

amorces spécifiques de CLDN1, SRB1, CD81, OCLN et GAPDH : 

Amorces Sens Antisens 

CLDN1 5’- TACTCCTATGCCGGCGACA -3’ 5’- GACATCCACAGCCCCTCGT - 3’ 

SRB1 5’- TCGCAGGCATTGGACAAACT - 3’ 5’- CTCCTTATCCTTTGAGCCCTTTT - 3’ 

CD81 5’- ACAAGGACCAGATCGCCAAG - 3’ 5’- AGTCAAGCGTCTCGTGGAAG - 3’ 

OCLN 5 ’- AGGCGAAGTTAATGGAAGCTC - 3’ 5 ’- ATGGCAAAGTGAATGACAAGC - 3’ 

GAPDH 5’- GAGTCAACGGATTTGGTCGT - 3’ 5’- TTGATTTTGGAGGGATCTCG - 3’ 

Tableau 5 : Tableau récapitulatif des amorces utilisées pour la PCR quantitative  

 

L’expression des gènes est montrée en niveau relatif d’expression des ARN 

messager (ARNm) normalisé par le gène de ménage GAPDH. 

 

Transfection 

Le plasmide mCherry-CaaX (Addgene # 108886) a été transfecté à l’aide de 

Lipofectamine 2000 (ThermoFisher Scientific) conformément aux instructions du 

fabricant. 

 

Immunofluorescence (IF) et imagerie des échantillons fixés 

Les cellules ont été cultivées sur des lamelles de verre de 12 mm de diamètre 

(Electron Microscopy Sciences) dans des plaques à 24 puits pendant 48 h. 

Conditions expérimentales spécifiques : 

- Figure 48A : Cellules incubées avec du HCVcc-A647 dans du milieu complet, 

lavées et fixées à différents temps post-infection 
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- Figure 48B : Cellules incubées avec des FluoSpheres Microspheres de 0.04 

µm (660/680) (ThermoFisher Scientific) diluées au 1/10000ème dans du milieu 

complet, lavées et fixées à différents temps post-addition 

Les cellules ont été fixées pendant 20 min à température ambiante dans 4% de 

PFA. Les lamelles ont été incubées dans du tampon de blocage/perméabilisation 

(0,5% de BSA et 0,1% de Triton X100 dans du PBS) pendant 30 min à température 

ambiante et des anticorps primaires ont ensuite été ajoutés pendant 2 h à 

température ambiante. Après lavage, les lamelles ont été incubées avec des 

anticorps secondaires conjugués à des fluorophores dilués dans du tampon de 

blocage/perméabilisation pendant 45 min à température ambiante. Le Dapi a été 

ajouté 5 min avant le lavage des lamelles et leur montage en utilisant un milieu de 

montage aqueux Fluoromount (Sigma-Aldrich). L’acquisition des images a été 

réalisée à l’aide d’un microscope inversé Z1 (Nikon) équipé d’une tête de disque en 

rotation CSU-X1 (Andor), d’une caméra EMCCD iXon897 (Andor) et d’un objectif à 

huile X100 Plan Apo lambda 1.45 NA (Nikon) contrôlé par le logiciel iQ3 (Instrument 

d'Oxford Andor). Les images ont été analysées avec Imaris v.9.2 (Bitplane) ou la 

version Fidji de ImageJ. 

 

Imagerie sur cellules vivantes 

Les cellules ont été cultivées sur une lamelle de verre de 30 mm de diamètre 

(Lordil) dans des plaques à 6 puits pendant 48 h. 

Lignée cellulaire TagRFP-CLDN1+/+ EGFP-OCLN+/+ 

Incubation réalisée 

avant l’imagerie en 

temps réel 

Incubation avec du Draq5 (Fisher 

Scientific) conformément aux 

instructions du fabricant dans un 

milieu Fluorobright (Gibco) 

additionné de 2% de FBS 

(Sigma-Aldrich). (Figure 38C) 

Incubation avec 300 µL 

d’HCVcc-A647 dans un 

milieu Fluorobright (Gibco) 

supplémenté de 2% de FBS 

(Sigma-Aldrich). (Figure 52 

et 53) 

Tableau 6 : Traitement des lignées cellulaires avant imagerie en temps réel  

 

L’acquisition des images a été réalisée à 37°C et 5% CO2 dans une chambre 

noire à l’aide d’un microscope inversé AxioObserver.Z1 (Zeiss) muni d’une tête à 
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disque rotatif (Yokogawa), d’une caméra EMCCD rétro-éclairée (Evolve, 

Photometrics) et d’un objectif à huile X100, 1,45 NA (Zeiss), contrôlée par le logiciel 

Visiview v.3.3.0 (Systèmes Visitron). 

 

Récupération de fluorescence après photoblanchiment (FRAP) 

Les cellules ont été cultivées sur une lamelle de verre de 30 mm de diamètre 

(Lordil) dans des plaques 6 puits pendant 48 h. Les expériences FRAP ont été 

effectuées sur un vidéomicroscope iMIC (Till Photonics) équipé d'un laser Cobolt 

Dual Calypso 491/532 nm (Solna) et d'un objectif à huile Olympus 60x TIRFM (1,45 

NA). Au cours de l'acquisition, les cellules ont été maintenues à 37°C dans une 

atmosphère humidifiée à 5% de CO2 en utilisant un système de contrôle de 

l'environnement (Life Imaging Services). Les images enregistrées avant et après le 

blanchiment ont été acquises avec une source de lumière Spectra X sur une caméra 

CMOS ORCA-Flash 4 (Hamamatsu). Une région d'intérêt à photoblanchir de 3,36 µm 

a été définie. Après photoblanchiment, des images ont été acquises toutes les 2,5 s 

pour surveiller la récupération de la fluorescence durant 310 s. Expériences réalisées 

dans le laboratoire de Yves Mély. 

 

Analyse d’image 

 Le traitement et la quantification d'image de la colocalisation entre HCV et 

OCLN au niveau ou à l'extérieur des TJ ont été effectués à l'aide de la version Fidj 

d'ImageJ.  

 

 Une soustraction du bruit de fond utilisant un rayon de roulement de 100 

pixels pour OCLN et de 20 pixels pour HCV a été appliquée sur toutes les images 

afin d'homogénéiser les signaux. Le nombre et la localisation des signaux du VHC 

ont été mesurés à l'aide de l'outil « analyze particle » de ImageJ, en ne prenant en 

compte que les particules de 5 à 40 pixels (pour éliminer les taches de fond et les 

agrégats). Le masque obtenu a été utilisé pour quantifier le pourcentage de 

particules contenant de l’OCLN. Ensuite, les signaux continus d’OCLN 

(correspondant aux TJs) ont été suivis manuellement pour quantifier le nombre de 

particules de VHC au niveau de ces TJs. Le nombre de particules du VHC en dehors 
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des TJ a été calculé en soustrayant le nombre de particules aux TJs au nombre total 

de particules positives pour l’OCLN (Figure 32). 

 

Figure 32 : Principe de la quantification semi-automatisé de la proportion de particules OCLN-positive 
et de leur localisation    
Exemple représentatif du principe de quantification utilisé pour traiter l’ensemble des images obtenues 
après incubation avec des microsphères qui a aussi été appliqué pour l’incubation avec de l’HCVcc-
A647. (A) Les images ont été dans un premier temps traitées afin d’enlever le maximum de bruit de 
fond sans perdre de signal, puis un masque des microsphères a été réalisé afin d’obtenir le nombre 
total de microsphères dans le champ de vision. Le masque obtenu a été multiplié par l’image de 
l’EGFP-OCLN, permettant d’obtenir la moyenne d’intensité d’OCLN sous chaque microsphère. 
L’application d’un seuil d’intensité a permis de déterminer les microsphères considérées comme 
OCLN-positive. (B) Un masque manuel des TJs a été créé et additionné aux masques des 
microsphères permettant d’obtenir le masque des microsphères se localisant au niveau des TJs.   

 

 Les analyses d'imagerie sur cellules vivantes ont été effectuées sur Bitplane 

Imaris v9.2. La dynamique des particules du VHC a été mesurée par un suivi 

automatique dans le temps, basé sur un seuil d'intensité absolue. Le signal d’OCLN 

correspondant a été extrait et le suivi des films quantifiés a été vérifié manuellement 

pour exclure les potentielles pistes non interprétables ou faussées. 

 Toutes les images d'une expérience ont été acquises en utilisant la même 

puissance laser et le même temps d'exposition pour chaque canal. Le traitement du 

contraste pour la représentation visuelle est resté identique pour les différentes 

conditions d'une même expérience. Pour la quantification, le seuil du signal 
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fluorescent a été maintenu identique pour les différentes conditions au sein d'une 

même expérience. 

 

Test de perméabilité 

Les cellules ont été cultivées pendant 4 jours sur l’insert du transwell composé 

d’une membrane de polyester avec des pores de 0,4 µm (Corning) disposé dans une 

plaque de 24 puits.  

 

Le TEER a été mesuré en utilisant un voltohmmètre épithélial EVOM2 et des 

électrodes STX3 plongeant simultanément dans la chambre supérieure du transwell 

pour l’une et l’inférieure pour l’autre. Les valeurs de TEER rapportées en Ω / cm² 

correspondent à la surface de l’insert du transwell multipliée par la résistance 

mesurée (Ω). 

Le test de perméabilité basé sur la fluorescence, les cellules cultivées dans les 

transwell ont été incubées avec du réactif jaune Lucifer 50 µM (Merck) pendant 2 h à 

37 °C et les milieux à partir des chambres inférieures et supérieures ont été 

recueillis. La quantification de la fluorescence a été réalisée en utilisant un lecteur de 

microplaques multimode Mithras LB 940 (Berthold Technologies) avec une excitation 

à 488 nm et une émission à 520 nm. En parallèle, une courbe d'étalonnage a été 

préparée en utilisant des concentrations de Lucifer yellow de 50, 25, 12,5 ou 6,25 

µM. Le coefficient de perméabilité (Pc) a été calculé comme suit : 

 

Pc =             V chambre inférieur                  x        Cf  chambre inférieure 

         Surface du transwell   ×  Ci l’insert                                Temps 

V : volume 

Ci : Concentration initiale 

Cf : Concentration final 

 

 

Production d’HCVpp et VSVpp 

Les cellules Hek 293T ont été ensemencées dans une boîte de Pétri de 10 cm 

de diamètre et ont été transfectées le lendemain à l’aide du kit de phosphate de 

calcium (Ozyme) avec trois vecteurs d'expression. Le premier vecteur codant pour 
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les protéines rétrovirales Gag et Pol, le deuxième vecteur codant pour une protéine 

rapportrice (luciférase firefly) entre les séquences LTR du VIH et le troisième vecteur 

codant pour les protéines de l'enveloppe du VHC (E1 et E2) provenant de la souche 

chimérique Jc1 ou de l'enveloppe du VSV-G. Les surnageants viraux ont été 

recueillis 24 h et 48 h post-transfection, puis filtrés à travers un filtre de 0,45 µm pour 

éliminer les débris cellulaires et stockés à 4°C ou -20°C pour une conservation 

longue. 

 

Production d’HCVcc 

Les ARN complets de HCVcc Jc1-Luc (Luc : luciférase firefly) et HCVcc 

Jc1FLAG-E2 ont été générés à partir d’un plasmide matrice en utilisant le kit de 

transcription Megascript T7 (Thermo Fisher Scientific) conformément aux instructions 

du fabricant. 

Des cellules Huh7.5.1 (4x106) ont été électroporées avec 5 µg d'ARN de HCV dans 

une solution d’électroporation Ingénio (Mirus) en utilisant le programme T-001 

d'Amaxa Nucleofector (Lonza). Les surnageants ont été recueillis toutes les 48 h 

pendant 6 à 8 passages après l'électroporation, puis centrifugés à 450 g pendant 5 

min et conservés à 4°C ou -80°C pour un stockage prolongé. Les surnageants 

précédemment récoltés ont été concentrés 6 à 10 fois sur des concentrateurs 

Vivaspin 20 avec une valeur seuil de 100 kDa (Sartorius) et conservés à 4°C ou à  

-80°C pour une conservation longue. 

 

Titration par détection de l’activité luciférase 

Des cellules Huh7.5.1 ont été ensemencées dans une plaque 96 puits et 

infectées le lendemain avec 50 µL de virus (HCVcc Jc1-Luc, HCVpp Jc1 ou VSVpp). 

Trois jours après l'infection, les cellules ont été lysées en utilisant un tampon Glo 

Lysis (Promega) et le lysat a été mélangé à un volume équivalent du système de 

dosage ONE-Glo luciférase (Promega). La quantité d'activité luciférase a été 

mesurée avec l’instrument Infinite F200 Pro (Tecan). Les valeurs ont été exprimées 

en unités relatives de luciférase (RLU). 

 

Titration par détection de l’activité luciférase 



 

98 

 

Des cellules Huh7.5.1 ont été ensemencées dans une plaque 24 puits 

(Corning) et infectées le lendemain avec divers volumes de HCVcc Jc1FLAG-E2 (de 2 à 

20 µL). Trois jours après l'infection, le pourcentage de cellules infectées a été 

déterminé par cytométrie en flux en utilisant un anticorps anti-NS5a sur le Novocyte 

(ACEA). Les résultats ont été analysés avec FlowJo V10 (LCC). 

 

L'unité infectieuse FACS par mL a été calculée comme suit : 

 

% de cellules infectées x nombre de cellules ensemencés x facteur de dilution 

Volume de l’inoculum 

 

Purification et marquage de particules de HCVcc Jc1FLAG-E2  

La préparation virale concentrée HCVcc Jc1FLAG-E2 a été incubée avec un gel 

d'affinité anti-Flag M2 (Sigma-Aldrich) pendant 2 h à température ambiante. Le gel a 

été centrifugé à 500 g pendant 2 min, puis lavé cinq fois avec du PBS contenant du 

calcium et du magnésium (Gibco). Le virus lié à la résine a été élué à l’aide de 

peptide Flag (Sigma-Aldrich) à 100 µg/ml. L'élution a été réalisée avec du NaHCO3 1 

M dans un rapport de 1:10 et incubée avec de l'ester Alexa Fluor 647 NHS 

(Thermofisher Scientific) ou un volume égal de DMSO (Sigma-Aldrich) pendant 1 h à 

température ambiante, à l'abri de la lumière, avec une agitation douce toutes les 15 

min. L'excès de colorant a été éliminé par lavages OptiMEM (Gibco) en utilisant le 

concentrateur Pierce, avec une valeur seuil de 10 kDa (Thermofisher Scientific) et 

stocké à -80°C. 

 

Test d'infection en fonction du temps  

 Cette expérience a été réalisé par nos collaborateurs (Pablo Gastaminza, 

CNB, Espagne). Les cellules Huh7.5.1 ont été inoculées avec des dilutions en série 

de stock de virus JFH-1 dans du DMEM à 10% de FCS. Les surnageants ont été 

retirés aux heures indiquées et les cellules ont été réincubées avec du milieu 

pendant 72 h. Les cellules ont ensuite été fixées et traitées pour la microscopie par 

immunofluorescence et la numération des cellules infectées, en utilisant un anticorps 

monoclonal anti-E2 recombinant, comme indiqué précédemment (Zhong et al. 2005). 
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Purification d’HCVcc par ultracentrifugation en coussin de sucrose 

La préparation virale concentrée HCVcc Jc1-Luc a été délicatement ajoutée 

sur un coussin de sucrose de 20% et ultracentrifugée à 30 000 rpm pendant 4 h à 

4°C sous vide. Après élimination du surnageant le culot de particules virales est re-

suspendu dans 100µL d’OptiMEM (Gibco) et conservé à 4°C avant utilisation pour 

les tests d’infectivité. 

 

Inhibition de l’infection par le VHC  

Les cellules ont été ensemencées dans des plaques 96 puits pendant 24 h. Le 

lendemain les cellules ont tout d’abord été prétraitées avec les inhibiteurs dilués 

dans de l’OptiMEM (GIBCO) pendant 30 min, puis incubées avec les inhibiteurs 

dilués et de l’HCVcc (souche Jc1-Luc) purifié (sur gradient de sucrose) pendant 3 h. 

Au terme de l’incubation les surnageants ont été retirés et les cellules ont été lavées 

avec du PBS (GIBCO) afin de retirer les particules virales non attachées. Les cellules 

ont été réincubées avec du milieu complet pendant 72 h, sauf pour le sofosbuvir ou 

le traitement a été prolongé sur les 72h. Les cellules ont alors été lysées en utilisant 

un tampon Glo Lysis (Promega) et le lysat a été mélangé à un volume équivalent du 

système de dosage ONE-Glo luciférase (Promega). La quantité d'activité luciférase a 

été mesurée avec l’instrument Infinite F200 Pro (Tecan). Le pourcentage d’infection 

a été déterminé par le ratio de la luminescence entre les cellules non-traitées et les 

cellules traitées. La cytotoxicité des inhibiteurs dans ces conditions expérimentales a 

été évaluée à l’aide du Pierce LDH Cytotoxicity Assay Kit (ThermoFisher Scientific) 

conformément aux instructions du fabricant. 

 

Analyses statistiques 

Les analyses statistiques des données ont été effectuées à l’aide de T-test 

bilatéral (two-tailed unequal variance Student t-tests) (ns p> 0,05, * p <0,05, ** p 

<0,01, *** p <0,001), les moyennes et les écarts types ont été tracés en utilisant 

Prism. Le nombre d'expériences indépendantes est indiqué dans chaque légende de 

figure. 
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RESULTATS PREMIERE PARTIE 
Génération des outils biologiques pour l’imagerie en 

temps réel 

 

 L’imagerie de cellule vivante par microscopie à fluorescence est un outil 

puissant pour étudier des événements dynamiques d’entrée virale. Mais une 

détection efficace nécessite le marquage des virus et des composants cellulaires 

étudiés. Ce marquage se fait majoritairement par le biais de sondes fluorescentes 

et/ou de cellule exprimant des protéines en fusion à des étiquettes fluorescentes. Les 

sondes, comme les protéines de fusion utilisées ne doivent pas altérer l'infectiosité 

virale et les fonctions cellulaires. De plus, il faut noter que lors de l’expression de 

protéines de fusion, l’expression de la protéine endogène persiste entraînant la 

présence de protéines « fantômes » non fluorescentes.  

 

1. Génération de lignées éditées Huh7.5.1 TagRFP-CLDN1 

et EGFP-OCLN 

 

Des cellules Huh7.5.1 (isolées d'un hépatocarcinome humain) ont été 

génétiquement modifiées à l'aide du système CRISPR/Cas9, afin d’éviter la 

surexpression des récepteurs du VHC qui pourrait impacter les fonctions cellulaires. 

Cette stratégie a permis la génération de deux lignées cellulaires monoclonales 

éditées exprimant EGFP-OCLN+/+ ou TagRFP-CLDN1+/+.  

Pour cela une séquence codant pour la protéine fluorescente TagRFP-T 

(Shaner et al. 2008) et l’EGFP (Cinelli et al. 2000) a été insérée au niveau du codon 

d'initiation du gène codant respectivement pour la CLDN1 et l’OCLN, suivie d'une 

séquence codante GGSGGSGGS pour lier de manière flexible les étiquettes aux 

protéines cibles (Figure 33 A-B).  Les cellules ont été transfectées avec un plasmide 

codant pour la protéine spCas9, un produit PCR codant l’ARN guide ciblant la région 

ATG du gène cldn1 ou ocln sous le contrôle du promoteur U6 humain et d’un 

plasmide « donneur » fournissant la matrice d’ADN nécessaire à la recombinaison 

homologue. Ce plasmide donneur contient la séquence de l’étiquette fluorescente 
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choisie (TagRFP ou EGFP) suivie de son linker, cette séquence codante est 

flanquée en amont et en aval de la séquence d’ADN génomique du gène cible (les 

800 nucléotides avant et après le site d’insertion choisit sur le gène cible : ici l’ATG) 

(Figure 33C). 

 

Figure 33 : Génération des lignées Huh 7.5.1 TagRFP-CLDN1+/+ et EGFP-OCLN+/+ par ingénierie 
CRISPR/Cas 9. 
Schémas représentatifs de la stratégie d’insertion des étiquettes fluorescentes dans le génome 
d’Huh7.5.1. (A) Insertion de la séquence TagRFP-linker (boite rouge et jaune) au niveau du codon 
initiateur du gène de la cldn1 en utilisant la spécificité de reconnaissance de l’endonucléase 
CRISPR/Cas9. (B) Insertion de la séquence EGFP-linker (boite vert foncé et pale) au niveau du codon 
initiateur du gène de l’ocln en utilisant la spécificité de reconnaissance de l’endonucléase 
CRISPR/Cas9.  (A et B) La séquence complémentaire à l’ARN guide est représentée respectivement 
en violet et en bleu foncé, la séquence PAM reconnue par l’endonucléase est encadrée en noir (NGG 
= GGG et AGG). Les amorces utilisées pour la vérification de l’édition génomique des clones 
cellulaires sont représentées en rouge pour TagRFP-CLDN (FgCLDN1 et RgCLDN1) et en bleu clair pour 
EGFP-OCLN (FgOCLN et RgOCLN) respectivement et entourées en noir. (C) Représentation schématique 
du plasmide donneur utilisé lors de la stratégie d’édition. 

 

La transcription de l’ARN guide et la traduction de la protéine Cas9 va 

permettre la formation du complexe ribonucléoprotéique dans le noyau. Le complexe 

ribonucléoprotéique parcourt le génome à la recherche de séquence PAM 

(protospacer adjacent motif) NGG, si celle-ci se trouve au niveau de la séquence 

cible, il y a hybridation de l’ARNg et clivage double brin du génome. La machinerie 

de réparation cellulaire, peut alors par recombinaison homologue réparer la cassure 
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double brin générée par Cas9 soit à l’aide du second allèle soit à l’aide du plasmide 

donneur. Dans le second cas, cela entraine l’insertion de la TagRFP ou l’EGFP en 5’ 

du gène d’intérêt (cldn1 ou ocln) (Figure 33A-B).   

Après transfection, l’absence de pression de sélection rend transitoire 

l’expression de ces différentes constructions dans les cellules réduisant l’efficacité 

d’édition mais empêchant toute invalidation génétique ou l’édition de gène non ciblé 

(off target) par la suite.   

 

La sélection de lignées clonales pour ces deux constructions a été réalisé par 

des tris cellulaires successifs afin d’augmenter la proportion de cellules éditées au 

sein du pool de cellules transfectées et obtenir 50-70% de cellules exprimant la 

protéine fluorescente. Une lignée monoclonale doublement éditée a ensuite été 

isolée pour chacune des constructions nommées respectivement : Huh7.5.1 EGFP-

OCLN+/+ et TagRFP-CLDN1+/+
. Des expériences de Cytométrie en flux ont permis de 

suivre l’évolution de la fluorescence au sein des différentes populations obtenues 

aux cours des tri-cellulaires (Exemple pour la population TagRFP-CLDN1 en (Figure 

34). 

 

 

 

Figure 34 : Expression de la TagRFP dans les différentes 
populations de cellules éditées. 
Histogramme représentatif de la différence d’expression de la 
TagRFP dans les cellules en fonction de leur stade d’isolation 
TagRFP-CLDN1pool, représente les cellules éditées après leur 
second tri, TagRFP-CLDN1+/+ représente la population 
monoclonale double éditée sélectionnée. La population 
sauvage sert de contrôle négatif de l’expression de la 
TagRFP. 
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a) Validation de l’édition  

Une fois que des populations monoclonales pour nos deux protéines d’intérêt 

ont été isolées, l’insertion de la TagRFP ou de l’EGFP au niveau des gènes cibles a 

été vérifié par PCR sur leur ADN génomique à l’aide d’amorces modélisées en 

amont et aval du site d’insertion (Figure 1A-B). Ces PCR ont permis de déterminer le 

profil d’édition des lignées clonales isolées : non éditées (sauvage), éditées sur un 

seul allèle (simple éditées ou +/-) et éditées sur les deux allèles (double éditées ou 

+/+).  

En absence d’édition, la PCR révèle l’amplification d’un petit fragment d’ADN. 

Dans le cas d’une édition réussie, l’ADN amplifié correspondant à l’amplification de la 

zone d’insertion avec l’étiquette insérée augmentant sa taille. Trois profils de PCR 

peuvent apparaitre lors du criblage des populations clonales, une bande de petite 

taille correspond à une population sauvage, deux bandes, l’une petite et l’autre 

grande correspondent à une population simple éditée et pour finir une grande bande 

unique correspond à une population double éditée.  

L’amplification de l’ADN génomique de lignées non éditées donne un fragment 

de respectivement 409 pb et 310 pb pour le criblage des clones TagRFP-CLDN1 

(Figure 35A) et EGFP-OCLN correspondant à la forme endogène (Figure 35B), 

tandis que l’insertion de la TagRFP entraine l’amplification d’un fragment de 1165 pb 

et celle de l’EGFP de 1054 pb correspondant à la forme endogène (Figure 35A-B). 

 
Figure 35 : Validation de l’insertion de 
l’étiquette dans le génome des cellules 
éditées 
PCR sur l’ADN génomique des lignées 
clonales isolées afin de déterminer leur 
profil d’édition.  La présence d’une bande 
sauvage et éditée indique un profil 
intermédiaire : simple édition (+/-) et celle 
d’une bande éditée une double édition 
(+/+), les sauvages servent de contrôle 
d’absence d’édition. (A) PCR sur les 
lignées éditées TagRFP-CLDN1. (B) PCR 
sur les lignées éditées EGFP-OCLN. 

 

Cependant l’insertion de la séquence de l’étiquette au sein du génome de la 

cellule ne signifie pas que la protéine de fusion en découlant est produite. 
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L’expression des protéines de fusion TagRFP-CLDN1 et EGFP-OCLN dans les 

lignées sélectionnées a alors été vérifiée par WB. La présence de l’étiquette dans la 

protéine augmente son poids moléculaire (molecular weight : MW) qui va 

correspondre à l’addition du MW de la protéine et de celui de son étiquette. En effet, 

l’édition de CLDN1 et d’OCLN entraine une augmentation de la masse moléculaire 

détectée par WB, qui passe ≈ 22 kDa (Endogène) à 49 kDa pour la TagRFP-CLDN1 

(Edité) (Figure 36A) et de ≈ 59 kDa (Endogène) à 87 kDa pour EGFP-OCLN (Edité) 

(Figure 36B).   

Figure 36 : Vérification de l’expression des protéines de fusion dans les lignées Huh 7.5.1 TagRFP-
CLDN1+/+ et EGFP-OCLN+/+ 
Résultats d’analyse par western blot de lysats de cellules issues de la lignée sauvage et éditée. Le 
marquage anti-β-actine a été utilisé comme témoin de charge. (A) Membrane obtenue après 
incubation avec un anticorps anti-CLDN1 et un anticorps secondaire couplé à la HRP. (B) Membrane 

obtenue après incubation avec un anticorps anti-OCLN et un anticorps secondaire couplé à la HRP. 

On peut observer une diminution du taux d’expression des protéines dans les 

cellules éditées comparé aux cellules sauvages (Figure 36A-B). Cette première 

expérience semble indiquer que l’insertion des étiquettes impacte le taux 

d’expression. Cependant, les protéines de hautes masses moléculaires ne 

transfèrent pas avec la même efficacité que celle de masse moléculaire plus basse. 

Afin de déterminer si c’est l’étiquette qui impacte l’expression des protéines ou s’il 

s’agit d’une limite expérimentale propre à la technique de WB, une seconde 

quantification a été réalisée.  
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Les cellules ont été marquées avec un anticorps anti-CLDN1 ou anti-OCLN et 

l'intensité moyenne de fluorescence a été mesurée par cytométrie en flux (Figure 

37A). Aucune différence significative n’a été détectée dans le taux d’expression des 

protéines CLDN1 ou OCLN entre les cellules sauvages et éditées (Figure 37B).  

 

  

Les étiquettes TagRFP et EGFP ont pu être insérées avec succès par bio-ingénierie 

en N-terminal des protéines CLDN1 et OCLN respectivement. Cette technique a 

permis d’obtenir deux lignées cellulaires TagRFP-CLDN1+/+ et EGFP-OCLN+/+ 

exprimant les protéines de fusions fluorescentes TagRFP-CLDN1 et EGFP-OCLN à 

un niveau endogène sans présence de protéines « fantômes » non fluorescentes. Il 

est ensuite nécessaire de vérifier que ces insertions n’influent pas sur la localisation 

et la fonctionnalité de ces protéines pour valider leur utilisation en imagerie en temps 

réel. 

 

 
Figure 37 : Vérification du taux d’expression des protéines de fusion dans les lignées Huh 7.5.1 
TagRFP-CLDN1+/+ et EGFP-OCLN+/+ 
La quantité absolue du niveau d'expression de la protéine CLDN1 et OCLN a été mesurée par 
cyrtométrie en flux. (A) Exemple représentatif du mode de quantification : Dot plot des cellules 
sauvages et TagRFP-CLDN1+/+ incubés avec un anticorps anti-CLDN1 (Ab CLDN1) ou anti-GAPDH 
(Ab GAPDH). Une gate est réalisée pour englober les cellules positives pour les (gate AF-488) et 
calculée pour chaque lignée et marquage la MFI. (B) La quantité absolue d’expression est calculée à 
partir de la MFI de CLDN1 ou OCLN normalisé par la MFI de GAPDH pour les lignées sauvages et 
éditées. n=3, SD. T-test bilatéral, valeur p> 0,05 (non significatif ; ns). 
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b) Caractérisation de l’influence de l’édition sur la 

localisation des protéines  

OCLN et CLDN1 sont des protéines transmembranaires composant les TJs, 

afin de vérifier la localisation des protéines de fusion un marqueur des TJs ZO1 a été 

utilisé (Figure 38A). L’IF réalisée sur une monocouche cellulaire de cellules 

sauvages et éditées a montré que la protéine TagRFP-CLDN1 se localise au niveau 

des TJs, elle colocalise avec le marquage de l’OCLN (Ab OCLN Figure 38B). 

Cependant la fluorescence de TagRFP-CLDN1 est relativement faible lorsque les 

échantillons sont fixés, probablement à cause des procédures de fixation, de 

perméabilisation et de coloration. En effet, par imagerie sur cellules vivantes, on peut 

observer que le signal de fluorescence de la TagRFP-CLDN1 est plus fort et qu’il se 

distribue très distinctement aux TJs (Figure 38C). 

 Dans le cas de la lignée EGFP-OCLN+/+ la procédure de traitement ne semble 

pas impacter le signal de fluorescence, on peut observer une nette colocalisation 

entre l’EGFP-OCLN et le marquage ZO1 (Ab ZO1 Figure 38D).  

L’insertion des étiquettes EGFP et TagRFP en amont des protéines OCLN et CLDN1 

n’affecte pas leur distribution au niveau des TJs, de plus un marquage de l’Ezrin (Ab 

Ezrin Figure 38B-D) nous permet de visualiser le degré de polarisation de nos 

lignées cellulaires. L’Ezrin est une protéine faisant partie du complexe ERM (Ezrin, 

myosin et radixin) jouant un rôle dans l’organisation du cytosquelette (Figure 38A). 

La reconstitution 3D permet de visualiser en x, y et z les images d’IF. Le marquage 

d’Ezrin à la membrane apicale et le DAPI du noyau permet de visualiser la hauteur 

des TJs des cellules éditées et met en évidence que celles-ci sont plus proches du 

pole apical que du pole basal (Figure 38F-G). Le marquage membranaire des 

cellules EGFP-OCLN+/+ à l’aide d’une construction mCherry-CaaX, montre une 

position des TJs au niveau apical des jonctions cellule-cellule confirmant la 

polarisation apico-basolatérale des cellules Huh7.5.1 (Figure 6 G-H). Il faut noter que 

ce phénotype polarisé n’a pas été trouvé uniformément sur la lamelle, mais sous 

forme de plage de cellules polarisées.  

 

 On peut conclure que l’insertion des étiquettes n’impacte ni la localisation des 

protéines CLDN1 et OCLN ni la polarisation apico-basale des cellules.    

 



 

109 

 

 

Figure 38 : Distribution cellulaire de la Tag-RFP et de l’EGFP-OCLN dans les lignées cellulaires 
éditées. 
Les cellules ont été ensemencées sur des lamelles pendant 48 heures puis fixées et marquées (B, D-
H) ou observées en temps réel (C). Les lamelles ont été observées par microscopie confocale. Les 
images représentent des vues 3D XY (B-D, et G) ou ZY (E-F et H) de multiples plans Z. (A) 
Représentation schématique de la position des Tjs à la jonction cellules-cellules et des protéines ZO1, 
OCLN, CLDN1, Ezrin au sein d’un épithélium polarisé. (B) Les lignées Huh7.5.1 TagRFP-CLDN1+/+ 
(cyan) et sauvages ont été marquées avec des anticorps anti-OCLN (magenta) et anti-Ezrin (orange) 
et du Dapi (bleu). Echelle = 5 µm (C) La lignée Huh7.5.1 TagRFP-CLDN1+/+ a été incubée avec une 
solution de marquage Draq5 pour visualiser le noyau (bleu) avant imagerie 3D par microscopie 
confocal. Echelle = 5 µm. (C) Les lignées Huh7.5.1 EGFP-OCLN+/+ (cyan) et sauvages ont été fixées 
et marquées avec des anticorps anti-ZO1 (magenta) et anti-Ezrin (rouge) et du Dapi (bleu). Echelle = 
5 µm. (E-F) Merge des immunofluorescences présentées en panel A et C respectivement. Les panels 
inférieurs représentent la coupe orthogonale YZ extraite du merge associé (pointillé blanc). Les 
pointillés blancs sur les panels inférieurs correspondant matérialisent le pôle apical des cellules 
(marquage Ezrin). Echelle = 5 µm (G) La lignée Huh7.5.1 EGFP-OCLN+/+ a été transfectée avec une 
construction mCherry-CaaX pour visualiser la membrane plasmique (rouge) et marquée avec des 
anticorps anti-Ezrin (magenta) et du Dapi (bleu). Echelle = 5 µm. (F) Merge de l’immunofluorescence 
présenté en G. Les panels inférieurs représentent la coupe orthogonale YZ extraite du merge associé 
(pointillé blanc). Les pointillés blancs sur les panels inférieurs correspondent au marquage CAAX-
mcherry et matérialisent la membrane plasmique des cellules. Echelle = 5 µm. 
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c) Caractérisation de l’influence de l’étiquette sur la 

fonction des protéines 

 Au sein des TJs, OCLN et CLDN1 jouent un rôle dans la perméabilité des 

épithéliums. Pour tester si les lignées cellulaires modifiées TagRFP-CLDN1+/+ et 

EGFP-OCLN+/+ présentent des caractéristiques fonctionnelles similaires à celle de la 

lignée sauvage, les cellules ont été cultivées pendant 4 jours sur la membrane d’un 

insert de « transwell » contenant des pores de 0.4 µm (Figure 39A). La perméabilité 

relative des monocouches a été déterminée par la mesure de la résistance électrique 

transépithéliale (TEER) à l’aide d’un voltohmmètre. La résistance mesurée ne montre 

aucune différence significative entre les cellules sauvages et les cellules TagRFP-

CLDN1+/+ (Figure 39B), ainsi qu’entre les cellules sauvages et les cellules EGFP-

OCLN+/+ (Figure 39D). Le TEER ne pouvant pas prendre en compte des différences 

subtiles, ces cellules ont aussi été soumises à un marqueur de phase fluide : le 

Lucifer yellow.  

Figure 39 : Perméabilité des 
monocouches cellulaires de 
lignées TagRFP-CLDN1+/+ et 
EGFP-OCLN+/+. 
(A) Schématisation du 
système « transwell » utilisé 
lors des mesures de TEER et 
de perméabilité. (B et D) 
Mesure de TEER réalisée à 
l’aide d’un volthohmètre. Les 
barres graphiques 
correspondent à la moyenne 
+/- SD de trois expériences 
indépendantes réalisées en 
duplica. T-test bilatéral, valeur 
p> 0,05 (non significatif ; ns), 
<0.01 (**) <0.001 (***). (C et 
E) Mesure du coefficient de 
perméabilité par rapport à 
l’intensité de fluorescence 
(quantité de lucifer yellow) 
mesuré dans la chambre 
supérieure et inférieure après 

2h d’incubation. L’EDTA a été utilisé comme contrôle positif. Les barres graphiques correspondent à 

la moyenne +/- SD de trois expériences indépendantes réalisées en duplica. T-test bilatéral, valeur p> 

0,05 (non significatif ; ns), <0.01 (**) <0.001 (***). 

 

L’utilisation du Lucifer yellow permet de mesurer la quantité de fluorescence 

qui passe de la chambre supérieure à la chambre inférieure du système « transwell » 

avec un fluoromètre et ainsi calculer le coefficient de perméabilité. Un coefficient de 

perméabilité élevé dénote une forte perméabilité de la monocouche et au contraire 



 

111 

 

un coefficient faible montre une imperméabilité importante de la monocouche 

cellulaire. Comme précédemment observé avec le TEER, les cellules sauvages et 

les cellules TagRFP-CLDN1+/+ (Figure 39C) ou EGFP-OCLN+/+ (Figure 39E) ne 

présentent pas de différence significative en terme de perméabilité, tandis que 

l’incubation avec l’EDTA sert de contrôle, la destruction des TJs augmente le 

coefficient de perméabilité calculé indiquant une diminution de l’imperméabilité 

épithéliale dans les deux lignées cellulaires (Figure 39D-E). 

C’est ensuite la capacité de diffusion des protéines TagRFP-CLDN1 et EGFP-

OCLN aux TJs qui a été mesurée par imagerie en temps réel et la récupération de 

fluorescence après photoblanchiment (Fluorescence recovery after photobleaching : 

FRAP). Le FRAP a été réalisé en utilisant une région de 3.36 µm le long des TJs 

dans les deux lignées cellulaires éditées. La récupération de fluorescence (fraction 

mobile) a été quasi totale pour la TagRFP-CLDN1 et ≈ 70% pour l’EGFP-OCLN 

(Figure 40 A-B-C), avec un T1/2 d’environ 49 s pour les deux protéines (Figure 40D). 

 

Figure 40 : Diffusion relative de la TagRFP-CLDN1 et de l’EGFP-OCLN des lignées cellulaires 
éditées. 
Huh7.5.1 TagRFP-CLDN1+/+ et EGFP-OCLN+/+ ont été ensemencées sur des lamelles et imagées 
en temps réel. Durant l’imagerie un photoblanchiment a été réalisé sur une zone d’un diamètre de 
3.36 µm au niveau des TJs et la récupération de fluorescence a été monitorée. (A-B) Photo 
représentative de la récupération de fluorescence au cours du temps pour la TagRFP-CLDN1 et 
l’EGFP-OCLN (cyan) avant une image avant photoblanchiment (0s), après celui-ci (13s) et au temps 
indiqué après l’acquisition. Echelle = 5 µm (B) Graphique de l'intensité de fluorescence moyenne +/- 
SD en fonction du temps, normalisée par la fluorescence initiale de cinq expériences FRAP. (C-D) 
Graphique des pourcentages de récupération de fluorescence (C) et de récupération de T1 / 2 (D) +/- 
SD mesurés et calculés à partir de 40 expériences FRAP acquises pendant 310 secondes chacune. 
Expérience réalisée dans le laboratoire de Yves Melhi. 
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 Ces valeurs indiquent que la TagRFP-CLDN1 et l’EGFP-OCLN sont mobiles 

aux TJs avec un taux d’échange relativement rapide ce qui diffère avec les valeurs 

précédemment reportées (Shen, Weber, and Turner 2008). 

 

2. Génération de lignées invalidées génétiquement pour la 

CLDN1 

Les lignées sauvages et EGFP-OCLN+/+ ont été invalidées génétiquement 

pour CLDN1 et caractérisées d’un point de vue fonctionnelle. L’invalidation génique a 

été réalisée à l’aide du système CRISPR/Cas9. Pour cela, les cellules ont été 

transduites par le biais de lentivirus codant pour deux ARN guide dirigés contre le 

gène codant pour cldn1 (KO-CLDN1) ou la luciférase (KO-Ctrl), la protéine Cas9 

avec deux signaux de localisation nucléaire (NLS), l’iRFP670 et le gène de 

résistance à la puromycine (PuroR) pour la sélection des lignées. Les promoteurs 

humains U6 et H1 (hU6 et hH1) permettent le recrutement de l’ARN Polymérase 3 et 

la transcription des ARN guides qui leur sont associés. 

Lors de la traduction des protéines, deux séquences T2A et P2A d’origine 

virale vont permettre un « saut » du ribosome (ribosome skipping) (Figure 41A). Le 

« saut » du ribosome est un mécanisme de traduction alternatif dans lequel le 

peptide viral empêche le ribosome de lier de manière covalente le nouvel aa inséré 

sans pour autant arrêter la traduction résultant en un clivage apparent de co-

traduction de la polyprotéine. L’ajout de puromycine dans le milieu a permis de forcer 

l’intégration de la séquence d’intérêt et de sélectionner les cellules exprimant le gène 

de résistance. Une semaine après leur traitement les cellules sélectionnées 

exprimant l’iRFP ont été triées par cytométrie en flux puis des dilutions en série ont 

permis d’isoler plusieurs clones.  

Ces lignées potentiellement invalidées génétiquement pour la CLDN1 ont été 

testées par WB. Dans les deux cas, différents profils ont pu être observés. Les 

lignées EGFP-OCLN+/+ KO-CLDN1 ont présenté des profils correspondant à une 

invalidation partielle (Clone 1, 2, 3 et 4), à l’apparition de formes tronquées de 

CLDN1 (Clone 6 et 7) et à une invalidation totale dans le cas du clone numéro 5 

(Figure 41B). Les lignées sauvages ont présenté elles aussi différents profils dont 
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une invalidation presque totale pour le clone 5 avec la faible expression d’une forme 

tronquée de CLDN1 (Figure 41B).   

 

 

Figure 41 : Génération de lignées sauvage et EGFP-OCLN+/+ invalidées génétiquement pour CLDN1. 
(A) Schématisation de la séquence d’intérêt utilisée pour la transduction des cellules. Les LTR 
permettent l’intégration de ce vecteur dans le génome des cellules amplifiées, par la présence du 
gène de résistance à la puromycine (PuroR) lors du traitement des cellules avec de la puromycine. La 
protéine iRFP est une protéine fluorescente qui permet une seconde sélection par cytométrie en flux 
des lignées qui ont intégré le vecteur. La protéine Cas9 flanquée de deux signaux de localisation 
nucléaire (NLS) permettra une coupure double brin lors de la formation du complexe 
ribonucléoprotéique sur l’ADN à la reconnaissance de la séquence ciblée par les deux ARN guides 
sous contrôle des promoteurs hU6 et hH1. Le promoteur EF1 contrôle la transcription de l’ARNm 
codant pour les 3 protéines, la traduction indépendante de ces trois protéines est médiée par la 
présence des peptides T2A et P2A permettant un « saut » du ribosome. (B) Résultats d’analyse par 
western blot de lysats de cellules issues de lignée sauvage et EGFP-OCLN+/+ invalidé génétiquement 
pour la luciférase (KO-Ctrl) et la CLDN1 (KO-CLDN1). Membranes obtenues après incubation avec un 
anticorps anti-CLDN1 et un anticorps secondaire couplé à la HRP.  

 

 

Pour ces lignées, l’influence de l’invalidation de CLDN1 sur la fonctionnalité 

des TJs a aussi été déterminée. La perméabilité relative des monocouches des KO-

Ctrl et KO-CLDN1 des lignées sauvages et EGFP-OCLN +/+ a été mesurée à l’aide 

d’un voltohmmètre.  
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 La résistance mesurée ne montre aucune différence significative entre les 

lignées KO-Ctrl et les lignées KO-CLDN1 (Figure 42A). A nouveau, afin de mesurer 

des différences subtiles, les lignées ont aussi été soumises à un marqueur de phase 

fluide le Lucifer yellow. Comme précédemment observé avec le TEER, les lignées 

KO-Ctrl et KO-CLDN1 ne présentent pas de différence significative en terme de 

perméabilité, tandis que l’incubation avec l’EDTA augmente la perméabilité de la 

monocouches cellulaires (Figure 42B) 

 

Figure 42 : Caractérisation 
fonctionnelle des lignées 
sauvages et EGFP-OCLN+/+ 
invalidées génétiquement pour 
CLDN1. 
(A) Mesure de TEER réalisée à 
l’aide d’un volthohmètre. Les 
barres graphiques correspondent 
à la moyenne +/- SD de trois 
expériences indépendantes 
réalisées en duplica. T-test 
bilatéral, valeur p> 0,05 (non 
significatif ; ns), <0.05 (*), <0.01 
(**). (B) Mesure du coefficient de 
perméabilité par rapport à 
l’intensité de fluorescence 
(quantité de lucifer yellow) 
mesurée dans la chambre 

supérieure et inférieure après 2h d’incubation. L’EDTA a été utilisé comme contrôle positif. Les barres 
graphiques correspondent à la moyenne +/- SD de trois expériences indépendantes réalisées en 
duplica. T-test bilatéral, valeur p> 0,05 (non significatif ; ns), <0.05 (*), <0.01 (**) <0.001 (***). 
 

3. Génération de particules de VHC fluorescentes 

 Afin de pouvoir suivre en temps réel des particules virales de VHCcc, celles-ci 

doivent être marquées. Une méthode fréquemment utilisée est l’ajout de traceurs 

lipophiles fluorescents (DiD) impactant fortement l’infectivité du VHC (Coller et al. 

2009 ; Baktash et al. 2018 ; 2019). Il a alors été nécessaire d’envisager une autre 

stratégie et c’est le principe de réticulation chimique activée par un ester (N-

Hydroxysuccinimid-ester : NHS-ester) qui a été utilisé. L’ester NHS activé va réagir 

avec une amine primaire et ainsi lier le réactif d’étiquetage Alexa Fluor à l’extrémité 

N-terminale de la protéine (Figure 43A). Ce marquage est aspécifique, le NHS-ester 

réagira avec toutes les amines primaires présentes dans la solution. Cette technique 

nécessite une étape préalable de purification pour ne pas étiqueter les protéines 

libres et ainsi que celles des vésicules extracellulaires présentes dans le milieu. 
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Dans cette optique, c’est la souche HCVcc Jc1FLAG-E2 qui a été sélectionnée car les 

particules de VHC ainsi produites sont réplicatives et présentent une glycoprotéine 

d’enveloppe E2 en fusion avec une étiquette FLAG. L’étiquette FLAG permet de 

purifier ces virus sur une résine couplée à un anticorps anti-FLAG et ainsi lier les 

virus à la résine pour ensuite éliminer toute trace de vésicules extracellulaires ou de 

protéines libres présentes dans le milieu par rinçages successifs de la résine. 

L’élution est réalisée par compétition lors de l’ajout d’un peptide FLAG (Figure 43B).  

 

 

Figure 43 : Génération de particules de VHC fluorescentes 
(A) (Schématisation de la réaction de réticulation permettant la conjugaison chimique d’un Alexa Fluor 
(AF) avec l’amine primaire d’une protéine (P). (B) Schématisation de la procédure permettant d’obtenir 
de l’HCVcc-A647 en deux étapes : la purification de HCVcc Jc1FLAG-E2 (Etape 1) et son marquage 
(Etape 2). (C) Titration par FACS des particules de VHC pour déterminer l’impact de la purification, de 
l’Alexa fluor (A647) et du DMSO sur l’infectivité des particules. 

 

 L’optimisation de cette stratégie de purification et de marquage a permis 

d’obtenir du VHC fluorescent : HCVcc-A647. L’infectivité de ce virus a été 

déterminée par cytométrie en flux et comparée à celle du virus élué traité au DMSO 

(contrôle), ainsi qu’au virus concentré et purifié. La différence d’unité infectieuse 

mesurée entre les virus concentrés et les virus purifiés a été d’un log indiquant un 

léger impact de la procédure de purification sur l’infectivité des particules virales. 
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Cependant, les particules de VHC purifiées non marquées (HCVcc + DMSO) et 

marquées avec l’Alexa fluor 647 (HCVcc-A647) ont présenté un pouvoir infectieux 

très similaire (Figure 43C), indiquant que la présence d’Alexa-Fluor 647 ne perturbe 

pas l'infection par le VHC. 
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RESULTATS DEUXIEME PARTIE 
Etude de la dynamique spatiotemporelle des 

interactions VHC-récepteurs   

I. Permissivité des lignées cellulaires éditées aux VHC 

L’utilisation des différentes lignées en imagerie cellulaire pour l’étude des 

interactions CLDN1-VHC ou encore OCLN-VHC repose sur leur permissivité au 

VHC. Pour cela les différentes lignées générées ont été infectées avec du VHC 

réplicatif (HCVcc Jc1-Luc) ou des pseudo-particules de VHC (HCVpp J6) ou des 

pseudo-particules porteuse de l’enveloppe du virus de la stomatite vésiculaire 

(VSVpp) en tant que contrôle positif d’infection. L’ensemble de ces particules virales 

possède la luciférase en tant que gène rapporteur de l’infection. Elle permet de 

déterminer la permissivité des lignées par le biais de la quantification de l’activité 

luciférase (Relative luciférase unit = RLU) après infection des cellules avec les 

différentes souches virale HCVcc (Jc1-Luc), HCVpp (J6) et VSVpp (Figure 44).   

 

Figure 44 : Schéma du mécanisme d’action des souches virales rapportrices utilisées 
Les pseudo-particules (HCVpp et VSVpp) contiennent la séquence codant la luciférase firefly flanquée 
par les LTR du HIV permettant son intégration dans le génome de la cellule lors de l’infection, elle 
sera transcrite puis traduite, entrainant la production de luciférase. La souche d’HCVcc contient dans 
son génome la séquence codant pour la luciférase firefly entrainant sa production au cours du cycle 
viral. Les cellules sont lysées 72 heures après infection. L’ajout du substrat de la luciférase permet 
alors la détection de son activité par luminescence et de ce fait l’infection. 
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L’insertion de l’étiquette TagRFP en N-terminal de la CLDN1, malgré son 

absence d’impact sur la fonction physiologique de la protéine (Cf. Chapitre 1), a eu 

un effet drastique sur sa permissivité vis-à-vis du VHC. La lignée Huh7.5.1 TagRFP-

CLDN1+/+ n’est plus permissive au VHC (Figure 45A). A l’opposé, l’insertion de 

l’EGFP en N-terminal de l’OCLN n’a pas impacté la permissivité. Une légère 

diminution à été observée pour les cellules éditées par rapport à leur homologue de 

type sauvage avec HCVcc et VSVpp. Cependant, étant donné qu’il n’est pas connu 

que VSV entre de manière OCLN dépendante, l’activité luciférase obtenue à partir de 

HCVcc a été normalisée par le signal obtenu à partir de VSVpp et montre que la 

lignée Huh7.5.1 EGFP-OCLN+/+ est tout aussi permissive que la lignée Huh7.5.1 

sauvage (Figure 45B).  

 

Figure 45 : Permissivité au VHC des lignées TagRFP-CLDN1+/+ et EGFP-OCLN+/+ générées. 
HCVcc et VSVpp ont été inoculés afin de comparer la permissivité des lignées sauvages et TagRFP-
CLDN1+/+ (A) ; des lignées sauvages et EGFP-OCLN+/+ (B). (A-B) Le premier graphique correspond à 
la luminescence mesurée après inoculation des différentes souches virales indiquées, le second 
graphique correspond à la normalisation de l’activité luciférase obtenue à partir de HCVcc par le 
signal obtenu à partir de VSVpp. La luminescence est mesurée 72 heures post-infection. RLU : 
Relative luciferase unit. Les barres graphiques correspondent à la moyenne +/- SD de trois 
expériences indépendantes réalisées en tripliqua. T-test bilatéral, valeur p> 0,05 (non significatif ; ns), 
<0.01 (**) <0.001 (***).  
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L’absence d’impact de l’insertion de l’EGFP en N-terminal de l’OCLN sur les 

autres récepteurs du VHC : CLDN1, CD81 et SR-B1 a été vérifié par rétro-

transcription et PCR quantitative en temps réel. Aucune différence significative dans 

l’expression des ARNm de CLDN1, CD81 ou SR-B1 n’a pu être détectée entre les 

lignées sauvages et EGFP-OCLN+/+ (Figure 46A). La formation du complexe CD81-

CLDN1 est l’une des nombreuses interactions VHC-récepteurs nécessaires à son 

entrée. Etant donné que la lignée TagRFP-CLDN1+/+ n’est plus permissive au VHC, 

l’impact de l’expression de la TagRFP-CLDN1 sur CD81 a été mesuré par le biais 

d’une qPCR ainsi qu’un WB. Aucune différence significative n’a été observée pour 

l’expression de CD81 au niveau de l’expression de son ARNm (Figure 46B) et de 

son expression protéique (Figure 46C).   

 

Figure 46 : Expression relative des récepteurs du VHC dans les lignées éditées TagRFP-CLDN1+/+ et 
EGFP-OCLN+/+ 

(A-B) Les barres graphiques correspondent à la moyenne +/- SD de trois expériences indépendantes 
réalisées en tripliqua. T-test bilatéral, valeur p> 0,05 (non significatif ; ns). (A) La quantité relative 
d'expression d'ARNm de CLDN1, CD81 et SR-Bl a été mesurée par RT-qPCR sur une extraction 
d'ARN à partir de cellules sauvages (gris) ou EGFP-OCLN+/+ (vert) et normalisée par l'expression de 
l'ARNm de GAPDH. (B) La quantité relative d'expression d'ARNm de CD81 a été mesurée par RT-
qPCR sur une extraction d'ARN à partir de cellules sauvages (gris) ou TagRFP-CLDN1+/+ (rouge) et 
normalisée par l'expression de l'ARNm de GAPDH. (C) Résultats d’analyse par western blot de lysats 
de cellules issues de la lignée sauvage et éditée TgRFP-CLDN1+/+. Membrane obtenue après 
incubation avec un anticorps anti-CD81 et un anticorps secondaire couplé à la HRP Le marquage 
anti-β-actine a été utilisé comme témoin de charge. 
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Les lignées KO-Ctrl ont été conçues pour cibler la séquence de la luciférase 

firefly. Dans un premier temps, la permissivité de la lignée Huh7.5.1 sauvage ou 

EGFP-OCLN+/+ a dû être comparée à celle des lignées invalidées pour la luciférase 

(KO-Ctrl) afin de vérifier l’impact de l’expression de Cas9 et des ARN guides sur 

l’expression de la luciférase firefly lors d’une infection virale pour valider la lignée 

comme contrôle d’expérience. Aucune différence significative n’a été observée entre 

les lignées d’origine et KO-Ctrl vis-à-vis de la détection de luciférase après infection 

avec HCVpp (Figure 47 A-B). La permissivité des KO-CLDN1 a pu être ainsi 

comparée à celle des lignées KO-Ctrl. Comme attendu l’invalidation génique de la 

CLDN1 les rend non permissives au VHC (Figure 47 C).  

 
Figure 47 : Permissivité des lignées KO générées aux VHC 
HCVpp et VSVpp ont été inoculés afin de comparer leur permissivité aux VHC. La luminescence est 
mesurée 72 heures post-infection. RLU : unité relative du luminomètre. (A) Comparaison de la 
permissivité des lignées sauvages et sauvages KO-Ctrl. (B) Comparaison de la permissivité des 
lignées EGFP-OCLN+/+ et EGFP-OCLN+/+ KO-Ctrl. (C) Comparaison de la permissivité des lignées 
sauvages KO-Ctrl, sauvages KO-CLDN1, EGFP-OCLN+/+ KO-Ctrl et EGFP-OCLN+/+ KO-CLDN1. Le 
premier graphique correspond à la luminescence mesurée après inoculation des différentes souches 
virales indiquées, le second graphique correspond à la normalisation de l’activité luciférase obtenue à 
partir de HCVpp par le signal obtenu à partir de VSVpp. Les barres graphiques correspondent à la 
moyenne +/- SD de trois expériences indépendantes réalisées en tripliqua. T-test bilatéral, valeur p> 
0,05 (non significatif ; ns), <0.01 (**) <0.001 (***). 
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La lignée TagRFP-CLDN1 ne peut être utilisée pour des études en temps réel 

des interactions VHC-CLDN1 tant que l’impact exact de l’étiquette sur le cycle 

d’infection du VHC n’est pas déterminé. Cependant la lignée EGFP-OCLN+/+ est 

toujours permissive au VHC ce qui permet l’étude de l’interaction OCLN-VHC par 

imagerie en temps réel. De plus l’invalidation génique CLDN1 dans cette lignée 

permettra l’étude de l’influence de CLDN1 sur la dynamique d’interaction VHC-

OCLN. 
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II. Dynamique spatiotemporelle d’interaction VHC-OCLN  

1. L’association VHC-OCLN se produit hors des jonctions 

serrées 

 Tous les outils biologiques nécessaires à l’étude de l’interaction VHC-OCLN 

ont été générés (Cf. Chapitre I.A et C, ainsi que Chapitre II.A). Les virus infectieux 

HCVcc-A647 ont été inoculés aux cellules éditées EGFP-OCLN+/+ et des études en 

microscopie confocale ont été réalisées sur des échantillons fixés et vivants. Dans ce 

contexte l’inoculation de microsphère fluorescente à la place de HCVcc-A647 sert de 

contrôle de spécificité d’interaction. En effet les microsphères inertes n’entraînent 

pas le recrutement d’OCLN.  

Figure 48 : Localisation de l’interaction HCV-OCLN et microsphere-OCLN 
Les cellules Huh7.5.1 EGFP-OCLN+/+ ont été ensemencées sur des lamelles, 48 heures plus tard 
elles ont été incubées avec du HCVcc-A647 ou des microsphères puis fixées au moment indiqué 
après l’inoculation et montées sur lame avec du Dapi-fluoromount pour l'imagerie confocale. (A) 
Images confocales 3D représentatives (vue du dessus) de EGFP-OCLN+/+ (cyan) et HCVcc-A647 
(magenta) acquises 5 heures post incubation. Barre d'échelle = 5 µm. Le second panel correspond 
aux grossissements de la zone en pointillé blanc. Barre d'échelle = 0.5 µm Les flèches jaunes mettent 
en évidence deux particules de HCVcc à la surface de la cellule, la flèche 1 correspond à une 
particule sans signal d’OCLN et la flèche 2 correspond à une particule virale qui colocalise avec le 
signal OCLN. La ligne pointillée blanche indique la position d’une TJ. (B) Images confocales 3D 
représentatives (vue du dessus) de EGFP-OCLN+/+ (cyan) et des microsphères (magenta) acquises 6 
heures post incubation. Barre d'échelle = 10 µm. Le second panel correspond aux grossissements de 
la zone en pointillé blanc. Barre d'échelle = 0.5 µm Les flèches jaunes mettent en évidence des 
microsphères localisées hors des TJs et la flèche rouge une microsphère à la TJs qui colocalise avec 
le signal de l’OCLN. Les lignes pointillées blanches indiquent la position des TJs. 
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Pour déterminer la localisation des particules de VHC lors de l’interaction 

virus-hôte, deux expériences de cinétique ont été menées de front sur des cellules 

éditées EGFP-OCLN+/+ par microscopie confocale sur échantillons fixés. L’une avec 

de l’HCVcc-A647 (Figure 48A) et l’autre des microsphères fluorescentes de 0,04 µm, 

pour être au plus proche de la taille d’un virus (Figure 48B). De manière générale, les 

particules virales et les microsphères ont été observées loin des TJs. Les 

colocalisations avec l’OCLN ont été observées majoritairement en dehors des 

jonctions serrées pour l’HCVcc-A647 (Figure 48A, flèche jaune n°2) alors que dans 

le cas des microsphères celles-ci ont été observées principalement au niveau des 

Tjs (Figure 48B, flèche rouge).  

Pour obtenir des informations quantitatives, le signal de l’HCVcc-A647 ou des 

microsphères a été segmenté, les agrégats ont été exclus, les particules ont ainsi été 

dénombrées et la présence ou l’absence de colocalisation avec l’OCLN a été 

évaluée. De plus, la proportion de particules hors des TJs ou aux TJs a pu être 

déterminée (Figure 32 dans Mat et Meth). 

La grande majorité des événements d'associations VHC-OCLN se sont 

produits en dehors des TJs (Figure 49).  

 
Figure 49 : Quantification des particules de VHC et des microsphères OCLN-positive au cours du 
temps et de leur localisation aux TJs ou hors des TJs 
(A-B) Des cellules Huh7.5.1 EGFP-OCLN+/+ ont été ensemencées sur des lamelles, 48 heures plus 
tard elles ont été incubées avec du HCVcc-A647 puis fixées au moment indiqué après l’infection et 
montées sur lame avec du Dapi-fluoromount pour l'imagerie confocale. Les barres graphiques 
montrent le pourcentage de particules de HCVcc-A647 OCLN-positive se localisant aux TJs (A) ou 
hors des TJs (B) au moment indiqué après l’infection, quantifiées à l'aide d'ImageJ. n = 9-10 images 
par heure. 
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De plus, un pic de colocalisation autour de 3 h post-infection, qui diminue par 

la suite, a été observé ce qui corrèle avec une expérience menée par nos 

collaborateurs (Pablo Gastaminza, CNB, Espagne) démontrant que les particules 

infectieuses du VHC nécessitent environ 3 à 4 h pour être internalisées (Figure 50). 

A l’opposé, la proportion de microsphères OCLN-positive est très faible (de l’ordre de 

4%) et dans ce cas correspond majoritairement à une localisation au niveau des TJs 

(Figure 51).  

 
 
 
Figure 50 : Cinétique d’infection du VHC  
Des cellules Huh7.5.1 ont été inoculées avec 
une dilution en série de HCVcc, les inocula ont 
été retirés aux heures indiquées et 72 heures 
après l'infection, les cellules infectées ont été 
quantifiées par immunofluorescence. Les barres 
graphiques correspondent à la moyenne +/- SD 
de trois expériences effectuées en tripliqua. 
Expérience réalisée par nos collaborateurs 
(Pablo Gastaminza, CNB, Espagne)  
 
 
 
 

 
 
 
Figure 51 : Quantification des microsphères OCLN-positive 
au cours du temps et de leur localisation aux TJs ou hors 
des TJs 
Des cellules Huh7.5.1 EGFP-OCLN+/+ ont été 
ensemencées sur des lamelles, 48 heures plus tard elles 
ont été incubées avec des microsphères puis fixées au 
moment indiqué après l’inoculation et montées sur lame 
avec du Dapi-fluoromount pour l'imagerie confocale. Les 
barres graphiques montrent le pourcentage de 
microsphères en fonction de leur localisation hors des TJs 
(gris), aux TJs (noir) ainsi que le pourcentage de 
microsphères OCLN-positives au moment indiqué après 
l’inoculation, quantifiées à l'aide d'ImageJ. n = 9-10 images 
par heure. 

 

Pour mieux comprendre la dynamique spatio-temporelle du virus, l’imagerie 

en temps réel sur cellules vivantes EGFP-OCLN+/+ incubées pendant 3 h avec 

HCVcc-A647 a été réalisée à l’aide d’un microscope confocal par fluorescence à 
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disque rotatif (Spining disk confocal microscope). Le suivi de particules virales 

uniques HCVcc-A647 a montré que celles-ci ne sont ni recrutées ni dirigées vers les 

TJs (Figure 52A), indiquant que l’hypothèse dans laquelle la particule virale du VHC 

glisse vers les TJs pour recruter l’OCLN ne correspond pas à ce qui est observé 

dans notre modèle d’étude. De plus, l’internalisation apparente de particule du VHC 

OCLN-positive hors de TJs a pu être suivie (Figure 52B). Malheureusement, ces 

événements ont été trop rares et trop difficiles à détecter de manière fiable pour être 

quantifiés. 

 
 
Figure 52 : Imagerie en temps réel de l’association VHC-OCLN 
Les cellules Huh7.5.1 EGFP-OCLN+/+ ont été incubées avec du HCVcc-A647 pendant 1 à 5 heures 
avant l'imagerie à l'aide d'un microscope confocal à disque rotatif. Des images en trois dimensions ont 
été acquises toutes les 15 sec pendant 30 à 45 min. (A) Vue 3D du dessus dans laquelle les signaux 
EGFP-OCLN (cyan) et HCVcc-A647 (magenta) ont été fusionnés. Barre d'échelle = 10 µm. (B) Série 
de clichés agrandis extraite d’un film en temps réel, la zone agrandie correspond au carré blanc en 
pointillé de (A). Les pointes de flèches jaunes mettent en évidence une particule du VHC qui 
colocalise avec de l’EGFP-OCLN et qui disparait de manière concomitante au cours du temps. Barre 
d'échelle = 5 µm.  
 
 
 

2. L’association VHC-OCLN diminue la mobilité du 

complexe 

Ensuite, les propriétés dynamiques de particules virales uniques en fonction 

de leur quantité relative d'OLCN associée ont été étudiées. Le suivi spatiotemporel 

de ces particules uniques a mis en évidence que le gain d’OCLN sous les particules 

de VHC était associé à une mobilité réduite du complexe (Figure 53A-B). Une 

quantification automatisée de la vitesse des particules du VHC et de son intensité 

d'OLCN a été réalisée et une corrélation inversée significative a été observée entre 

la vitesse des particules du VHC et l'intensité de fluorescence de l'OCLN (Figure 53 
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C). Ces résultats montrent que le recrutement de l’OCLN était nécessaire pour 

stabiliser le virion à la membrane plasmique. 

Figure 53 : Dynamique des particules de VHC en fonction de la quantité relative d’EGFP-OCLN 
associé 
(A) Suivi d’une particule unique du VHC colocalisant avec EGFP-OCLN en dehors des TJs. A gauche 
se trouve des clichés extraits à différents temps de l'acquisition. A droite est représenté le mouvement 
suivi de la particule du VHC. (B) Graphique montrant l'intensité de fluorescence de OCLN (cyan, axe 
droit) et la vitesse associée de la particule de HCV (gris, axe gauche) en fonction du temps de la 
particule observé en (A). (C) Diagrammes de points montrant une corrélation inversée statistiquement 
significative entre la vitesse des particules de HCV et l’intensité de fluorescence relative de EGFP-
OCLN. N = 6 films par condition. Pearson correlation coefficient < 0.001. 
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DISCUSSION 

I. Génération d’outils biologiques pour l’imagerie sur cellules 

vivantes 

 L’objectif de ma thèse a consisté à étudier et comprendre la dynamique 

d’interaction de particules virales uniques de VHC avec ces récepteurs. Nous avons 

choisi d’utiliser l’imagerie sur cellules vivantes, un outil puissant pour visualiser et 

étudier des interactions virus-récepteurs en temps réel. Dans ce contexte, l’imagerie 

réalisée doit être rapide, sensible, de haute résolution, confocale, et réalisée sur des 

modèles cellulaires et viraux adaptés. Les lignées cellulaires modifiées doivent être 

physiologiquement fonctionnelles et se rapprocher de la complexité architecturale de 

l’organe dont elles proviennent. La technique de marquage des particules virales 

quant à elle ne doit pas impacter le pouvoir infectieux et permettre la détection de 

particules virales uniques (Deffieu and Gaudin 2019).  

 

 La première étape de mes travaux a consisté à développer les outils 

biologiques adaptés à l’étude de la dynamique VHC-récepteurs. Les lignées 

cellulaires majoritairement utilisées pour l’étude de la dynamique d’interaction virus-

récepteurs sont des lignées cellulaires transfectées avec un vecteur codant pour le 

récepteur d’intérêt en fusion à une étiquette fluorescente. Que cette expression soit 

transitoire ou stable, le promoteur associé conduit à une surexpression de ces 

protéines et cela peut être nocif pour la cellule.  L’impact de la surexpression varie en 

fonction des protéines ciblées et peut entrainer l’activation ou la surcharge de voies 

biologiques spécifiques, la perturbation de la régulation de ces protéines ou encore 

leur agrégation (Bolognesi and Lehner 2018). Cela peut alors impacter directement 

la dynamique d’interactions étudiée et causer des artéfacts tels qu’une localisation 

subcellulaire ectopique ou encore la formation d’un complexe protéique erroné et 

ainsi fausser les résultats en découlant (Gibson, Seiler, and Veitia 2013).  Dans le 

cas de l’OCLN, la transfection transitoire d’ADN est responsable de sa mauvaise 

localisation (M. Furuse et al. 1993) et ne convenait donc pas à l’étude de l’entrée du 

VHC.  

 Afin d’éviter les impacts dus à la surexpression nous avons utilisé la bio-

ingénierie à l’aide du système CRISPR/Cas9, comme décrit précédemment (Chou et 



 

128 

 

al. 2016 ; Ran et al. 2013) pour surveiller la distribution et l'expression des protéines 

endogènes. Nous avons généré ainsi deux lignées cellulaires exprimant la CLDN1 

en fusion à la TagRFP et l’OCLN en fusion à l’EGFP. Notre stratégie a permis 

l’obtention de lignées clonales éditées pour la TagRFP-CLDN1 et l’EGFP-OCLN au 

niveau de leur génome et sur les deux allèles (Figure 35). Il convient toutefois de 

noter que l'efficacité de l'édition était faible (≈ 0,5%), ce qui est courant lorsqu'on 

tente d'insérer de grands fragments d'ADN en utilisant la recombinaison homologue 

(HR). L’efficacité d’édition pourrait être augmentée notamment par le biais de 

méthodes d’édition CRISPR améliorées, basées sur l'assemblage d'extrémités non 

homologues (Non-homologous end joinning) (Suzuki et al. 2016 n; Sawatsubashi et 

al. 2018). Cependant, les contraintes associées à la conception de la séquence cible 

adéquate confèrent une complexité à ces nouvelles stratégies d’édition.  

 

 L’insertion de l’étiquette au sein du génome et son expression a été vérifiée 

par WB. Une diminution de l'intensité de la bande TagRFP-CLDN1 ou EGFP-OCLN 

par rapport à la CLDN1 ou l’OCLN sauvage a été observée (Figure 36). Nous avons 

attribué cette différence à la diminution du rendement de transfert pour les protéines 

de haut poids moléculaire. En effet, les expériences de cytométrie en flux ont 

confirmé que l’expression de la CLDN1 et de l’OCLN n’était pas affectée par l’ajout 

de leur étiquette fluorescente respective (Figure 37).  

 

 En microscopie, nous avons observé une localisation de ces deux protéines 

majoritairement au niveau des TJs (Figure 38 B-D), comme attendu pour deux 

protéines membranaires associées aux TJs (Paris et al. 2008). Cependant, un sous-

ensemble de protéines CLDN1 a également été observé en dehors des TJs, une 

distribution pas si surprenante en prenant en compte que les CLDN exercent 

également de nombreuses fonctions « non canoniques » (Hagen 2017; Van Itallie, 

Tietgens, and Anderson 2017). Nous avons pu aussi observer que la fixation des 

cellules éditées TagRFP-CLDN1 entraine la diminution de la qualité du signal 

fluorescent (Figure 38B) comparée à son observation en cellules vivantes (Figure 

38C). Cette observation pourrait s'expliquer en partie par l'augmentation du bruit de 

fond induit par le PFA elle-même ou par un effet indésirable de l'un des réactifs de 

fixation sur la photophysique de la protéine TagRFP-T. 
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 Nous avons ensuite vérifié que l’insertion des étiquettes n’impacte pas la 

fonction des protéines au sein de TJs sur nos lignées doubles éditées. Les mesures 

de TEER (Figure 39B et D) et des coefficients de perméabilité (Figure 39C et E) ont 

démontré que l’édition en N-terminal de ces deux protéines ne perturbe pas la 

fonction perméabilité des TJs. De plus, les expériences de photoblanchiment (FRAP) 

ont montré que l’insertion de l’étiquette n’empêche pas la mobilité de CLDN1 et de 

l’OCLN (Figure 40). Elles sont très mobiles aux TJs avec des taux de récupération de 

fluorescence rapides qui diffèrent des données précédemment publiées, notamment 

pour la CLDN1 qui y est décrite comme immobile (Shen, Weber, and Turner 2008). 

Ces différences peuvent être expliquées par la différence de lignée cellulaire utilisée 

: carcinome hépatocellulaire humain (Huh7.5.1) contre cellules de rein canines 

(MDCK) ; l’étiquette utilisée pour la CLDN1 qui est la TagRFP-T et non l’EGFP ; ou 

encore la stratégie d’expression : édition du génome contre une surexpression 

transitoire. Par conséquent, des travaux supplémentaires seront nécessaires pour 

déterminer si la mobilité de ces deux protéines dépend du type de cellule et si la 

stratégie de marquage a un impact sur celle-ci.  

 

 Ces lignées ont pour finir été testées pour leur permissivité vis-à-vis du VHC 

(Figure 45). La lignée EGFP-OCLN+/+ est permissive de manière comparable à la 

lignée sauvage. Cependant malgré une fonctionnalité physiologique conservée les 

cellules TagRFP-CLDN1+/+ se sont révélées résistantes à l’infection. De manière 

intéressant le domaine cytosolique N-terminale de la CDLN1 ne contient que 7 aa et 

n’a été l’objet d’aucune prédiction fonctionnelle à l’heure actuelle, il représente donc 

une cible de choix pour l’ajout d’une étiquette. Elle a d’ailleurs été utilisée à de 

nombreuses reprises pour marquer les protéines CLDN1 (Harris et al. 2008; Shen, 

Weber, and Turner 2008; Van Itallie, Tietgens, and Anderson 2017). Cependant, les 

rapports précédents utilisaient uniquement des protéines surexprimées, et la CLDN1 

endogène demeurait. Ici, en marquant de manière endogène CLDN1, nous montrons 

que le marquage N-terminal de la protéine perturbe l’infection par le VHC. Afin de 

pouvoir utiliser cette lignée cellulaire pour l’étude de la dynamique spatiotemporelle 

d’interaction VHC-CLDN1, il faudrait déterminer précisément l’étape d’entrée 

impactée :  l’interaction CD81-CLDN1 ou VHC-CD81-CLDN1, l’endocytose du VHC, 
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le relargage du VHC dans le cytosol ou même si la stratégie d’édition n’a pas 

impacté intrinsèquement la cellule et rend les autres étapes du cycle viral impossible. 

Si l’étape impactée est postérieure à l’endocytose ce modèle pourra être validé pour 

une étude de la dynamique spatiotemporelle d’interaction VHC-CLDN1.  

 

 D’un point de vue physiologique ce modèle reste recevable et peut-être utilisé 

en imagerie en temps réel dans un autre contexte différent de celui du VHC. 

L'expression de CLDN1 a été proposée pour le pronostic de cancer (Fritzsche et al. 

2008) et nos travaux fournissent une nouvelle approche pour évaluer 

quantitativement celui-ci dans des cellules vivantes. De plus, des anticorps anti-

CLDN1 ont été proposés pour le traitement du cancer colorectal et le traitement 

antiviral du VHC (Cherradi et al. 2017; Mailly et al. 2015), mais leur mode d'action 

n'est que partiellement compris. Ici, les cellules modifiées TagRFP-CLDN1 

fournissent une puissante plateforme pour étudier les propriétés anti-cancéreuses et 

antivirales des anticorps anti-CLDN1. En outre, des études pharmacologiques et 

génétiques pourraient également être envisagées sur ces cellules pour évaluer 

rapidement et de manière fiable la dynamique d'expression et de distribution de 

CLDN1 en imagerie sur cellules vivantes. 

 

 D’autre part, notre méthode de purification et de marquage par fluorescence 

de particules de VHC réplicatives (HCVcc Jc1FLAG-E2) a permis d’obtenir des 

particules de VHC fluorescentes (Figure 43). La liaison covalente des fluorophores 

via le principe de réticulation chimique activée par un ester (NHS-ester) semble avoir 

un faible impact sur l’infectivité de ces particules, en opposition aux techniques 

utilisant un traceur lipophile fluorescent DiD entrainant systématiquement une perte 

d’infectivité avec environ 90% des particules étiquetées purifiées qui ne conduisent 

pas à une infection productive (Coller et al. 2009 ; Baktash et al. 2018 ; Baktash and 

Randall 2019). La composition lipidique des particules virales infectieuses du VHC 

joue un rôle clé dans l’entrée virale (Blaising and Pécheur 2013). Les traceurs 

lipophiles, en se liant aux lipides et lipoprotéines composant les LVP, pourraient 

perturber les interactions avec la cellule hôte et ainsi fortement impacter l’infectivité 

des particules marquées.  
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II. Etude de la dynamique d’interaction spatiotemporelle VHC-

OCLN 

 Les analyses du recrutement temporel des différents facteurs d’entrée du 

VHC utilisant des anticorps bloquants dans les cellules HepG2 (surexprimant CD81 

et miR122) ont montré que CLDN1 et OCLN sont les derniers facteurs d’entrées 

requis avant l’internalisation et l’acidification endosomale (Sourisseau et al. 2013). La 

localisation majeure de l’OCLN et la CLDN1 au niveau des TJs entraîne une 

représentation dans laquelle les particules virales atterrissent d'abord sur la surface 

de la cellule, puis glissent à la surface de la cellule vers les TJ (Bartenschlager, 

Lohmann, and Penin 2013).  

 Une première étude spatio-temporelle réalisée sur des cellules CD81-EGFP 

ou GFP-actine surexprimant les cellules Huh7.5 n'a pas permis de démontrer le 

mouvement dirigé des particules du VHC vers les TJs (Coller et al. 2009), par 

opposition au virus Coxsackie, pour lequel une redistribution claire des virions 

entrants vers ces derniers a été démontrée (Coyne and Bergelson 2006). Ces études 

ont été réalisées sur des monocouches cellulaires et, plus récemment, il a été 

montré que des particules de VHC incubées avec des cellules de Huh7.5 cultivées 

en 3D étaient réparties au centre de sphéroïde et se localisaient avec les marqueurs 

TJ (Baktash et al. 2018), bien que la localisation de l’OCLN dans les TJs ne soit pas 

une condition préalable à l’infection par le VHC (Lavie et al. 2019). 

 

 La seconde étape de mes travaux a consisté à étudier cette dynamique 

d’interactions VHC-OCLN. Ainsi la validation de la lignée EGFP-OCLN+/+ et des 

particules réplicatives HCVcc-A647 comme modèle d’étude de la dynamique 

spatiotemporelle d’interaction OCLN-VHC a permis la réalisation de l’imagerie à 

haute résolution sur cellules vivantes. 

 

 Nos premiers résultats sur échantillons fixés ont permis de montrer que le 

recrutement de l’OCLN sous les particules virales est bien spécifique dans notre 

modèle, en effet ce phénomène n’est pas observé lorsque des microsphères inertes 

ont été utilisées (Figure 48). De plus l’analyse de l’imagerie sur cellules fixées et 

vivantes a montré que le VHC ne glissait pas vers les TJs et, chose surprenante, 

nous avons constaté qu’OCLN s’éloignait des TJs pour rencontrer le virus (Figure 
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48-51). A ce stade, nous ne savons pas comment le VHC capture les protéines 

d’OCLN, mais on peut supposer qu'une faible quantité de protéines d’OCLN diffusant 

au niveau de la membrane plasmique peut être capturée par le complexe formé par 

le VHC avec les facteurs d'entrée en amont et s’y accumule, conformément aux 

modèles précédemment proposés pour d'autres virus (Boulant, Stanifer, and Lozach 

2015). Cela pourrait notamment expliquer pourquoi l'internalisation des virions du 

VHC prend entre 3 et 4 h (Figure 50A). 

 D’autre part, la génération des lignées EGFP-OCLN+/+ KO-CLDN1 pourra 

nous apporter des indications quant à la dynamique d’association VHC-OCLN vis-à-

vis de la CLDN1. En effet, Sourisseau et al. ont déterminé la temporalité d’action de 

ces facteurs dans l’infection par le VHC, l’OCLN serait recruté après la CLDN1 

(Sourisseau et al. 2013), mais la dynamique d’association de ces facteurs à la 

surface de la membrane plasmique reste non résolue. Dans ce contexte, l’imagerie 

en temps réel sur la lignée EGFP-OCLN+/+ invalidée génétiquement pour la CLDN1 

nous permettrait de l’étudier. En effet, deux hypothèses sont envisageables : la 

première serait que le recrutement de l’OCLN sous la particule virale est CLDN1 

dépendante et son absence l’empêche, ou à l’opposé, le recrutement est 

indépendant de la CLDN1. En d’autres termes, l’OCLN serait recruté sous la 

particule virale même en absence de CLDN1. 

 

 Le principal problème de notre modèle réside dans le fait que nos cellules 

sont cultivées sous forme de monocouches, en 2D, exposant ainsi leur face apicale 

au virus, une topologie opposée aux conditions physiologiques où les hépatocytes 

exposent leur face basolatérale à la circulation sanguine d'où le virus provient. 

Récemment, un autre groupe a développé des cellules Huh7.5 en 3D, menant à 

l'exposition du côté basolatéral des cellules (Baktash et al. 2018). Ils ont suggéré 

que, dans ce contexte, les virions du VHC avaient tendance à glisser vers le centre 

de la masse cellulaire où se trouvait OCLN et d'autres protéines associées aux TJs, 

mais ce phénomène a été décrit uniquement sur échantillons fixés. Aucune imagerie 

directe de la dynamique des interactions VHC-récepteurs n’a été réalisée. On sait 

que les nano-objets ont tendance à se déplacer vers le centre des organites (Y. Gao 

et al. 2013) en raison d'un treadmilling effect qu’on peut traduire « effet de tapis 

roulant ».  
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 A l’heure actuelle, les modèles 2D et 3D restent complémentaires pour 

approfondir notre compréhension des interactions VHC-récepteurs. Les travaux 

récents de Lavie et al. montrent que la localisation de l’OCLN aux TJs n’était pas une 

condition préalable à l’infection par le VHC dans les hépatocytes polarisés (Lavie et 

al. 2019) et que, par conséquent, au-delà du lieu où le VHC et l’OCLN interagissent 

(à la TJ ou hors de celle-ci), notre approche nous a permis de déterminer le rôle que 

pourrait jouer OCLN dans l’entrée virale du VHC. La corrélation entre la vitesse de la 

particule virale à la membrane et la quantité d’OCLN tend à lui donner un potentiel 

rôle stabilisateur des particules de VHC au niveau de la membrane plasmique, ce qui 

favoriserait à son tour l’internalisation du virus et l’infection. Des travaux 

supplémentaires seront nécessaires pour identifier le déterminant moléculaire 

responsable de l'immobilisation du virus dépendant de OCLN (Figure 53) 
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CONCLUSION GENERALE 

En conclusion, mes travaux de thèse ont permis dans un premier temps de 

générer de nouveaux outils biologiques pour l’imagerie en temps réel qui pourront 

être utiles à l’ensemble de la communauté travaillant sur le VHC, ainsi que celle 

intéressée par la biologie cellulaire des jonctions serrées. La bio-ingénierie de 

cellules Huh7.5.1 à l’aide du système CRISPR/Cas9 a permis l’obtention de lignées 

cellulaires stables exprimant un niveau endogène des récepteurs en fusion à une 

étiquette fluorescente : TagRFP-CLDN1+/+ et EGFP-OCLN+/+ sans présence de 

protéine « fantôme » non fluorescente. De plus, l’insertion des étiquettes 

fluorescentes n’impacte pas la fonction physiologique des TJs. En effet, Les cellules 

EGFP-OCLN+/+ et TagRFP-CDLN1+/+ ont des caractéristiques de localisation, 

d’expression protéique et de perméabilité épithéliale similaires aux cellules 

sauvages. Cependant celles-ci impactent la permissivité des lignées au VHC, ainsi la 

lignée TagRFP-CLDN1+/+ est devenue résistante à l’infection. Cependant la lignée 

EGFP-OCLN+/+ reste permissive aux VHC. Des lignées invalidées génétiquement 

pour CLDN1 ont pu être générées à partir de cette lignée. Pour finir le 

développement d’une méthode de purification et de marquage par fluorescence de 

particules de VHC réplicative (HCVcc Jc1FLAG-E2) a permis d’obtenir des particules de 

VHC fluorescentes infectieuses. 

Dans un second temps, mes travaux ont permis d’étudier la dynamique 

spatiotemporelle de l’interaction VHC-OCLN. L’imagerie sur échantillons fixés et 

vivants de la lignée EGFP-OCLN+/+ et des particules de VHC réplicatives 

fluorescentes, couplées à des quantifications ont montré que l’interaction VHC-OCLN 

à lieu en dehors des TJs dans notre modèle cellulaire. De plus, elle a mis en 

évidence que l’accumulation de l’OCLN sous la particule entraine une diminution de 

la vitesse du complexe VHC-OCLN mettant en lumière un potentiel nouveau rôle de 

l’OCLN dans la stabilisation du virion à la membrane plasmique.  
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Summary 

The identification and characterization of the numerous hepatitis C virus (HCV) entry factors 

regarding the spatiotemporal dynamics describing the specific role of each of these entry 

factors early after the first virus-cell interactions is still limited. Specifically, how HCV particles 

associate at the cell surface with Occludin (OCLN), a structural protein part of the tight junction 

(TJ) complex at cell-cell contact, remains unclear. Here, we generated CRISPR/Cas9 gene 

edited Huh7.5.1 cells expressing endogenous levels of OCLN fused to the enhanced green 

fluorescent protein (EGFP) to follow the spatiotemporal dynamics of HCV-OCLN interactions.  

Quantitative 5D image analyses revealed that endogenous OCLN is recruited outside TJs to 

interact with incoming HCV particles. Moreover, the amount of OCLN beneath HCV particles 

was correlated to lower motility of the particle, suggesting that recruitment of OCLN may serve 

to immobilize the particle prior internalization. Together, the bioengineering of a HCV-

permissive cell line allowed us to uncover a mechanism by which the cellular protein OCLN is 

recruited at the cell surface beneath HCV particles to favor viral infection. 

 

  



 Dynamics of HCV-Occludin association

Introduction 

According to the world health organization, 71 million of the worldwide population was infected 

by the hepatitis C virus (HCV) in 2015. HCV chronically infects hepatocytes and induces

hepatic lesions, which favors fibrosis, cirrhosis ultimately to hepatocarcinoma (HCC). HCC 

represents one of the most aggressive cancers, with 700 000 deaths estimated in 2012 (1, 2).

Despite the recent

(2), diagnostic and prevention are still insufficient, cured patients are  not protected against 

HCV re-infected, and we lack data regarding long-term impact of the treatment. Indeed, pro-

carcinogenic hallmark persists in cured patients (3).

HCV is an enveloped positive-strand RNA virus from the Flaviviridae family. HCV particles 

enter cells through clathrin-mediated endocytosis (4, 5) and numerous entry factors have been 

reported to facilitate HCV attachment and internalization, including LDLR, CD81, SR-B1, 

Claudin1 (CLDN1), Occludin (OCLN), EGFR and Eph2A (6-8). Although the functional role of 

these entry factors has been investigated, little is known about the spatiotemporal dynamics 

of HCV-receptor interactions. 

Analyses of the temporal recruitment of the different HCV entry factors using blocking 

antibodies in HepG2 cells (overexpressing CD81 and miR122), showed that CLDN1 and 

OCLN are the last entry factors required prior to internalization and endosomal acidification

(9) -and-

(10) in which viral particles are first landing on the cell surface, and 

subsequently sliding at the cell surface toward the TJs was often used to represent how the 

viral particle would reach out to its receptors (11).

An early spatiotemporal study performed in CD81-EGFP or GFP-Actin overexpressing Huh7.5 

cells, failed at demonstrating the directed movement of HCV particles toward TJs (5), as 

opposed to the Coxsackie virus, for which clear redistribution of incoming virions toward TJs 

was demonstrated (12). These studies were performed in cell culture monolayers and more 

recently, it was shown that HCV particles incubated with Huh7.5 cells grown in 3D, were 

distributed at the center of the spheroid, colocalizing with TJ markers (13), although it was 

recently shown that TJ localization of the viral receptor OCLN is not a prerequisite for HCV 

infection (14).

Here, we generated a HCV-permissive Huh7.5.1 cell line expressing a fluorescent OCLN 

protein at endogenous levels and under the control of its natural genomic environment using 

CRISPR/Cas9 knock-in. We found that HCV virions recruit OCLN outside TJs, which promotes 

viral particle stabilization. 
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Results 

Generation of Huh7.5.1 EGFP-OCLN+/+ edited cells 

We first aimed at obtaining a HCV permissive cell line expressing endogenous levels of 

fluorescent OCLN proteins. The genome of Huh7.5.1 cells was edited using a CRISPR/Cas9 

knock-in approach as previously described (15, 16). Briefly, cells were transfected with a 

plasmid coding for the spCas9 protein, a DNA PCR product coding for a guide RNA (gRNA) 

targeting the ATG region of the ocln gene, and an plasmid providing the DNA 

template for homologous recombination (see Fig. 1A and Material & Methods for details). 

Upon sorting and clonal cell selection, a monoclonal Huh7.5.1 EGFP-OCLN+/+ cell line showed

the EGFP sequence inserted on both alleles in the start codon region of the ocln gene (Fig. 

1B). At the protein level, a band at 87 kDa, the expected size of EGFP-OCLN, was observed, 

and no endogenous OCLN remained (Fig. 1C). The EGFP-OCLN band observed in the edited 

cells was weaker than the endogenous OCLN in wild-type cells. Western blot quantification of 

proteins of different molecular weight (MW) is not optimal, as the membrane transfer is less 

efficient for higher MW proteins. Therefore, the amount of OCLN protein expressed by wild 

type or EGFP-OCLN+/+ Huh7.5.1 cells was measured by flow cytometry using an anti-OCLN 

antibody normalized by the amount of GAPDH protein (Fig. 1D). As a control, the expression 

level of the TJ-associated protein ZO-1, which interacts with the cytosolic tail of OCLN, was 

also analyzed. Both OCLN and ZO-1 proteins were expressed at similar levels in wild-type 

and edited cells (Fig. 1D). Similarly, we could not detect significant differences at the mRNA 

level for OCLN, nor for the other HCV entry factors CLDN1, CD81, and SR-B1 (Fig. 1E).

Together, these results show that we successfully added an EGFP in N-terminus of the OCLN 

-fluorescent OCLN remained, 

two features usually missing when using classic transient transfection. 

Functional characterization of Huh7.5.1 EGFP-OCLN+/+ edited cells 

Next, we tested whether the EGFP-OCLN protein retained its correct distribution at TJs and 

functional features. The relative permeability of the wild-type or edited cells was measured 

using a transwell system (Fig. 2A) by assessing the transepithelial electrical resistance (TEER) 

using a Voltohmmeter (Fig. 2B) and the permeability coefficient (Fig. 2C). In both assays, the 

wild type or EGFP-OCLN+/+ edited cells did not show significant differences, indicating that the 

addition of the EGFP tag does not affect the OCLN impermeability function. As a control 

EDTA treatment was impairing the permeability coefficient of both cell lines (Fig. 2C).
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At the subcellular level, EGFP-OCLN localization was found at TJ cell-cell contact sites, 

colocalizing with an anti-OCLN antibody staining (Suppl Fig. S1A), indicating that the EGFP 

signal correlates with actual OCLN proteins. The wild-type and edited cells exhibited polarized 

features as shown by the staining of the apical marker Ezrin and the upper localization of ZO-

1 (Fig. 2D). The plasma membrane staining of the edited cells using a mCherry-CaaX 

construct further highlighted the apical-basolateral polarization of the Huh7.5.1 cells (Suppl 

Fig. S1B). Of note, in both cell lines, the cells were mostly polarized but patches of non-

polarized cells were also observed at lower frequency.  

To assess whether the relative diffusion of EGFP-OCLN was preserved, fluorescence 

recovery after photobleaching (FRAP) was performed. We observed that the endogenous 

EGFP-OCLN proteins were mobile at TJ sites of Huh7.5.1 cells (Suppl Fig. S2A-D), in a similar 

fashion to what was observed in MDCK cells under conditions were EGFP-OCLN was 

overexpressed (17). 

Finally, we tested whether the Huh7.5.1 EGFP-OCLN+/+ cells were as permissive as wild type 

cells using Jc1-Luc (HCVcc) or VSV-G-expressing pseudoparticles (VSVpp; Fig. 2E-F). We 

observed a slight decrease of permissiveness of the edited cells compared to their wild-type 

counterpart for both HCVcc and VSVpp. As VSV is not known to enter in a OCLN-dependent 

manner, the luciferase activity obtained from HCVcc was normalized by the signal obtained 

from VSVpp (Fig. 2F). In this case, no difference was observed between wild type and EGFP-

OCLN edited cells, suggesting that the labeling of OCLN is likely not perturbing its function as 

a HCV entry factor. 

 

HCV-OCLN association occurs out of tight junctions 

To track HCVcc viral particles in fixed and live samples, we developed a purification and 

labeling method (see Methods and Suppl Fig. S3A) based on the recombinant HCVcc Jc1FLAG-

E2 previously published (18). Our approach relies on the coupling of the affinity-purified HCVcc 

particles to an Alexa Fluor 647 dye (A647) through a N-hydroxysuccinimidyl-ester reaction. 

Non-labeled and A647-labeled HCVcc particles showed similar infectiveness (Suppl Fig. 

S2B), indicating that the fluorescent dye does not perturb HCV infection. 

To determine the localization of HCV particles upon virus-host interactions, kinetic analyses 

of HCVcc-A647 distribution onto EGFP-OCLN+/+ edited cells was performed by confocal 

microscopy (Fig. 3). Virus particles were mostly observed away from OCLN-positive TJs (Fig. 

3A). Interestingly, we could detect OCLN signal outside of TJs, colocalizing with HCV particles 

(Fig. 3A, virion 2). To obtain quantitative information, the viral particle signal was segmented, 
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excluding aggregates, and the presence or absence of OCLN colocalizing with the virus was 

automatically assessed. The OCLN-positive HCV particles, were further classified into two 

categories: at TJs or out of TJs . Strikingly, the vast majority of the HCV-OCLN association 

events occurred out of TJs (Fig. 3B-C). Moreover, we observed a peak of colocalization 

around 3 hpi that decreases later on. Infectious HCV particles requires about 3-4h to be 

internalized (Suppl Fig. S4) and therefore, the timing of maximum HCV-OCLN association 

correlates with the infectivity assays performed.

To gain more insights onto the virus  spatiotemporal dynamics, we next performed live cell 

imaging of EGFP-OCLN+/+ cells incubated for 3 h with HCVcc-A647 using a spinning confocal 

microscope (Fig. 4A and Movie S1). Single particle tracking of the HCVcc-A647 from the upper 

plans (surface of the cell) revealed that the virus was not directed nor moving toward TJs, 

indicating that virus sliding is unlikely to represent a bona fide HCV entry model in our model.

Moreover, we could track the apparent internalization of OCLN-positive HCV particles out of 

TJs (Fig. 4A, right panels). Unfortunately, these events were too rare or too difficult to reliably 

detect to be quantified.

HCV-OCLN association decreases mobility 

Next, we investigated the dynamic properties of single viral particles according to their relative 

amount of associated OCLN. Spatiotemporal tracking of single particles highlighted that the 

gain of OCLN beneath HCV particles was associated to lower mobility of the complex (Fig. 4B 

and Movie S2). Automated quantification of the HCV particle speed and its associated OCLN 

intensity was performed and a significant inversed correlation was observed between the 

speed of HCV particles and the OCLN fluorescence intensity (Fig. 4C). These results show 

that OCLN recruitment may stabilize the virion at the plasma membrane, which could favor 

internalization.

Discussion 

In this study, we investigated the spatiotemporal dynamics of HCV in association with one of 

its main entry factor: OCLN. To this end, we generated a novel CRISPR/Cas9 bioengineered 

Huh7.5.1 cell line expressing endogenous levels of fluorescent OCLN and performed high-

resolution 3D live cell imaging. Our observations indicated that the virions were not traveling 

toward the TJs of a 2D monolayer, and in contrast, OCLN was found outside TJs at the plasma 

membrane, beneath the virus, which was important for HCV stabilization. 
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Live cell imaging of viral receptor is difficult to perform because the fluorescent tagging of the 

receptor is usually performed by cDNA transfection, therefore inducing overexpression of the 

receptor and the reminiscence of non-tagged, endogenous receptor. In the case of OCLN, 

transient transfection of its cDNA causes OCLN mislocalization (19), and thus, this approach

is not suited for the study of HCV entry. Here, we took advantage of the CRISPR/Cas9 

technique (16) to insert a fluorescent tag within the genome of the permissive Huh7.5.1 cells 

as we previously did in other cell lines (20, 21). Our extensive characterization of these cells

showed that they retained similar features as their parental non-edited lineage, including 

permissiveness to HCVcc infection. Of note, we tagged in parallel the CLDN1 protein using 

the same CRISPR-based approach, and the cells became fully resistant to the infection 

(manuscript submitted). Together, the Huh7.5.1 EGFP-OCLN+/+ cells represent a functional 

tool to interrogate for OCLN distribution over time as well as a reporter cell line for OCLN 

expression level variation. 

Our assay showed that HCV was not sliding toward TJs, and surprisingly, we found that 

instead, OCLN was recruited outside TJs to meet with the virus. Consistently with our findings, 

recent work by Lavie et al. found that TJ localization of OCLN is not a prerequisite for HCV 

infection in polarized hepatocytes (14). At this stage, we do not know how HCV capture the 

OCLN proteins, and one could assume that low amount of OCLN proteins diffusing at the 

plasma membrane may be captured by the complex formed by HCV with upstream entry 

factors following models previously proposed for other viruses (10). This could well explain 

why HCV virions take a relatively long time to get internalized (3-4 h; Fig. S4).

The main drawback of our model resides in the fact that the cells are grown as 2D monolayers, 

therefore exposing their apical side to the virus, a topology that is opposed to physiological 

conditions where hepatocytes expose their basolateral side to the bloodstream where the virus 

come from. Recently, a group grew Huh7.5 cells in 3D, leading to the exposition of the 

basolateral side of the cells (13). They proposed that in this context, HCV virions tend to slide 

to the center of the cell mass where OCLN and other TJ-associated proteins were found, but 

no direct imaging of the dynamics of HCV-receptor interactions was performed. As nano-

objects tend to naturally move toward the center of organoids due to a treadmilling effect (22),

we believe that both 2D and 3D models remain complementary to deepen our understanding 

of HCV-receptor interactions. Actually, beyond the location where HCV and OCLN meet (at 

TJ or outside TJs), our approach also allowed us to determine a role for OCLN as a potential 

stabilizer of the HCV particles at the plasma membrane, which in turn would favor virus 

internalization and infection. Further work will be required to identify the molecular determinant 

responsible for OCLN-dependent virus immobilization.
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Materials and Methods 

Cell line 

Human embryo kidney cells 293T (Hek 293T; ATCC) and cells were cultured in 

containing 4.5g/L D-Glucose supplemented with 10% fetal 

bovine serum (FBS; Sigma-Aldrich), 1X Penicillin and streptomycin 5 000 U/mL (Gibco). The 

hepatocellular carcinoma Huh7.5.1 cells (23) were cultured in DMEM containing 4.5 g/L D-

Glucose (Gibco) and 10% FBS (Sigma-Aldrich), 1X MEM non-essential amino acids (Gibco), 

and 1X gentamicin (10 mg/mL; Gibco). 

Antibodies 

Mouse anti-ZO1 was purchased from BD Biosciences. Mouse anti-GAPDH antibody [GT239] 

and Rabbit anti-Ezrin antibody were purchase form GenTex. Mouse anti-OCLN antibody and 

donkey anti-mouse/rabbit Alexa Fluor 488 and 647 were purchase from Thermofisher 

Scientific. Goat anti-mouse IgG antibody coupled to HRP and anti-rabbit IgG antibody coupled 

to HRP were purchase from Jackson ImmunoResearch. Mouse anti-beta Actin antibody [AC-

15] was purchase from Abcam. Monoclonal mouse antibody anti-NS5a was purchased from

Virosat.

CRISPR/Cas9 knock-in

Gene editing was undertaken upon transfection of three DNA products followed by monoclonal 

cell selection as follow: 

by fusion of two 800-nucleotide fragments of genomic DNA upstream and downstream of 

the ATG start codon of OCLN and the open reading frame of EGFP (see Figure 1A). The 

primers used to generate these 3 fragments are described below (upper and lower cases 

indicate different targeting sequences): 

F1 upstream OCLN ATG gaattcgagctcggtacccCCATGCTCCCACTTCACTGTTC 

R1 upstream OCLN ATG ggctgattgtcaatggtcagctg 

F2 upstream OCLN ATG EGFP cagctgaccattgacaatcagccATGGTGAGCAAGGGCGAGGAG

R2 Linker ggaaccaccagaaccaccagaacc 

F3 linker downstream OCLN ATG ggttctggtggttctggtggttccTCATCCAGGCCTCTTGAAAGTCC 

R3 downstream OCLN ATG gtcgactctagaggatccccGTCTTAAACTCCCGACCTCAGG 

The genomic fragments were obtained by two independent PCR amplifications from the 

genomic DNA of Huh7.5.1 cells extracted using the QuickExtract DNA extraction solution 
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(Lucigen) as template and the F1-R1 and F3-R3 primers. The sequence coding for EGFP 

followed by the GGS linker was amplified using the F2-R2 primers.  The three PCR products 

were introduced into pUC19 vector by Gibson assembly (NEB) strategy and verified by DNA 

sequencing (Eurofins genomics).

 ggatgacatggctgattgtc 

crispr.mit.edu website. A PCR on a plasmid containing the U6 promotor with U6 forward primer 

acgggccagatatacgcgttaaggtcgggcaggaagaggg 

gRNA and tracrRNA sequences was purchased as ultramer from IDTDNA and had the 

acctctagaaaaaaagcaccgactcggtgccactttttcaagttgataacggactagccttattttaacttgctatttctagctctaaa

acgcgttggccatgactcgctccggtgtttcgtcctttccacaag 

run on a 2% low melting agarose (Invitrogen) gel and purified using NucleoSpin Gel and 

PCR Clean-up (Macherey-

Huh7.5.1 cells in 6-well plates were co-transfected with 700 ng of each of the following DNA 

elements: th U6-gRNA-tracrRNA-coding PCR product, and a plasmid 

coding for Streptococcus pyogenes Cas9 (spCas9) using JetPrime (Polyplus Transfection). 

After 2-5 days, cells were detached and seeded on larger dishes according to their growth 

rate -days post-transfection, cells were detached, resuspended in OptiMEM (Gibco) 

a FACSAria 2 (BD Biosciences) cell sorter equipped with a 488 nm laser and

A marginal number of cells showed a fluorescent signal above background and three

subsequent sorts were required to obtain a pool of 50% of fluorescent edited cells. The

monoclonal EGFP-OCLN+/+ cell line was obtained by limit dilution in 96-well plates and grown 

using a 1:1 ratio fresh/condition complete media to stimulate the growth. 

The genomic DNA of the Huh7.5.1 cells was extracted by QuickExtract DNA extraction 

solution (Lucigen). Identification of the edited EGFP-OCLN+/+ clone was performed by PCR 

amplification using GoTaq Polymerase (Promega) and primers FgOCLN

gctaaagggcattgctcatcct gOCLN aggtgacagcagttgtcctagc 

around the start codon of OCLN. The amplification of non-edited OCLN corresponds to a 310

bp product, whereas the insertion of EGFP results in a 1054-bp product.

Western blot 

Wild-type and EGFP-OLCN+/+ Huh7.5.1 cells were lysed in RIPA Buffer (Sigma-Aldrich) for 20 

min on ice. Lysates were cleared by centrifugation at 10 000 g for 20 min at 4°C and the 

protein content in the lysates was measured using Pierce BCA protein assay kit (Life 

Technologies). Twenty micrograms of each lysate were loaded on denaturing 4%-12% 

NuPAGE Bis-Tris protein gels (Life Technologies) and ran under non-reducing conditions. 
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Transfer onto nitrocellulose membranes (Life Technologies) was performed using a iBlot2 gel 

transfer device (Life Technologies). Membranes were blocked for 1 h at RT using 5% milk, 

0.05% Tween20 in PBS (Genaxxon Bioscience) and then incubated overnight at 4°C with 

primary antibody in 0.5% milk and 0.05% Tween20 in PBS. The membranes were extensively 

washed in 0.05% Tween20 in PBS and incubated for additional 2 h with a solution containing 

a secondary antibody coupled to the horseradish peroxidase (HRP). Membranes were 

revealed by chemiluminescence using Clarity Western ECL blotting substrates (Bio-Rad) and 

images were acquired using a ChemiDoc Touch system (Bio-Rad). 

Flow cytometry  

Cells detached with Trypsin-EDTA (Gibco) or with 10 mM EDTA (Invitrogen) for plasma 

membrane protein detection, were centrifuged at 450 g for 5 min at RT, washed with PBS 

(Gibco) and fixed for 20 min at RT with 4% PFA. Cells in suspension were incubated in 0.1% 

Triton X-100 and 0.5% BSA in PBS for 30 min at RT for blocking/permeabilization. Cells were 

incubated with primary antibodies at RT for 2 h, followed by washes and incubation with 

fluorophore-conjugated secondary antibodies for 1 h at RT. The percentage of positive cells 

and the mean fluorescence intensity (MFI) were determined by flow cytometry using a 

Novocyte cytometer (ACEA) and results were analyzed using FlowJo (LLC) v10. 

RT-qPCR 

Total RNA was isolated using NucleoSpin RNA Plus kit (Macherey-Nagel), and cDNA was 

synthetized with iScript cDNA synthesis kit (Bio-rad) according manufacturer's instructions. 

Quantitative PCR assay was done with iTaq universal SYBR Green (Bio-rad) on a lightcycler 

480 instrument (Roche) with specific primer for: 

Primers Forward Reverse 
CLDN1  - TACTCCTATGCCGGCGACA -  - GACATCCACAGCCCCTCGT -  
SRB1  - TCGCAGGCATTGGACAAACT -  - CTCCTTATCCTTTGAGCCCTTTT -  
CD81 5 - ACAAGGACCAGATCGCCAAG -  - AGTCAAGCGTCTCGTGGAAG -  
OCLN - AGGCGAAGTTAATGGAAGCTC -  - ATGGCAAAGTGAATGACAAGC -  
GAPDH - GAGTCAACGGATTTGGTCGT -  - TTGATTTTGGAGGGATCTCG -  

 

Transfection  

The mCherry-CaaX plasmid (Addgene #108886) was transfected using Lipofectamine 2000 

(Thermo   

Immunostaining and imaging of fixed samples 

Cells were grown on 12 mm diameter #1.5 glass coverslips (Electron Microscopy Sciences) 

in 24-well plates for 48 h. Cells were fixed for 20 min at RT in 4% PFA. The coverslips were 

incubated in 0.5% BSA and 0.1% Triton X100 in PBS for 30 min at RT and primary antibodies 
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were then added for 2 h at RT. Upon washes, the coverslips were incubated with fluorophore-

conjugated secondary antibodies for 45 min at RT. Dapi was added 5 min prior coverslip 

washing and mounting using Fluoromount aqueous mounting medium (Sigma-Aldrich). Image 

acquisition was performed using a Z1 inverted microscope (Nikon) mounted with a spinning 

disk head CSU-X1 (Andor), a EMCCD iXon897 camera (Andor) and a X100 Plan Apo lambda 

1.45 NA oil objective (Nikon) controlled by the iQ3 software (Oxford instrument Andor).  

Live cell imaging and FRAP 

Cells were grown on 30 mm diameter #1.5 glass coverslip (Lordil) in 6-well plates for 48 h. 

Prior imaging, cells were incubated with 300 µL of HCVcc-A647 in Fluorobright media (Gibco) 

supplemented with 2% FBS (Sigma-Aldrich) Image acquisition was performed at 37°C and 

5% CO2 in a dark chamber  using an AxioObserver.Z1 inverted microscope (Zeiss) mounted 

with a spinning disc head (Yokogawa), a back-illuminated EMCCD camera (Evolve, 

Photometrics) and a X100, 1.45 NA oil objective (Zeiss) controlled by Visiview v.3.3.0 software 

(Visitron Systems).  

For FRAP experiments, cells were grown on 30 mm diameter #1.5 glass coverslip (Lordil) in 

6-well plates for 48 h. Prior imaging, cells were incubated with Fluorobright media (Gibco) 

supplemented with 2% FBS (Sigma-Aldrich). FRAP experiments were done on an iMIC 

videomicroscope (Till Photonics) equipped with a Cobolt Dual Calypso Laser 491/532 nm 

(Solna) and an Olympus 60x TIRFM (1.45 NA) oil objective. During acquisition, cells were 

maintained at 37°C in a 5% CO2 humidified atmosphere using an environmental control 

system (Life Imaging Services). Images recorded before and after bleaching were acquired 

with a Spectra X light source on an ORCA-Flash 4 CMOS camera (Hamamatsu). A region of 

interest to be bleached of 3.36 µm was defined. After bleaching, images were acquired every 

2.5 s to monitor the fluorescence recovery until 310 s. 

Image analyses 

Processing and image quantification of the colocalization between HCV and OCLN at or 

outside TJs (Figure 3B-C) was done using the Fiji version of ImageJ. Briefly, background 

substraction using a rolling ball radius of 100 pixels for OCLN and 20 pixels for HCV was 

applied on all images to homogenize the signals of the fields of view. The number and location 

rticles 

spanning 5 to 40 pixels (to eliminate background staining and aggregates). The resulting mask 

was used to quantify the percentage of particles containing OCLN. Then, continuous OCLN 

signals were manually tracked to quantify the number of HCV particles at TJs. The number of 

HCV particles outside TJs was calculated by subtracting the number of particles at TJs to the 

total number of OCLN-positive particles.  
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Live cell imaging analyses were performed on Bitplane Imaris v9.2. HCV particles dynamics 

was measured by automated tracking over time based on absolute intensity threshold. The 

corresponding OCLN signal was extracted and the tracking of the quantified movies was 

manually verified to exclude potential uninterpretable tracks.  

All the images within an experiment were acquired using same laser power and exposure time 

for each channel. Contrast processing for visual representation was kept identical for the 

different conditions within an experiment. For quantification, thresholding of fluorescent signal 

was kept identical for the different conditions within an experiment.  

Impermeability assays 

Cells were cultured for 4 days on a 24-well transwell polyester membrane cell culture insert 

with 0.4 µm pores (Corning). TEER was measured using EVOM2 Epithelial Voltohmmeter 

(World precision instruments) and STX3 electrodes dipped into the upper and lower chambers 

 

For the fluorescence-based permeability assay, cells grown in transwells were incubated with 

50 µM Lucifer yellow reagent (Merck) for 2 h at 37°C and media were collected from the top 

and bottom chambers. Fluorescence quantification was performed using a Mithras LB 940 

emission filter. In parallel, a calibration curve was prepared using Lucifer yellow concentrations 

of 50, 25, 12.5 or 6.25 µM. The permeability coefficient (Pc) was calculated as follows: 

 

HCVpp and VSVpp production 

Hek 293T cells were seed in 10 cm diameters petri-dish and transfected the day after using 

Calcium phosphate kit (Ozyme) with three expression vectors. The first vector encoding 

retroviral Gag and Pol proteins, the second vector encoding a reporter protein (Luciferase) 

between LTR HIV sequences and the third vector coding for the protein of HCV envelope (E1 

and E2) from Jc1 chimeric strain or the VSV-G envelope. Viral supernatants were collected 

every 24 h and 48 h and filtrated through 0.45 µM filter to eliminate cell debris and stored at 

4°C or -20°C for long storage. 

HCVcc production 
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HCVcc Jc1-Luc and HCVcc Jc1FLAG-E2 full length RNA was generated from plasmid templates 

using Megascript T7 transcription kit (Thermo Fisher Scientific) according to the 

Huh7.5.1 cells (4x106) were electroporated with 5 µg of HCV RNA in Ingenio electroporation 

solution (Mirus) using the T-001 program of Amaxa Nucleofector (Lonza). Viral supernatants 

were collected every 48 h for up to 6-8 passages after electroporation, then centrifuge at 450

g for 5 min and stored at 4°C and -80°C for long storage. Harvests were concentrated 6-10 

times on Vivaspin 20 centrifugal concentrators with 100 kDa cutoff (Sartorius) and stored at 

4°C or -80°C for long storage.

Virus titration 

HCVcc (Jc1-Luc strain), HCVpp and VSVpp. Huh7.5.1 cells were seeded in a 96-well plate 

and infected the next day with 50 µL of virus. Three days post-infection, cells were lysed using 

Glo lysis buffer (Promega), and lysate was mixed with equivalent volume of ONE-Glo 

luciferase assay system (Promega). The amount of luciferase activity was measured using 

Infinite F200 Pro (Tecan). The values were expressed in relative luciferase unit (RLU).

HCVcc Jc1FLAG-E2. Huh7.5.1 cells were seeded in a 24-well plate (Corning) and infected the 

next day with varying volume of virus (from 2 to 20 µL). Three days post-infection, the 

percentage of infected cells was determined by flow cytometry using Novocyte (ACEA). 

Results were analyzed with FlowJo V10 (LCC).

The FACS infectious unit by mL was calculated as follow: 

Purification and labeling of HCVcc Jc1FLAG-E2 particles 

Concentrated virus preparation HCVcc Jc1FLAG-E2 was incubated with anti-Flag M2 affinity gel 

(Sigma-Aldrich) for 2 h at RT. The gel was pelleted at 500 g for 2 min, then washed five times 

with PBS containing calcium and magnesium (Gibco). Bound virus was eluted with Flag 

peptide (Sigma-Aldrich) at 100 µg/ml. Elution was performed with 1M NaHCO3 at ratio of 1:10 

and incubated with Alexa Fluor 647 NHS Ester (Thermofisher Scientific) or equal volume of 

DMSO (Sigma-Aldrich) for 1 h at RT protect from light with gentle agitation every 15 min. 

Excess of dye was eliminated by OptiMEM washes (Gibco) using Pierce concentrator, with 10 

kDa cutoff (Thermofisher Scientific) and stored at -80°C. 
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Infection time-course assay 

Huh7.5.1 cells were inoculated with serial dilutions of JFH-1 virus stock in DMEM 10% FCS.  

The virus inoculi were removed at the indicated times and the cells were replenished with 

warm media. Cells were further incubated for 72 h, time at which the cells were fixed and 

processed for immunofluorescence microscopy and foci counting, using a recombinant 

monoclonal anti-E2 antibody as previously shown (23). 

Statistical analysis 

Statistical analyses of the data were performed using two-tailed unequal variance Student t-

tests (ns p>0.05, * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001) and the mean and standard deviation of 

the mean were plotted using Prism. Number of independent experiments (n) is indicated in 

each figure legend. 
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Figure legends 

Figure 1. Generation of Huh7.5.1 EGFP-OCLN+/+ edited cells. (A) Scheme describing the 
targeting of ocln gene with the assistance of site-specific CRISPR/Cas9 endonuclease. The 
gRNA (blue) was designed to overlap the ATG start codon (bold blue) of the ocln gene to allow 
Cas9-dependent double-strand cut. The EGFP-linker sequence (yellow) is shown upon 
homologous recombination in the context of the ocln gene. (B) The genomic DNA of clonal 
Huh7.5.1 cell lines was extracted and PCR using the FgOCLN and RgOCLN primers (see arrows 
in (A)). The non-edited ocln gene (endogenous) is seen as a lower band, while upper bands 
correspond to the EGFP sequence inserted into the ATG region of ocln (edited). (C) Lysate of 
wild type or edited Huh7.5.1 cells was processed for western blot analysis using an anti-OCLN 
antibody. The non-edited OCLN protein (endogenous) is observed at 59 kDa and the EGFP-
OCLN fusion protein has a predicted size of 87 kDa (edited). A -Actin antibody labeling was 
used as loading control. (D) The proportion of OCLN and ZO1 expression was assessed by 
flow cytometry in wild-type and edited cells and normalized with GAPDH expression. n = 3 
independent experiments. Error bars represent SD. Two-tailed student t-test p value > 0.05 
(non-significant; ns). (E) The relative amount of OCLN, CLDN1, CD81 and SR-B1 mRNA 
expression was measured by RT-qPCR on RNA extraction from wild type (grey) and edited 
cells (green) and normalized by GAPDH mRNA expression. The bar graph corresponds to 
mean +/- SD from 3 individual experiments show no difference between wild-type (grey) and 
edited cells (green). Two-tailed student t-test p value > 0.05 (non-significant; ns).

Figure 2. Functional characterization of Huh7.5.1 EGFP-OCLN+/+ cells. (A-C) Wild type or 
edited Huh7.5.1 cells were seeded on transwell inserts with 0.4 µm pores for 4 days. (A) 
Scheme of the transwell system used. (B) TEER measurement was performed using a 
Voltohmmeter. The bar graph corresponds to the mean +/- SD from three experiments
performed in duplicates. Two-tailed p value was non-significant (ns) or < 0.01 (**) or < 0.001 
(***). (C) The media of the upper chamber in which the cells were grown was replaced by 
media containing 50 µM of Lucifer yellow and the permeability coefficient was assessed by 
measuring the Lucifer Yellow fluorescence intensity in the lower chamber 2 h post-incubation 
(see Methods for details). EDTA was used as a positive control. The bar graph corresponds 
to the mean +/- SD from three experiments performed in duplicates. Two-tailed p value was 
non-significant (ns) or < 0.01 (**) or < 0.001 (***). (D) EGFP-OCLN+/+ (cyan) cells and wild type
cells were fixed, permeabilized and stained using antibodies against ZO1 (magenta) and Ezrin 
(red), and Dapi (Blue) and 3D spinning disk confocal microscopy was performed. The images 
represent the top view of a 3D reconstruction and the lower panels correspond to the 
orthogonal YZ slice extracted at the yellow line. XY scale bar = 10 µM. YZ scale bar = 5 µM.
(E) Wild type and EGFP-OCLN+/+ cells were inoculated with the luciferase reporter viruses
Jc1-Luc strain (HCVcc) or VSV-G pseudoparticles (VSVpp). Luminescence was measured at
72 h post-infection. RLU: Relative luminometer units. The bar graph corresponds to the mean
+/- SD from three experiments performed in triplicates. Two-tailed p value was < 0.01 (**) or
< 0.001 (***). (F) The data for HCVcc shown in (E) were normalized for each cell line by the
value obtained from the VSVpp infection. Ns: non-significant.
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Figure 3. Quantification of OCLN-positive HCV particles upon infection. Huh7.5.1 EGFP-
OCLN+/+ cells were grown on coverslips, incubated with HCVcc-A647 and fixed at indicated 
time post infection and mounted in Dapi-fluoromount for confocal imaging. (A) Representative 
3D confocal images (top view) of EGFP-OCLN+/+ (cyan) and HCVcc-A647 (magenta) acquired 
from cells infected for 5 h. Scale bar = 5 µm. The yellow arrows highlight two HCVcc particles 
at the surface of the cell, arrow 2 colocalizing with OCLN signal. The white dotted line shows 
the position of the TJ. (B-C) The bar graph shows the percentage of HCVcc-A647 particles 
OCLN-positive colocalizing outside (B) or at (C) TJs at indicated time post-infection quantified 
using ImageJ. Each dot corresponds to a field of view. n = 9-10 field per time point. 

Figure 4 Live cell imaging of HCV-OCLN association. Huh7.5.1 EGFP-OCLN+/+ cells were 
incubated with HCVcc-A647 for 1 to 5 h prior imaging using a spinning disc confocal 
microscope. Three-dimensional images were acquired every 15 s for 30-45 min. (A) The left 
panel shows a top view of a 3D stack in which the EGFP-OCLN (cyan) and HCVcc-A647 
(magenta) signals were merged Scale bar = 10 µM. The right panels, and associated Movie 
S1, show a time-lapse series magnified from the white square. The yellow arrowheads 
highlight a single HCV particle colocalizing with OCLN and concomitantly disappearing, 
suggestive of an endocytic event. No recruitment of HCV particles to the TJs could be 
observed. Scale bar = 5 µM. (B) Representative single particle tracking of a HCV virion 
colocalizing with EGFP-OCLN outside TJs. The left panel shows snapshots extracted at 
different time post acquisition. The middle panel depicts the tracked movement of the HCV 
particle. The right graph shows the fluorescence intensity of OCLN (cyan, right axis) and the 
associated speed of the HCV particle (grey, left axis) as a function of time. (C) The dot plots 
show a statistically significant inversed correlation between the speed of the HCV particles at 
each time as a function of the relative fluorescence intensity of EGFP-OCLN. N = 6 movies 
per condition. Pearson correlation coefficient < 0.001. 

 

Supplemental Figure legends 

Figure S1. Characterization of Huh7.5.1 EGFP-OCLN+/+ cells. (A) Huh7.5.1 EGFP-OCLN+/+ 
(cyan) cells were fixed, permeabilized and stained using antibodies against OCLN (magenta; 
top panels) and Dapi (Blue) and 3D spinning disk confocal microscopy was performed. The 
four first images represent the top view of a 3D reconstruction and the right image correspond 
to a tilted 3D reconstruction of the merge fluorescent signals from the left images. Scale bar = 
10 µM. (B) Huh7.5.1 EGFP-OCLN+/+ (cyan) cells were transfected with a mCherry-CaaX (red) 
expressing construct and 48 h later fixed, permeabilized and stained using antibodies against 
Ezrin (magenta) and Dapi (Blue) and 3D spinning disk confocal microscopy was performed. 
The top images represent the top view of a 3D reconstruction and the lower panels correspond 
to the orthogonal YZ slice extracted at the indicated yellow lines. XY scale bar = 10 µM. YZ 
scale bar = 5 µM. 

Figuer S2. Relative diffusion of EGFP-OCLN in edited cells. Huh7.5.1 EGFP-OCLN+/+ cells 
were seeded on coverslips and imaged by video-microscopy. A 3.36 µm diameter region along 
TJs was photobleached and fluorescence recovery after photobleaching (FRAP) was 
measured. (A) Snapshots from a representative time-lapse imaging of EGFP-OCLN (cyan) 
performed before FRAP (0 s), right after FRAP (13 s) and at indicated times post acquisition. 
Scale bar = 5 µM. (B) The graph shows dependence of the mean fluorescence intensity +/- 
SD over time normalized by the initial fluorescence from five FRAP experiments. (C-D) 
Percentage of fluorescence recovery (C) and T1/2 recovery (D) +/- SD measured upon EGFP-
OCLN photobleaching were calculated from 40 FRAP experiments acquired for 310 s each. 
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Figure S3. Generation of HCVcc fluorescente particules. (A) Scheme of the pipeline 
developed to obtain HCVcc-A647 concentration, purification and labelling. (B) Huh7.5.1 wild 
type cells were inoculated with the concentrate virus (HCVcc) or the elute virus (HCVcc IP), 
the fluorescent virus (HCVcc-A647) or labelling control virus (HCVcc DMSO). Infectivity was 
measured at 72h post-infection by FACS. The bar graph represents the FACS infectious 
unit/mL calculated. 

Figure S4.  Infectivity time curve of HCVcc. Huh7.5.1 cells were inoculated with serial 
dilution of HCVcc, inoculi was remove at indicated times and 72h post infection infected cells 
were quantified by immunofluorescence microscopy.  The bar graph corresponds to the mean 
+/- SD from three experiments performed in triplicates.

Movie S1 Spatio-temporal dynamics of HCV particles upon infection. Huh7.5.1 EGFP-
OCLN+/+ cells were incubated with HCVcc-A647 for 3 h prior imaging using a spinning disc 
confocal microscope. Three-dimensional images were acquired every 15 s for 15 min. The 
movie shows a top view of a 3D stack with EGFP-OCLN (cyan, left panel), HCVcc-A647 
(magenta, middle panel) and merged signals (right panel). Scale bar = 10 µM. HCVcc-A647 
was not directed nor moving toward TJs. The movie is associated to the montage shown in 
Figure 4A. 

Movie S2 Live cell imaging of HCV-OCLN association. Huh7.5.1 EGFP-OCLN+/+ cells were 
incubated with HCVcc-A647 for 3 h prior imaging using a spinning disc confocal microscope. 
Three-dimensional images were acquired every 15 s for 50 min. The movie shows a 
representative top view of a 3D stack were a single particle of a HCVcc-A647 (magenta) 
colocalizing with EGFP-OCLN (cyan) outside TJs. Scale bar = 10 µM. The recruitment of 
EGFP-OCLN under HCVcc-A647 correlate to a speed decrease of the HCV-OCLN complex. 
The movie is associated to the montage shown in Figure 4B.  
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Etude de la dynamique 
spatiotemporelle des 

interactions VHC-récepteurs 

 

Résumé 

Pour infecter les hépatocytes le virus de l'hépatite C (VHC) interagit avec de nombreux facteurs 

d’entrées et la dynamique d’interaction du VHC avec ces récepteurs lui permettra d’entrer dans la 

cellule. Parmi eux, Claudin 1 (CLDN1) et Occludin (OCLN), des protéines majeures composant les 

jonctions serrées (TJs). La dynamique d’interaction spatiotemporelle et ainsi que le lieu de 

l’interaction restent controversés.  Durant ce travail de thèse j’ai utilisé l’imagerie sur cellule vivante 

pour étudier cette dynamique d’interaction. J’ai développé des outils biologiques pour l’imagerie et 

ainsi généré plusieurs lignées cellulaires exprimant à un niveau endogène l’OCLN et la CLDN1 en 

fusion à une étiquette et obtenue du VHC fluorescent. L’imagerie sur cellules vivantes et le suivie de 

particules virales uniques a démonté que l’interaction VHC-OCLN se faisait en dehors de TJs et que 

l’OCLN semblerait stabiliser le complexe VHC-récepteurs pour permettre son endocytose.  
 

Mots-clés : Virus de l’hépatite C, Occludin, interaction virus-hôte, édition génomique, imagerie en 

temps réel 

 
 

Abstarct 

To infect hepatocytes the hepatitis C virus (HCV) interacts with many entry factors and the dynamics 

of HCV interaction with these receptors lead to virus uptake. Among them, Claudin 1 (CLDN1) and 

Occludin (OCLN), major proteins composing the tight junctions (TJs). The dynamics of 

spatiotemporal interaction and the location of the interaction remain unclear and controversial. 

During my pHD I used live cell imaging to study spatiotemporal dynamics of HCV-receptors. I 

developed biological imaging tools and generated several cell lines that endogenously expressed 

OCLN and CLDN1 fused to a fluorescent tag and labeled HCV particles. Live cell imaging and 

tracking of single viral particles demonstrated that the HCV-OCLN interaction occurs outside of TJs 

and that the OCLN seems to stabilize the HCV-receptor complex to allow its uptake in the cell. 

 

Key words : hepatitis C virus, Occludin, virus-host interactions, gene editing, live cell imaging  


