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1. Introduction 
 

1.1. Histoire et Classification 

 

Les adénovirus ont été mis en évidence en 1953 par Rowe et al. à partir de fragments 

d'amygdale d’enfant et en 1954 par Hilleman et Werner chez des militaires souffrant 

d’infections respiratoires aiguës. Après mise en culture, les tissus dégénéraient en 2 à 3 

semaines avec des anomalies morphologiques au niveau des cellules. Un agent viral 

transmissible a été isolé. Dénommé d'abord AD (Adenoid Degenerating), ARG (Acute 

Respiratory Desease), RI (Respiratory Illness) ou encore APC (Adenoidal Pharygeal 

Conjuctival). Cet agent pathogène est désigné depuis 1956 sous le nom d'adénovirus (Ad) à 

cause de sa présence dans les amygdales (« adeno » signifie glande en grec). A l’heure 

actuelle, plus d’une centaine de souches ont été identifiées. La famille des Adenoviridae a pu 

ainsi être définie (Norrby et al., 1976). 

L’Ad existe probablement depuis plusieurs millions d’années (Benko and Harrach, 

2003). Il a été détecté chez de nombreuses espèces, principalement chez les mammifères, les 

oiseaux et les amphibiens. La conservation de la région centrale du génome, fait de l’Ad un 

des meilleurs modèles pour l’étude de l’évolution virale.  

Les Ads appartiennent à la famille des Adenoviridae, divisée en quatre genres 

principaux différenciables par leur organisation génomique. Ces quatre genres correspondent 

également aux quatre origines majeures de l’Ad: Mastadénovirus, Aviadénovirus, 

Atadénovirus et Siadénovirus. Les Mastadénovirus infectent une large gamme de mammifères 

incluant l’homme, le chien, le cheval, les ovins et les bovins. Chez l’homme, il n’existe pas 

moins de 51 sérotypes d’adénovirus subdivisés en 6 sous-groupes. Le genre Aviadénovirus 

infectant les oiseaux est composé de 3 sous-groupes. Ils se distinguent des autres Ads par la 

présence de deux fibres liées à la même base de penton sur chacun des 12 sommets du virus. 

Le sérotype le plus étudié est le FAdV-1 aussi connu sous le nom de CELO (Chicken Embryo 

Lethal Orphan). Les Atadénovirus se caractérisent par un fort pourcentage de A et T dans leur 

génome d’où leur nom Atadénovirus (Benko and Harrach, 1998). Ils présentent un large 
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spectre d’hôte et infectent plusieurs classes de vertébrés (reptiles, oiseaux, marsupiaux, 

mammifères), notamment les serpents, lézards, canards, oies, poules, etc. Pour les 

Siadénovirus, seuls deux membres sont connus, l’adénovirus de grenouille de type 1 et 

l’adénovirus de la dinde de type 3. Le génome de ces Ads code pour une sialidase 

hypothétique à l’origine de leur nom, Siadénovirus. Un seul adénovirus est connu pour 

infecter le poisson ; plus éloigné génétiquement des 4 premiers genres, il pourrait constituer le 

dernier genre connu à ce jour (Benko et al., 2002; Davison et al., 2003) (Fig. 1.1). 

La classification des Ads de chaque genre en différents sous-groupes dépend de plusieurs  

propriétés, telles que la séquence, le pourcentage en GC contenu dans le génome, le pouvoir 

oncogène, les familles d’hôtes, le tropisme, les propriétés d’hémagglutination, ou encore 

l’organisation génétique de la région précoce E3. 

              
Figure 1.1: Arbre phylogénétique des adénovirus basé sur les séquences d’acides aminés de l’hexon. 
Les membres des différents genres sont indiqués avec différentes couleurs, et les virus appartenant au 
même sous-groupe sont regroupés dans un ovale vert. Le nom abrégé du virus est indiqué a la fin de 
chaque branche avec le nom de l’espèce à droite en italique: B-bovin; C-canin ; D-canard ; E-equine 
; F-volaille (fowl) ; Fr-grenouille ; H-humain ; M-murin ; O-ovin ; P-porcin ; Po-opossum; Sn-
serpent ; T-dinde (turkey) ; S-primate  et TS-scandentien (tree shrew). L’image est reprise de Davison 
et al. (2003). 
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1.2. Epidémiologie  

 

L’adénovirus humain (HAd) est un agent viral pathogène capable de proliférer 

efficacement dans une grande variété de types cellulaires. Suivant leur sérotype, les Ads ont 

un tropisme pour l'appareil respiratoire, l'œil ou le tube digestif. Ils causent le plus 

fréquemment des infections respiratoires et diverses maladies chez les enfants et personnes 

immunodéprimées. Les principales maladies ainsi que les sérotypes associés sont référencés 

ci-dessous et dans le tableau 1.1: 

 

   Maladie    Sous-groupe (sérotype) 

• Infections respiratoires         B ; C  

• Maladies respiratoires aiguës       B (7, 21) ; E (4) 

• Maladie des voies respiratoires inférieures     B (3, 7, 21) ; E (4) 

• Fièvre pharyngoconjonctivale       B (3, 7,) ; E (4) 

• Conjonctivites (des piscines) et                                                                   

kératoconjonctivites épidémiques       D (8, 19a, 37) 

• Conjonctivite hémorragique aiguë       B (11) 

• Cystites hémorragiques        B (7, 11, 21, 35)  

• Gastroentérites         A (31), C (2), F (40, 41) 

Les symptômes des maladies respiratoires causées par une infection par l’HAd 

peuvent être multiples: rhume, pneumonie et bronchite. Les patients immuno-déprimés sont 

particulièrement sujets à des complications sévères suite à l’infection par l’HAd. Des 

maladies respiratoires aiguës dues à des Ads ont été diagnostiquées chez des recrues de la 

deuxième guerre mondiale dans des conditions de promiscuité et de stress.  

Les modes de transmission des HAds varient selon leur sérotype, mais tous se 

transmettent par contact direct ou féco-oral et occasionnellement par immersion dans une eau 

contaminée. Plusieurs types d’infections par des HAds sont capables de s’établir comme des 

infections asymptomatiques persistantes des amygdales, des adénoïdes et de l’intestin des 

hôtes infectés. Parfois une dispersion virale peut survenir pendant des mois ou des années. 
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Tableau 1.1: Le tropisme des différents sérotypes d’HAds.   

Sous groupe Sérotype Tropisme 

A 12, 18, 31  Intestinal 

B : 1 3, 7, 16, 21, 50 Respiratoire, oculaire 

B : 2 11, 14, 34, 35 Respiratoire, urinaire, oculaire, rénal 

C 1, 2, 5, 6 Respiratoire, lymphatique 

D 8-10, 13, 15, 17, 19, 20, 22-

30, 32, 33, 36, 37-39, 42-51 

Oculaire, intestinal 

E 4 Respiratoire, oculaire 

F 40, 41 Intestinal 

 

Effets pathologiques selon les sous-groupes d’adénovirus humain: 

 

Sous-groupe A: ce sous-groupe comporte l’HAd12, HAd18 et l’HAd31. Ces virus sont 

difficiles à isoler et à cultiver bien que les infections qu’ils provoquent soient courantes. Ils 

sont isolés en majorité chez l’enfant chez lequel ils provoquent des gastroentérites intestinales 

dans 60% des cas. 

 

Sous-groupe B: ce sous-groupe est subdivisé en deux: B1 (HAd3, HAd7, HAd16, 

HAd21 et HAd50) et B2 (HAd11, HAd14, HAd34 et HAd35). Les maladies provoquées par 

les virus du sous-groupe B1 sont le plus souvent d’ordre respiratoire (mais parfois oculaire ou 

systémique). Les virus du sous-groupe B2 sont responsables d’infections persistantes des 

voies urinaires (ils peuvent également causer des infections oculaires ou respiratoires légères). 

Certains sérotypes (HAd11, l’HAd34 et l’HAd35) sont aussi responsables d’infections rénales 

fatales chez les patients immunodéprimés (patients porteurs du virus HIV) (Kojaoghlanian et 

al., 2003; Leen and Rooney, 2005; Li et al., 1991).  

 

Sous-groupe C: ce sous-groupe inclut les virus HAd1, HAd2, HAd5 et HAd6. Ils sont 

les premiers adénovirus à avoir été identifiés (Rowe et al., 1953). Plus de 80% de la 

population humaine a déjà été infectée par ces virus comme le montre la présence d’anticorps 

dirigés contre ces virus (Garnett et al., 2002). Ils sont endémiques dans certaines parties du 
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monde et généralement la primo-infection date de l’enfance. Les HAd2 et l’HAd5 sont 

largement étudiés du point de vue structural et biologique du fait de leur faible pouvoir 

pathogène et de leur facilité de production en culture cellulaire.  

 

Sous-groupe D: ce sous-groupe englobe 32 sérotypes différents cités dans le tableau 

1.1. L’HAd8, HAd19 et l’HAd37 ont un tropisme oculaire et sont responsables de 

kératoconjonctivites épidémiques. Les autres sérotypes étaient rarement rencontrés mais 

deviennent de plus en plus fréquents chez les patients immunodéficients (HAd9 ; HAd17 ; 

HAd20 ; HAd22 ; HAd23 ; HAd26 ; HAd27 ; HAd42-49 et HAd51) (De Jong et al., 1999; 

Hierholzer, 1992; Hierholzer et al., 1988). 

 

Sous-groupe E: ce sous-groupe ne contient qu’un seul sérotype: l’HAd4. Ce virus est 

responsable de maladies respiratoires aiguës, ainsi que d’une conjonctivite folliculaire (Aoki 

et al., 1982). 

 

Sous-groupe F: ce sous-groupe comprend les Ads entériques HAd40 et HAd41 qui 

causent habituellement des gastro-entérites persistantes voire fatales chez l’enfant (Uhnoo et 

al., 1984). Ces virus sont difficiles à cultiver en culture cellulaire. 

 

Pour certains sérotypes, la maladie associée dépend de la voie d’infection ; par 

exemple l’inhalation de l’HAd7 est associée à une infection sévère des voies respiratoires 

inférieures alors que la transmission orale du virus cause typiquement une maladie bénigne.  

Un composé anti-Adénovirus (hexadecyloxypropyl-cidofovir) a été découvert 

récemment (Toth et al., 2008). Ce composé agit en réduisant la réplication virale dans les 

organes ciblés chez le hamster.  

Un vaccin a été développé contre l’HAd4 et 7 qui provoquent des maladies 

respiratoires aiguës (Top et al., 1971), mais ils ne sont disponibles que pour les recrues 

militaires. La production de ce vaccin a été interrompue en 1996 mais devrait reprendre pour 

l’armée américaine en cours d’année 2008.     

Chez les bovins et les ovins, les Ads sont la cause de maladies respiratoires bénignes. 

Chez le chien il existe deux sérotypes (CAV-1 et 2). Le CAV-1 provoque une hépatite 

infectieuse canine aiguë appelée aussi « Hépatite de Rubarth ». Le CAV-2 est responsable 

d’une gastro-entérite hémorragique mortelle chez le chiot, ainsi que d’une infection 
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respiratoire bénigne. Un vaccin existe et protègent contre ces deux sérotypes. Il est constitué 

d’adénovirus canin de type 2 vivant atténué, car les deux adénovirus canins possèdent une 

parenté antigénique étroite. 

1.3. Morphologie et Structure d’Adénovirus 

 

1.3.1. Vue d’Ensemble du Virus 

 

L’adénovirus était le premier échantillon biologique à être observé par microscopie 

électronique par Horne et ses collaborateurs en 1959. Ces premières observations en 

coloration négative ont permis de voir que l’adénovirus avait une forme régulière et qu’il était 

composé de 20 facettes. La première structure tridimensionnelle d’un HAd a été déterminée 

par Stewart et al. en 1991 grâce à l’analyse des images obtenues par cryo-microscopie 

électronique (cryoMET) (Stewart et al., 1991). Cette structure à 35 Å de résolution a permis 

d’analyser l’organisation complexe de la capside. Le nombre de triangulation a en particulier 

pu être déterminé grâce à la visualisation de la localisation des protéines majeures. Quelques 

protéines mineures (les protéines IX et IIIa) jouant le rôle de ciment ont également été 

localisées dans la capside de l’Ad. En 1993, une reconstruction à 25 Å de résolution a permis 

le recalage de la structure cristallographique de l’hexon dans la carte de MET, révélant plus 

d’information sur l’organisation de la capside (Stewart et al., 1993). En 2005, une 

reconstruction à 10 Å de résolution a été publiée (Fabry et al., 2005). Elle a permis la 

construction d’un modèle quasi-atomique après recalage de la structure atomique de l’hexon 

et de la base de penton. Cette structure a apporté des informations détaillées sur les contacts 

existants entre les capsomères dans la capside. La qualité de la reconstruction a également 

permis l’observation des boucles flexibles de l’hexon et de la base du penton qui n’avaient pas 

été résolues par cristallographie. Le calcul d’une carte de différence en soustrayant le modèle 

quasi-atomique de la reconstruction de cryoMET a révèle la position des protéines mineures 

XI, IIIa et VIII. La dernière reconstruction a été obtenue à 6 Å de résolution (Saban et al., 

2006). Celle-ci a permis la construction d’un modèle quasi-atomique plus précis que le 

précédent avec les protéines majeures. L’analyse de la carte de différence a permis 

l’observation d’hélices α dans la capside. En se basant sur la carte de différence et sur des 

prédictions de structures secondaires des protéines mineures, leurs positions respectives ont 

été attribuées. La localisation de la protéine IIIa en particulier a été mise à jour ainsi que celle 

de la protéine IX. 
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Les adénovirus sont des virus non enveloppés à symétrie icosaédrique, d’environ 90 

nanomètres de diamètre sans la fibre (Fig. 1.2). Une particule comporte plus de 2700 

polypeptides, avec une masse molaire d’environ 150 MDa. Le génome viral est composé d’un 

ADN double brin linéaire non segmenté. L’acide nucléique représente 13% de la masse totale 

du virus et les protéines 87%. Le génome entier a été séquencé (Roberts et al., 1984) et la 

stœchiométrie des différents polypeptides a été déterminée (van Oostrum and Burnett, 1985). 

Les protéines de l’Ad sont numérotées de II à X suivant leur migration décroissante (et donc 

leur masse molaire) sur un gel électrophorétique (Fig. 1.3). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 1.2: L’adénovirus vu par microscopie électronique.  
A, L’HAd41 observé par microscopie électronique en coloration négative.  
B, L’HAd5 observé en cryo-microscopie électronique.  
C, Reconstruction 3D de l’HAd5 calculée à partir d’images de cryoMET. La fibre est flexible et 
n’apparaît pas dans les reconstructions de cryoMET (images et construction produites par Guy 
Schoehn). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

A B 
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Figure 1.3: Vue schématique de l’adénovirus.  
A, vue d’ensemble de la capside montrant la localisation des protéines majeures (Hexon, Base de 
penton et Fibre), des protéines mineures (protéine IX et VI) et les protéines du associées au génome.  
B, Représentation d’une facette de l’icosaèdre avec en bleu la base de penton (protéine pentamérique) 
à chaque extrémité de la facette triangulaire. Les triangles représentent l’hexon (protéine trimérique). 
Les neuf triangles rouges au centre de la facette forment avec la protéine IX (sous forme de quatre 
trimères) un complexe stable nommé GONs (Group Of Nine hexons). Les triangles violets représentent 
les hexons péripentaux. La protéine IX est représentée en orange (le domaine N-terminal) et en jaune 
(le domaine C-terminal). La protéine VIII est en violet ; la protéine VI est en vert ; la protéine IIIa est 
en bleu foncé. La protéine IIIa ainsi que la protéine VI interagissent avec la base du penton.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

A 
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1.3.2.  Les Protéines Structurales Majeures 

 

La capside virale est constituée de 3 protéines dites majeures: l’hexon, la base de 

penton et la fibre (II, III, et IV respectivement) (Fig. 1.3). Elles sont dites « majeures » car 

elles constituent la majeure partie de la capside. 

 

a. L’Hexon (II) 

 

L’hexon est la protéine la plus abondante du virus (720 copies), composée de 951 aa 

(pour HAd5), elle est aussi la plus grosse en taille, représentant 63% de la masse totale des 

protéines du virus. Les 720 monomères de la protéine hexon forment 240 hexons trimériques 

qui vont constituer les 20 facettes triangulaires de l’icosaèdre. Chacune des facettes du virus 

est constituée de 12 hexons trimériques (Fig. 1.3).  

La structure atomique de l’hexon a été déterminée, par cristallographie, pour l’HAd2 

(Roberts et al., 1986), l’HAd5 (Rux and Burnett, 2000) (Fig. 1.4), l’adénovirus aviaire (Xu et 

al., 2007) et l’adénovirus du chimpanzé (Pichla-Gollon et al., 2007). La séquence de l’hexon 

est très conservée parmi les Ads connus et séquencés, les structures sont donc très similaires. 

Chaque monomère est constitué de 2 tonneaux β à 8-brins (Fig. 1.4). Chaque trimère contient 

donc 6 tonneaux β, ce qui lui donne son apparence pseudo hexagonale aussi bien à basse 

résolution en cristallographie (Fig. 1.4B) (Burnett et al., 1985) que sur les hexons isolés 

observés en microscopie électronique (van Oostrum et al., 1987). Ce repliement en tonneau β 

ou ‘viral jelly roll’ est caractéristique de certains virus. En effet, l’hexon présente un 

repliement similaire à celui de la protéine P3 du bactériophage PRD1 (phage des bactéries 

gram négatif) qui est vraisemblablement un cousin éloigné de l’Adénovirus (Benson et al., 

2002).  

Comme le montre la figure 1.4A, l’hexon est constitué de plusieurs régions (Rux et al., 

2003):  

- La région N-terminale (NT) est formée d’une hélice, d’une boucle et assure la liaison 

avec les deux autres monomères dans la partie basale de l’hexon à l’intérieur de la capside. 

- V1 est le plus grand des deux tonneaux β, DE1 et FG1 sont deux grandes boucles 

insérées entre les brins β D/E et F/G respectivement du domaine V1. La boucle DE1 constitue 

la région la moins conservée de l’hexon. La boucle FG1 est plus petite que la boucle DE1, elle 

assure la liaison avec la boucle DE1 d’un monomère adjacent au sein du trimère.  
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- V2 est le plus petit des deux tonneaux. Comme pour le domaine V1, les deux 

domaines DE2 et FG2 (insertion entre les brins β D/E et F/G) sont issus de ce tonneau. 

- VC est le domaine de connexion entre les deux tonneaux β V1 et V2. Il est constitué 

d’une hélice et de trois feuillets permettant de maintenir une structure tridimensionnelle stable 

entre les deux tonneaux β du coté interne de la capside. 

La présence des deux tonneaux β est probablement due à une duplication de gène 

(Athappilly et al., 1994). Cette propriété permet de distinguer les virus à deux tonneaux β tel 

que l’adénovirus et le bactériophage PRD1 des virus à un seul tonneau β comme les 

picornavirus (Bamford et al., 2002). 

 
Figure 1.4: Structure cristallographique de l’hexon de 
l’HAd2. 
A, Présentation d’un monomère, les domaines DE1, FG1, FG2, sont du côte externe de la capside ; le 
domaine VC et la boucle DE2 sont indiqués ; ils assurent la liaison entre les deux tonneaux β V1 et 
V2. La région N-terminale (NT) est située dans la partie basale de l’hexon, du côté interne de la 
capside.  
B, Représentation d’un trimère vu de dessous selon l’axe d’ordre 3. La forme pseudo-hexagonale est 
soulignée par la présence d’un hexagone noir.  
C, Vue de côté d’un trimère montrant que contrairement à la base du penton, l’hexon est plus large 
dans sa partie basale et plus étroite dans sa partie apicale (Rux et al., 2003).  

 

 

A B
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Des études fonctionnelles et structurales de l’hexon de l’HAd2 ont montré que ce 

dernier est capable d’interagir avec la DPPC (dipalmitoyl phosphatidylcholine), un composé 

de la surface pulmonaire (Balakireva et al., 2003). Il est possible que l’hexon intervienne dans 

une nouvelle voie d’internalisation du virus au niveau du tractus respiratoire. Au cours de la 

réplication, l’hexon est important dans le transport du virus du cytoplasme vers le noyau 

(Suomalainen et al., 1999). Récemment, des travaux publiés sur l’HAd5 ont révélé une 

nouvelle fonction de l’hexon: celui-ci est capable d’interagir avec le facteur de coagulation 

FX permettant ainsi l’infection du foie sans implication de l’interaction fibre-CAR (Coxsackie 

and Adenovirus Receptor). Ceci est une propriété intéressante car elle permet une voie de 

transduction alternative lorsque l’interaction avec le CAR n’est pas valide (exemple de 

transmission intravasculaire) (Waddington et al., 2008). 
 

b. Le Penton   

 

Le penton est localisé au niveau des 12 sommets de l’icosaèdre, il est constitué par 

l’assemblage non covalent de deux protéines (Fig. 1.5): la base du penton et la fibre. La base 

de penton est un pentamère de la protéine III, alors que la fibre est un trimère de la protéine 

IV. Le penton contient tous les éléments nécessaires pour assurer l’attachement et 

l’internalisation du virus: la fibre permet la reconnaissance et l'attachement du virion à un 

récepteur cellulaire ; la base du penton induit l'internalisation du virion grâce à l'interaction 

avec les intégrines cellulaires. 

 

 

 
Figure 1.5: Images de microscopie électronique en coloration négative du penton. Sur la première 
image, la base de penton est encadrée en rouge et la fibre en vert (Image de Guy Schoehn). 
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b.1. La Base de Penton (III, 571 aa)  

C’est une protéine pentamérique qui est localisée au niveau des 12 sommets de 

l’icosaèdre. Elle joue non seulement un rôle majeur dans la structure et la géométrie des 

particules icosaédriques mais permet également la fixation et l’exposition de la fibre à la 

surface de la particule virale. Le rôle physiologique de la base de penton n’est pour l’instant 

pas très clair. La base de penton semble être impliquée dans la libération du virus des 

endosomes (Greber et al., 1993), ses partenaires cellulaires sont encore inconnus. La seule 

interaction connue de la base de penton avec la cellule est celle de son motif RGD (Arg-Gly-

Asp) avec les intégrines cellulaires αvβ3 ou αvβ5, il survient pendant l'internalisation des 

particules virales. La base de penton contient deux motifs polyprolines (xPPxY) très 

conservés dans sa partie N-terminale. Ces séquences sont capables d’interagir avec plusieurs 

protéines via le domaine WW de ces dernières. Ces domaines hydrophobes sont impliqués 

dans de multiples interactions et leur présence permet à la protéine de servir d’adaptateur dans 

la formation des complexes fonctionnels constitués de plusieurs composants. Parmi les 

protéines à domaine WW identifiées qui interagissent avec la base du penton, trois 

contiennent le domaine HECT caractéristique de la ligase d'ubiquitine (Galinier et al., 2002). 

La séquence primaire de la base de penton est hautement conservée au sein de tous les 

Ads humains comme non humains (typiquement on trouve 70% d’identité). Les différences 

majeures sont localisées dans deux boucles indiquées sur la figure 1.6A. La première est 

appelée la boucle variable, la deuxième, appelée la boucle RGD, est caractérisée par des 

longueurs qui diffèrent d’un sérotype à l’autre. La boucle RGD contient le motif RGD 

hautement conservé chez les Ads humains excepté l’HAd40 et 41 (Albinsson and Kidd, 1999; 

Zubieta et al., 2005). Le motif RGD permet la liaison du virus à la surface de la cellule via les 

intégrines αv avant l’internalisation de l’Ad (Bai et al., 1993; Murakami et al., 2007). Parmi 

les Ads humains, seuls ceux du sous-groupe F (HAd40-41) ne possèdent pas cette séquence. 

Malgré sa conservation, une délétion de ce motif n’induit pas une perte totale du pouvoir 

d’infection de l’adénovirus. Il a été montré que pour l’internalisation de l’HAd5, l’interaction 

fibre-récepteur est suffisante bien que moins efficace que lorsque l’interaction RGD-

intégrines est fonctionnelle (Rux and Burnett, 2004). L’internalisation après interaction avec 

les intégrines n’est donc pas la seule voie de pénétration des Ads dans les cellules. 
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Figure 1.6: Structure cristallographique de la base du penton de l’HAd2 (Zubieta et al., 2005).  
A, Architecture générale du monomère avec le tonneau β en bas et les deux insertions FG et DE en 
haut. La boucle RGD est indiquée par une flèche sur la figure, elle est absente dans la structure 
probablement en raison d’un clivage ou d’une forte flexibilité.  
B, Structure atomique de la base du penton vue du dessus. Chacun des monomères est représenté en 
une couleur différente. Le peptide mimant la partie N-terminale de la fibre (FNPVYPY) et qui a été co-
cristallisé avec la base de penton est représentée en rose.  
C, Représentation de structure secondaire (à gauche) ou de surface (à droite) d’un pentamère de la 
base du penton vu de côté. Chaque monomère est coloré différemment. L’orientation dans la capside 
est indiquée ainsi que la boucle RGD et la boucle variable.  

 

 

A 
B

C  
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La structure atomique de la base de penton de l’HAd2 a été déterminée récemment au 

laboratoire (Zubieta et al., 2005). Elle révèle un arrangement circulaire de 5 monomères de 

base de penton créant une cavité centrale d’un diamètre d’environ 30Å formée du côté apical. 

La partie supérieure de la base du penton est assez plane, seule la boucle contenant le motif 

RGD forme une protubérance plus ou moins longue (Fig 1.6). Chaque monomère est composé 

par deux domaines distincts. Le domaine basal, constitué de 8 brins β antiparallèles organisés 

en tonneau β, est situé du côté interne de la capside. Le domaine externe est constitué de deux 

longues extensions insérées entre les brins E-D et F-G du tonneau β. Cette topologie est très 

similaire à celle de l’hexon et semble indiquer une origine commune des structures, 

probablement par duplication de gène. L’insertion ED contient la boucle RGD ainsi que la 

boucle variable de la base de penton. Ces deux boucles sont exposées à la surface du virus et 

ne contribuent pas aux contacts avec l’hexon. Elles sont probablement les plus exposées à des 

mutations au cours de l’évolution. Par conséquent, c’est probablement ce type de régions qui 

fait la spécificité de chaque sérotype. 

Dans le penton entier, la fibre se lie à la base grâce à un motif conservé de sept acides 

aminés (FNPVYPY) du côté N-terminal (la queue). La structure de la base de penton d’HAd2 

a été également résolue en complexe avec un peptide de 20 acides aminés mimant la partie N-

terminale universellement conservée de la fibre (Fig. 1.6B). Seuls les acides aminés 11 à 19 

ont pu être visualisés dans la structure cristallographique. Dans le complexe base du penton – 

peptide, cinq peptides occupent des sites équivalents dans chacun des monomères. Dans le 

virus, seul trois des cinq sites sont occupés. Deux des monomères de la fibre se fixent 

probablement sur deux sites voisins et le troisième occuperait le site opposé laissant deux sites 

libres. Dans le cas des Ads aviaires dont les bases du penton portent deux fibres, ce modèle 

n’explique pas comment deux fibres peuvent se fixer à une base de penton. Il faut noter que 

les fibres aviaires ne contiennent pas le motif conservé dans la partie N-terminale de la fibre 

présent chez les adénovirus humain.  

Pour quelques sérotypes, 12 pentons sont capables de s’associer pour former un 

complexe symétrique appelé dodécaèdre (Fender et al., 2005; Fender et al., 1997; Fender et 

al., 2008). Ces dodécaèdres peuvent être détectés dans les cellules infectées. Cependant, ils se 

forment également lorsque la base seule ou la base plus la fibre sont exprimées dans le 

système baculovirus/cellules d’insectes. Ces dodécaèdres avec ou sans fibre sont capables de 

rentrer dans la cellule et de s’accumuler au niveau de la membrane nucléaire.  
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b.2. La Fibre (IV, 582 aa pour HAd2) 

 

La fibre est un homotrimère de la protéine IV projetée vers l’extérieur sur les 12 

sommets de l’icosaèdre. La fibre est composée de trois domaines structuraux: le domaine N-

terminal appelé la queue de la fibre ; la région centrale allongée appelée la tige et le domaine 

C-terminal globulaire appelé la tête de la fibre (Fig. 1.7). La queue permet la liaison non 

covalente de la fibre à la base de penton via son motif conservé de 7 acides aminés (11-

FNPVYPY). La tige à une structure allongée mesurant de 9 nm (HAd3) à 36 nm (HAd40) 

pour les adénovirus humain (Tableau 1.2). Dans le cas des virus non humains, elle peut 

mesurer jusqu’à 77.5 nm. La tête de la fibre est responsable de l’attachement de l’adénovirus 

à la surface de la cellule via le récepteur primaire. 

Le rôle majeur de la tête de la fibre est la reconnaissance du récepteur primaire à la 

surface de la cellule lors de l’infection par l’adénovirus (cf. paragraphe sur les récepteurs). Par 

conséquent, elle détermine le tropisme de l’adénovirus pour un tissu cellulaire spécifique. Des 

travaux sont menés par de nombreux groupes dans le but de savoir si cette protéine joue un 

autre rôle durant l’infection. De nombreuses protéines virales sont synthétisées sous forme de 

précurseur donnant naissance à la protéine mature après clivage par la protéase de l’Ad 

(Anderson, 1990; Anderson et al., 1973). Des études ont montré que ce processus de clivage 

pourrait être défectueux si la fibre était délétée (Chee-Sheung and Ginsberg, 1982; D'Halluin 

et al., 1980; Falgout and Ketner, 1988).  

Dans le cadre d’études fondamentales de l’Ad et du développement de vecteurs en 

thérapies géniques, de multiples études structurales ont été menées et ont débouchées sur la 

résolution de la structure de nombreuses têtes de fibre à l’échelle atomique. La première 

structure de tête de fibre de l’HAd a été résolue en 1994 avec celle de l’HAd5 (Xia et al., 

1994) suivie par celle de l’HAd2 (van Raaij et al., 1999a) ; HAd12 (Bewley et al., 1999); 

HAd3 (Durmort et al., 2001); HAd37 ; la fibre courte de l’HAd41 (Seiradake and Cusack, 

2005); HAd11 (Persson et al., 2007) et finalement celle de l’HAd35 (Wang et al., 2007). 

Parmi les structures connues de têtes de fibres d’adénovirus infectant les animaux, on trouve 

celle de l’adénovirus canin (Seiradake et al., 2006) et les deux fibres de l’adénovirus aviaire, 

la longue (Guardado-Calvo et al., 2007) et la courte (cf. partie résultats: fibre). Ces différentes 

têtes de fibres forment toutes un trimère adoptant un repliement similaire malgré de grandes 

différences au niveau la séquence. Ces structures sont constituées de deux feuillets β de 4 à 5  
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Figure 1.7: La structure de la fibre de l’HAd2.  
A, Structure cristallographique d’un monomère de la tête de la fibre de l’HAd2 déterminée à 1.51 Å 
de résolution (code PDB 1QHV). Le monomère vu de deux côtés est coloré du bleu vers le rouge (N-
terminal vers C-terminal).  
B, Un trimère de la tête de fibre d’HAd2 vu de dessous selon son axe 3, chaque chaîne est colorée 
différemment. 
C, Structure cristallographique déterminée à 2.4 Å de résolution d’une partie de la fibre de l’HAd2 
contenant la tête et 4 motifs de la tige montrant l’organisation de celle-ci en triple spirale bêta (code 
PDB 1QIU).  
D, Modèle de la fibre complète contenant les 23 motifs de la tige proposées par Van Raaij et al. 
(1999b).  
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brins antiparallèles arrangés en un sandwich β (Fig. 1.7). Dans le trimère, le feuillet β 

constitué par les brins DIHG est exposé au solvant alors que le feuillet ABCJ est situé à 

l’interface du trimère ; les deux feuillets sont liés via un cœur hydrophobe riche en résidus 

aromatiques. Les brins E et F qui ne sont pas toujours présents dans les structures des fibres 

sont parfois remplacés par des boucles (Xia et al., 1994). La boucle AB est l’une des régions 

les plus conservées d’un point de vue structural, elle est impliquée dans l’interaction avec le 

récepteur majeur des adénovirus nommé CAR (plus de détails dans les parties introduction: 

cycle viral et résultats : fibre). 

 

La tige est caractérisée par la répétition d’un motif hydrophobe d’une quinzaine 

d’acides aminés contenant une glycine et une proline hautement conservées à des endroits 

spécifiques (Ruigrok et al., 1990; Ruigrok et al., 1994). La seule structure atomique d’une 

partie de la tige de la fibre de l’HAd2 a été déterminée en 1999 (van Raaij et al., 1999b) (Fig. 

1.7C et 1.8). Cette molécule cristallisée était en effet issue de la fibre de l’HAd2 et comprenait 

la tête plus 4 motifs répétés de la tige. La structure est caractérisée par un repliement 

spécifique en « triple spirale bêta » ou chaque répétition (ou motif) est constituée d’un brin β 

orienté vers la tête de la fibre et parallèle à l’axe de la tige suivie d’un coude contenant une 

glycine ou une proline. Le coude est suivi d’un autre brin β orienté à l’opposé du premier et 

formant un angle de 45° avec l’axe de la tige. Le nombre de motifs (qui détermine aussi la 

longueur de la fibre) varie en fonction du sous-groupe, entre 5 (HAd3 sous-groupe B1) et 23 

motifs (HAd2 sous-groupe C). Le motif répété minimal est composé de 15 acides aminés mais 

il existe des variations pouvant aller jusqu’à 20 acides aminés. Ces variations induisent la 

formation de coude permettant une flexibilité de la tige (Schoehn et al., 2008). Il a été montré 

que la flexibilité de la fibre facilitait l’interaction entre la tête de la fibre et son récepteur à la 

surface cellulaire (Wu et al., 2003). 
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Figure 1.8: La Structure de la tige de la fibre. Exemple de 3 motifs dans le repliement en 
« triple spirale bêta » de la tige de fibre d’HAd2. 1, 2 et 3 correspondent au motifs 19, 20 et 
21 dans la structure cristallographique de la tête de fibre d’HAd2 (Fig. 1.7C). 
 

 

b.3.  Le Dodécaèdre 

 

C’est un complexe protéique composé par l'association symétrique non covalente de 

12 pentons qui interagissent entre eux par l'intermédiaire de la partie inférieure de leur base 

(Fig. 1.9). Les bases seules (sans la fibre) peuvent s’associer pour donner naissance à des 

dodécaèdres sans fibre. Les dodécaèdres ont notamment été observés dans des extraits de 

cellules infectées par l’HAd3, HAd4, HAd7, HAd9 et HAd15 (Fender et al., 1997) mais leur 

rôle reste pour l’instant inconnu. Ces complexes sont capables de s'attacher et d'entrer dans les 

cellules humaines selon un processus d'endocytose proche de celui utilisé par les Ads. La base 

du penton seule est suffisante pour déclencher ces mécanismes d'endocytose. Ces 

caractéristiques en font un candidat potentiel pour un vecteur de transfert de gènes. Cette 

particule possède en effet une cavité de 80 Å et offre une efficacité de transfection 

comparable aux vecteurs adénoviraux existant actuellement (Fender et al., 1997; Schoehn et 

al., 1996). Les dodécaèdres étant de plus dépourvus de génome, ils présentent l'avantage d'être 

naturellement déficients pour la réplication. Une seule (ou deux) protéine(s) entrent dans leurs 

compositions ce qui pourrait limiter les risques de réactions immunitaires induites avec les 

vecteurs viraux classiques.  
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Figure 1.9: L’architecture du dodécaèdre.  
A, Image de MET en coloration négative des particules dodécaédriques de la base du penton de 
l’HAd3, l’arrière plan montre des bases du penton libres indiquées par une flèche. La barre d’échelle 
représente 50 nm. 
B, Structure atomique du dodécaèdre de l’HAd2: représentation de la surface à gauche (vue selon 
l’axe de symétrie d’ordre 3 de la particule); les structures secondaires sont présentées à droite.  

 

Il a été montré récemment que le dodécaèdre, contrairement au virus entier, pouvait 

interagir avec les héparanes sulfates protéoglycanes (Fender et al., 2008; Vives et al., 2004). 

Ces sucres qui sont omniprésents à la surface de la cellule, permettent d’augmenter la fixation 

des dodécaèdres sur les cellules par rapport aux virus. Par conséquent, l’étape de pénétration 

dans la cellule est également accrue (Fender et al. 2008). Les structures des dodécaèdres avec 

et sans fibres de l’HAd3 ont été déterminées par microscopie électronique (Fuschiotti et al. 

2006). Contrairement à l’HAd3, des dodécaèdres de pentons de l’HAd2 n’ont jamais été 

observés in vivo. Cependant, les conditions de cristallogenèse utilisées pour obtenir des 

cristaux des bases d’HAd2 ont induit la formation de ce type de particule (Zubieta et al., 

2006; Zubieta et al., 2005) (Fig. 1.9). La structure atomique de la base du penton de l’HAd2 a 

pu être résolue à 3.3 Å de résolution grâce à la reconstruction de cryo-microscopie 

électronique qui a servi de modèle pour le phasage des données. La structure atomique de la 

base du penton de l’HAd3 n’est pour l’instant pas résolue. 

 

1.3.3.  Les Protéines Structurales Mineures 

 

Les protéines mineures (IX, IIIa, VI, et VIII ; Fig. 1.3) ont fait l’objet de beaucoup 

moins d’études structurales que les protéines majeures, leurs structures et leurs fonctions sont 

donc moins connues. Ces protéines jouent un rôle de ciment dans la capside et assurent 

l’étanchéité de celle-ci. Elles interviennent également durant l’assemblage et le 

désassemblage de la capside (Burnett, 1985). Aucune donnée cristallographique n’est 
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actuellement disponible pour les protéines mineures. De plus, elles sont généralement trop 

petites pour être directement visibles par microscopie électronique. Seules les reconstructions 

tridimensionnelles de virus entier obtenues par cryo-microscopie électronique combinées avec 

les données cristallographiques existantes sur les protéines majeures ont permis, par 

différence d’images, de localiser des densités supplémentaires dues à ces protéines mineures. 

L’attribution de chacune des protéines mineures aux différentes densités supplémentaires 

détectées s’est avérée difficile. Elle a été surtout basée sur les données concernant la 

stœchiométrie de ces protéines au sein de la capside (Fabry et al., 2005; Saban et al., 2006; 

Stewart et al., 1991; Stewart et al., 1993).  

 

a. La Protéine IX 

 

De toutes les protéines mineures, la protéine IX est la plus étudiée du point de vue de 

sa fonction et de sa localisation aussi bien au sein de la capside que dans les cellules infectées. 

Avec ses 14.4 kDa (140 résidus), la protéine IX est la plus petite des protéines mineures de 

l’adénovirus. Contrairement aux autres protéines mineures, la protéine IX est spécifique aux 

Mastadénovirus. On peut dénombrer 12 copies de la protéine IX par facette pour les particules 

icosaédriques (Fig. 1.3 ; 1.10 et 1.11). La localisation de ces protéines IX a été possible grâce 

à une caractérisation de la capside de l’adénovirus. En effet, lorsque l’on traite ce virus avec 

de la pyridine, les capsides se dissocient en capsomères mais également en une structure 

appelée le groupe des neuf hexons ou « group of nine hexons » (GON) (Colby and Shenk, 

1981; Everitt et al., 1973; Prage et al., 1970). Ces GON représentent la partie centrale de la 

facette de l’HAd (Fig. 1.10A). Une combinaison d’analyse d’image de coloration négative de 

ces GONs, de STEM (Scanning Transmission Electron Microscope) et de cristallographie aux 

rayons X (structure atomique de l’hexon) a permis la localisation des protéines IX au sein des 

GONs et donc de la capside (Furcinitti et al., 1989). Les 240 protéines IX présentes dans la 

capside se répartissent en groupe de 4 trimères sur chacune des 20 faces du virus (Fabry et al., 

2005; Furcinitti et al., 1989; Stewart et al., 1991; Stewart et al., 1993). Jusqu’en 2006, la 

communauté scientifique admettait que les triskélions présents entre les hexons du GON 

constituaient l’intégralité de la protéine IX. Une reconstruction 3D de l’adénovirus à 6Å de 

résolution a permis d’avoir plus de précision sur la position des domaines N et C-terminaux 

de la IX (Saban et al., 2006). Comme le montre la figure 1.11, le triskélion que l’on attribuait 

à la totalité de la protéine IX serait uniquement sa partie N-terminale alors que plusieurs 

domaines C-terminaux s’associeraient pour donner naissance à la densité cylindrique 
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initialement proposée pour être la protéine IIIa. Ces attributions ont été faites en se basant sur 

les hélices α visibles dans la carte de MET et sur les prédictions informatiques de structures 

secondaires. Ce modèle sera discuté dans la partie résultat: protéine IX. 

Le rôle majeur de la protéine IX semble être un rôle structural. En effet, la stabilité du 

virus augmente en présence de la protéine IX: un mutant d’HAd5 délété de la protéine IX est 

capable de proliférer de façon quasiment aussi efficace que le sauvage, mais ne forme plus de 

GONs ; le virion est également plus sensible à la chaleur (Boulanger et al., 1979; Colby and 

Shenk, 1981). La protéine IX est identifiée comme une protéine essentielle pour la 

stabilisation optimale du virus, mais elle n’est pas requise pour la formation de virus viable. 

 

 

 
Figure 1.10: La position de la protéine IX dans l’adénovirus.  
A, Schéma de la capside de l’adénovirus. Chaque facette de l’icosaèdre est composée de 12 hexons, 
un groupe de 9 hexons constitue le GON au centre de la facette (en bleu et voir figure 1.3). Le GON 
est stabilisé par l’association de 4 trimères de protéines IX (en rouge). La protéine IX stabilise les 
interactions hexon-hexon (image (Parks, 2005)).  
B, L’organisation de la protéine IX en trois domaines.  
C, Détail de la structure du centre d’une face de l’adénovirus déterminée par analyse d’images de 
cryoMET et reconstruction 3D. Trois hexons (gris) et un trimère de protéines IX (jaune) sont 
représentés (Fabry et al., 2005). 
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Figure 1.11: Modèle d’organisation de la protéine IX à la surface de la capside proposé par Saban et 
al. (2006). 
A, Un modèle quasi-atomique d’HAd35 obtenu après recalage des structures cristallographiques de 
l’hexon et de la base de penton dans la densité électronique issue de la reconstruction obtenue par 
cryoMET. La barre d’échelle, 50 Å.  
B, L’unité asymétrique de l’icosaèdre avec 4 hexons colorés en vert, bleu ciel, bleu, violet et un 
monomère de la base de penton en jaune.  
C, Détail d’une facette du virus avec en rouge la carte de différence entre le modèle quasi-atomique et 
la reconstruction 3D issue de la microscopie électronique, mettant en évidence la localisation des 
protéines mineures. Ces densités en rouge ont été attribuées à la protéine IX, les flèches indiquent les 
domaines C- et N-terminaux de cette protéine.  
D, Vue détaillée de la densité attribuée à la région C-terminale de la protéine IX. Des densités 
cylindriques pouvant être occupées par des hélices α sont visibles en 4 exemplaires dans cette densité.   
E, Vue détaillée de la densité totale attribuée à la protéine IX. Le triskélion à gauche est un trimère 
constitué par 3 domaines N-terminaux de la protéine IX. Ce domaine se poursuit par deux hélices 
(domaine central) et finie par l’association de 4 domaines C-terminaux (à droite).  
F, Vue schématique de l’organisation de la protéine IX à la surface de la capside. Les 4 densités 
trimériques en bleu sont assimilées à 12 régions N-terminales (amino-acide 1 à 56), l’hélice α en vert 
(aa 57 à 91) constitue la partie centrale de la protéine. Enfin le domaine constitué par 4 hélices α  est 
attribué au domaine C-terminal de la protéine IX (aa 92 à 131), les auteurs proposent qu’une des 4 
hélices de la région C-terminale provienne d’une protéine IX de la facette adjacente. Ce schéma est en 
accord avec les prédictions de structures secondaires concernant la protéine IX. 
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N-ter 

A B 

C 
D

E

F



 28 
 

En plus de son rôle structural, la protéine IX joue de multiples fonctions dans la biologie 

du virus. Elle possède notamment une activité transcriptionnelle pour les gènes majeurs 

tardifs d’adénovirus (Lutz et al., 1997). De plus, elle contribue activement à la réorganisation 

des protéines nucléaires de la cellule hôte lors d’une infection par l’Ad dans le but de fournir 

un environnement plus favorable à la réplication du virus. En effet, durant l’infection, la 

protéine IX s’accumule dans le noyau de la cellule et forme des structures nucléaires 

amorphes observées en microscopie électronique et appelées inclusion (Rosa-Calatrava et al., 

2001). 

Il a été montré par mutagenèse dirigée que la protéine IX était constituée de plusieurs 

domaines fonctionnels. Ainsi, le domaine N-terminal, hautement conservé entre les différents 

sérotypes, est essentiel pour l’incorporation de la protéine IX dans la capside. C’est ce 

domaine qui interagit avec les hexons. Le domaine C-terminal, riche en leucine et prédit pour 

former un coiled-coil, serait responsable de la trimérisation de cette protéine (Rosa-Calatrava 

et al., 2001; Vellinga et al., 2005) et potentiellement impliqué dans l’interaction avec d’autres 

protéines partenaires (Rosa-Calatrava et al., 2001). Cette propriété est utile dans l’activité 

transactivatrice nécessitant une interaction avec des partenaires cellulaires. L’intégrité du 

domaine coiled-coil est également essentielle à la formation des inclusions pour la 

réorganisation nucléaire lors de l’infection. La zone centrale riche en alanine ainsi que le 

domaine C-terminal sont utiles pour l’activité transcriptionnelle de la protéine, mais ne sont 

pas utiles pour l’incorporation de la protéine IX dans la capside. En conclusion, 

l’incorporation de la protéine IX au sein de la capside ne dépend pas de sa trimérisation mais 

plutôt de l’intégrité de son domaine N-terminal (Rosa-Calatrava et al., 2003; Vellinga et al., 

2005). 

L’activité transcriptionnelle de la protéine IX reste à prouver: des résultats récents ont 

montré que la protéine IX ne possède qu’une modeste activité sur les promoteurs E1A et E4 et 

que cette protéine n’est pas essentielle pour la réplication adénovirale (Sargent et al., 2004a). 

Ces contradictions proviennent probablement des différences dans les systèmes cellulaires 

utilisés par différents groupes.  

Après infection par l’Ad, l’ultrastucture du noyau cellulaire change. Des inclusions 

contenant la protéine IX sont formées dans le noyau. Il a été prouvé par mutation que le 

domaine C-terminal (une région leucine-zipper) de la protéine IX est impliquée dans la 

formation de ces corps d’inclusion (Rosa-Calatrava et al., 2001; Souquere-Besse et al., 2002). 

La protéine PML (cellular promyelocytic leukaemia), impliquée dans la régulation de la 

réponse cellulaire antivirale est détectée dans les inclusions au cours de la phase tardive de 
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l'infection. Sa séquestration dans ces inclusions va donc aider le virus à se reproduire (Rosa-

Calatrava et al., 2003).  

Il a également été montré que la protéine IX joue un rôle dans l’encapsidation de 

l’ADN par les HAds. Un virion possédant une protéine IX intacte est capable d’encapsider 1.5 

à 2.0 kpb d’ADN en plus de son génome alors qu’un virion dont le génôme est délété du gène 

de la protéine IX perd environ 2 kpb en capacité d’encapsidation (Sargent et al., 2004b). Pour 

ce virus mutant l’encapsidation du génome sauvage est également moins efficace (Ghosh-

Choudhury et al., 1987).  

 

Modification de la Protéine IX 

La protéine IX est accessible à la surface du virus en de nombreux exemplaires. Ceci 

fait d’elle un candidat de choix à modifier dans le but d’un reciblage spécifique des vecteurs 

d’Ad avec des perspectives d’application pratique en thérapie génique (cf. paragraphe thérapie 

génique). Comme le domaine C-terminal est plus accessible que le domaine N-terminal 

(Akalu et al., 1999) et que sa modification n’influe pas sur son intégration dans la capside, 

c’est sur cette partie qu’ont été concentrés les essais de modification. Ces modifications ont 

pour but de changer le tropisme cellulaire des adénovirus et plusieurs voies ont été explorées 

pour obtenir une preuve de faisabilité:  

(i) Addition d’une séquence poly-lysines pouvant interagir avec les héparanes 

sulfates présents à la surface de la cellule ou addition d’un FLAG (un 

octapeptide DYKDDDDK) qui a permis de prouver l’accessibilité du domaine 

C-terminal grâce à l’anticorps anti-FLAG (Dmitriev et al., 2002). 

(ii) Addition d’un motif RGD reconnu par les intégrines cellulaires (Wu et al., 

2002). 

(iii) Addition d’une hélice α de longueur variable placée entre un ligand et 

l’extrémité C-terminale de la protéine IX. La longueur de l’hélice peut être 

directement corrélée avec l’accessibilité du ligand à la surface de la capside 

(Vellinga et al., 2004). 

(iv) Addition de la GFP (green fluorescent protein) (Le et al., 2004). 

(v) Addition d’un peptide accepteur de la biotine qui permettra la liaison d’un ligand 

biotinylé à la surface de la capside (Campos et al., 2004). 
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b. La Protéine IIIa 

 

La protéine IIIa est présente en 60 copies dans la capside de l’adénovirus (van 

Oostrum and Burnett, 1985). Elle est synthétisée sous forme de précurseur de 67 kDa et le 

clivage de celui-ci par une protéase virale durant la maturation du virus donne naissance a une 

protéine mature de 570 acides aminés (63.5 kDa pour l’HAd2). Sa présence dans la capside 

est biologiquement significative ; plusieurs mutants thermosensibles affectant la protéine IIIa 

montrent un défaut d’assemblage et les particules relarguées s’accumulent vides à des 

température non permissives (Chroboczek et al., 1986; D'Halluin et al., 1982). Le défaut 

d’assemblage peut être dû à un clivage défectueux qui bloque la maturation de la protéine IIIa 

pour des températures non permissives (Boudin et al., 1980).  

Pendant longtemps il a été admis que la protéine IIIa avait une forme allongée et faisait la 

jonction entre deux hexons appartenant à des GONs différents (San Martin and Burnett, 2003; 

Stewart et al., 1993). Dans le modèle actuel, cette position est attribuée au domaine C-

terminal de la protéine IX (Saban et al., 2006). Ce même modèle montre que la protéine IIIa 

est associée à la base de penton du côté interne de la capside (Fig. 1.12). Elle est d’une part en 

contact avec la base du penton et de l’autre avec l’ADN. La localisation interne de la protéine 

IIIa est confirmée. Une étiquette six-histidine a été incorporée dans le domaine N-terminal de 

la protéine IIIa. L’insertion dans le gène codant a été vérifiée par PCR et aucune évidence sur 

l’exposition de l’étiquette à la surface de particules intactes n’a été mise en évidence (Curiel, 

D. T. (2003), Capsid-modified recombinant adenovirus and methods of use. United States 

patent 6555368). Des expériences de co-immunoprécipitation ont montré que la protéine IIIa 

interagissait avec la protéine VII qui est localisée du côté interne de la capside (Boudin et al., 

1980; Stewart et al., 1993).  

Au moins une partie de la protéine IIIa est phosphorylée (San Martin and Burnett, 2003; 

Tsuzuki and Luftig, 1983) ; l’impact physiologique de cette phosphorylation est pour l’instant 

inconnu. Il a été montré qu’une expression de la protéine IIIa durant la phase précoce de 

l’infection induisait une baisse significative de synthèse des protéines virales de la phase 

tardive ainsi qu’un blocage modéré de la réplication de l’ADN virale. Ceci indique un rôle de 

la protéine IIIa dans l’expression de gène tardif, cependant le mécanisme est encore inconnu 

(Molin et al., 2002). 
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Figure 1.12: La position attribuée à la protéine IIIa dans une reconstruction en microscopie 
électronique à 6 Å de résolution (Saban et al., 2006).  
A, Vue du côté interne de la capside au niveau d’un sommet de l’icosaèdre (la base de penton). En 
rouge et gris la carte de différence entre le modèle quasi atomique et la construction d’Ad par 
cryoMET. La carte de différence correspondant ainsi aux protéines mineures. Une densité en rouge 
correspond à un monomère de la protéine IIIa plus un monomère de la protéine VIII. 
B, Vue d’un monomère de la protéine IIIa en rouge, avec une copie de la protéine VIII en gris ainsi 
qu’une densité orange non attribuée et qui pourrait correspondre à la protéine VI.  
C, Un recalage de 13 hélices α dans la densité correspondante à la protéine IIIa. La barre 
d’échelle, 50 Å. 
 
 

c.   La Protéine VI 

 

La protéine mature de 22 kDa est générée après un clivage du précurseur des côtés N et C-

terminaux par la protéase de l’adénovirus (Lehmberg et al., 1999). Cette protéine est localisée 

du côté interne de la capside probablement entre deux hexons péripentonaux et permet la 

connexion de la capside avec la nucléocapside du virion. L’association de la protéine VI et 

l’hexon a été mise en évidence (Matthews and Russell, 1994), ainsi que la liaison à l’ADN 

(Matthews and Russell, 1995). Elle est présente en 369 ± 34 copies par particule (Lehmberg et 

al., 1999) et prédite être repliée en deux longues hélices α. Le précurseur VI joue plusieurs 

rôles biologiques dans différentes étapes de propagation et de maturation du virus. Elle est à 

la fois un substrat et un activateur de la protéase virale. En effet, le peptide clivé en C-

terminal lors de la maturation de cette protéine sert de cofacteur pour la protéase de l’Ad 

(Mangel et al., 1993; Webster et al., 1993). La protéine VI régule également l’import de 

l’hexon dans le noyau durant l’assemblage de l’Ad (Wodrich et al., 2003). Le rôle de la 

protéine VI dans l’import et l’export nucléaire est dû à la présence de deux séquences signal 

de localisation nucléaire (NLS nuclear localisation sequences) et deux séquences signal 

d’export nucléaire (NES nuclear export sequences). Wodrich et al. proposent que les deux 

séquences NLS2 et NES2 sont importantes dans la navigation de la protéine VI entre le noyau 

et le cytoplasme. La séquence NES2 est masquée lorsque la protéine VI est liée à l’hexon, ce 

A B C
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qui permet son import dans le noyau. Par la suite, lorsque l’hexon est dans le noyau la 

séquence NES2 redevient accessible et permet le passage de la protéine VI vers le 

cytoplasme. Les deux séquences NES2 et NLS2 sont protéolysées lors de la maturation du 

virus. La protéine VI a également un rôle dans la perturbation de la membrane de l’endosome 

après l’entrée dans la cellule lors du désassemblage du virus (Wiethoff et al., 2005). Wiethoff 

et ses collaborateurs ont montré que la protéine VI possédait une activité de lyse 

membranaire, permettant la libération du virus des endosomes. Cependant les changements 

conformationnels au sein de la capside virale nécessaires pour permettre la libération de la 

protéine VI ne sont pas encore clairs.  

 

d.  La Protéine VIII 

 

L’analyse du mutant thermolabile d’adénovirus suggère que la protéine VIII joue un 

rôle dans la stabilisation structurale du virion (Liu et al., 1985). Comme les protéines IIIa et 

VI, la protéine VIII est synthétisée sous forme de précurseur (24.7 kDa) donnant naissance à 

la protéine mature après clivage par la protéase virale. C’est une protéine de ~15 kDa (140 

résidus) présente en 127 ± 3 copies par virion (Stewart et al., 1993) et qui n’a été localisée que 

du côté interne de la capside (Everitt et al., 1975).  

Le précurseur de la protéine VIII n’est détecté que dans les capsides vides mal 

formées, mais absent dans des particules virales entières. Cette propriété est d’ailleurs utilisée 

pour identifier les capsides vides lors de la préparation de vecteurs adénoviraux (Sutjipto et 

al., 2005; Takahashi et al., 2006; Vellekamp et al., 2001). La protéine VIII mature est riche en 

proline (8%) et en résidus basiques (arginine et lysine 11 %) donc prédite comme étant 

largement non repliée. Le repliement doit avoir lieu lorsqu’elle est en contact avec ses 

partenaires viraux. Dans notre laboratoire, la reconstruction par microscopie électronique à 10 

Å de résolution d’HAd5 a été obtenue, ce qui a permis grâce à la comparaison avec un modèle 

quasi atomique de la capside de l’adénovirus de localiser la protéine VIII du côté interne de la 

capside (Fabry et al., 2005). Cette densité respecte le volume de la protéine VIII ainsi que le 

nombre de copies. Ainsi deux positions non équivalentes ont été attribuées à la protéine VIII, 

la première assure le contact entre le GON et les hexons péripentonaux autour de l’axe 

d’ordre 5, et la deuxième position se trouve au sein du GON autour de l’axe d’ordre 3 (Fig. 

1.13). Une reconstruction 3D d’un adénovirus à 6 Å de résolution a été publiée en 2006 et 

confirme le positionnement des 120 protéines VIII dans la capside (Saban et al., 2006).  
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Figure 1.13: La position de la protéine VIII au sein de la capside. 
A, Vue schématique du côté interne d’une facette de l’HAd5 (Fabry et al., 2005). En orange, la 
position attribuée à la protéine VIII, avec deux copies par unité asymétrique dans deux positions non 
équivalentes. Chaque copie de la protéine VIII interagit de manière similaire (à cette résolution) avec 
4 hexons malgré des positions différentes dans la capside. 
B, Vue interne d’une facette de l’HAd35 obtenu par cryoMET à 6 Å de résolution (Saban et al., 2006). 
En rouge la carte de différence entre le modèle quasi atomique et la reconstruction 3D de l’HAd35 et 
qui correspond aux protéines mineures. La densité rouge du centre est attribuée aux protéines VIII et 
les densités rouges vers les sommets de l’icosaèdre correspondent aux protéines VIII, aux parties N-
terminales de la base du penton et aux protéine VI et IIIa.  
C, Les densités identiques existantes dans la carte de différences représentée en B correspondant à la 
protéine VIII. Elles ont été isolées de manière informatique et représentées dans leur position au sein 
de la capside pour visualiser les zones d’interaction avec les hexons. La barre d’échelle, 50 Å. 
 

1.3.4.  Les Protéines du core 

 

Le génome des adénovirus humains est constitué par un ADN double brin linéaire 

d’environ 36 kpb, enchâssé dans la capside. Cet ADN est encadré par deux séquences 

nécessaires à l’initiation de la réplication appelés ITRs (inverted terminal repeats). Le génome 

est associé avec 4 protéines structurales: la pV, pVII, pX (ou µ) et à la protéine de liaison à 

l’ADN: pTP (terminal protein), l'ensemble est appelé nucléoïde: 

 

La Protéine TP  

C’est une protéine de 55 kDa associée de façon covalente aux deux extrémités 5’ du 

génome viral, elle forme un dimère ce qui a pour effet de circulariser le génome. Cette 

protéine est impliquée dans la réplication initiale de l’ADN (Mysiak et al., 2004; Rekosh et 

al., 1977).  

 

La Protéine V  

La protéine V (~42 kDa ; 368 aa) est spécifique au Mastadénovirus, elle est présente 

en 157 copies environ par virion (van Oostrum and Burnett, 1985). En plus de sa liaison à 

l’ADN, la protéine V est capable d’interagir avec la base de penton, la protéine mineure VI, la 
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nucléoprotéine VII et la protéine µ permettant ainsi une liaison entre la capside et le cœur du 

virion (Chatterjee et al., 1985; Everitt et al., 1975). Durant l’infection, la protéine V est 

impliquée dans le transport de l’ADN viral dans le noyau cellulaire (Matthews and Russell, 

1998). 

 

La Protéine VII  

Avec plus de 800 copies par virion, la protéine VII est la protéine majeure du cœur du 

virion (Rux and Burnett, 2004). La protéine VII mature d’environ 17 kDa (174 aa) est 

produite à des phases tardives de la maturation après clivage du précurseur pVII de 23 acides 

aminés du côté N-terminal par la protéase virale. Durant la phase tardive de l’infection virale, 

la protéine VII se lie fortement à l’ADN non encapsidé. Par la suite, ce complexe sera 

encapsidé dans la particule virale et s’organisera comme la chromatine suivant un mécanisme 

encore inconnu (Zhang and Arcos, 2005). 

 

La Protéine X (µ)  

La protéine µ est la plus petite protéine du nucléoïde (~5 kDa ; 19 aa), son rôle est 

encore inconnu mais elle pourrait être impliquée dans l’encapsidation du génome viral. Il a été 

montré que durant l’import du génome viral à travers le port nucléaire, les protéines VII et µ 

restent associées à l’ADN alors que la protéine V se détache avant ou immédiatement après la 

translocation du génome dans le noyau (Chatterjee et al., 1986). 

Les protéines V, VII, et µ sont riches en arginine et ressemblent donc aux histones qui 

sont capables de neutraliser la charge du phosphate dans l’ADN permettant ainsi la 

condensation de l’ADN viral. 

 

1.3.5.  La Protéase de l’Adénovirus 

 
La région L3 code pour une protéase de 23 kDa essentielle pour la maturation de la 

capside virale. Elle joue également un rôle dans le processus du désassemblage du virus au 

niveau de la membrane nucléaire lors de l’internalisation (Greber et al., 1996). La protéase est 

une protéine absolument requise pour la synthèse de virus infectieux. Elle existe en 10-30 

copies par virion et permet le clivage de plusieurs précurseurs de protéines virales notamment 

la TP, µ, V, VI, VII et VIII (Hannan et al., 1983; Mirza and Weber, 1980). La protéase est 

activée dans la phase tardive d’infection après l’assemblage du virus, elle permet la 

maturation de la capside grâce au clivage des précurseurs. L’activité de la protéase augmente 
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en présence de l’ADN viral et du domaine C-terminal de la protéine pVI (Mangel et al., 2003; 

Mangel et al., 1993). Le précurseur pVI est à la fois un substrat et un cofacteur de la protéase. 

En effet, après clivage du pVI en protéine VI par la protéase, le domaine C-terminal de 11 

acides aminés libéré devient le cofacteur de la protéase. La structure cristallographique de 

cette protéase en complexe avec ces 11 acides aminés a été déterminée (Ding et al., 1996). La 

structure de ce complexe est présentée dans la figure 1.14 (le brin β en rose représente le 

cofacteur).  

La structure tridimensionnelle de cette protéase est unique, le site actif est constitué de 

trois acides aminés l’His45, Glu71 et Cys122 avec un arrangement similaire à celui de la 

papaïne suggérant un mécanisme catalytique semblable. Un rôle de régulateur de l’activité de 

la protéase par le cofacteur a été suggéré par Ding et al. (1996). La protéase est relativement 

inactive avant et pendant l’assemblage du virus, mais une fois le virion assemblé la protéase 

clive la protéine pVI et s’associe à son domaine C-terminal (pVIc). La protéase est aussi 

activée en présence d’ADN viral, celui-ci lui sert probablement de guide pour sa diffusion 

dans la cellule et ainsi le clivage d’autres précurseurs des protéines (Ding et al., 1996).       

       

                                                        
 

Une trentaine d’autres protéines non structurales sont connues pour l’adénovirus. La 

majorité d’entre elles possède un rôle catalytique dans le cycle viral. Parmi elles la DBP 

(DNA binding protein) codée par l’unité de transcription E2, une phosphoprotéine de taille 

variable selon le sous-groupe (473-529 aa). Elle est multifonctionnelle mais surtout impliquée 

dans la réplication virale et différents processus du métabolisme de l’ADN viral (van 

Breukelen et al., 2003).  

 

 

Figure 1.14: Structure cristallographique de la 

protéase de l’HAd2. Les 11 acides aminés 

représentant le cofacteur (en rose) ainsi que la 

triade catalytique sont indiqués.   
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1.3.6. Structure et Organisation du Génome d’Adénovirus 

 

L’organisation du génome de l’adénovirus est illustrée dans la figure 1.15. Le génome 

est organisé en plusieurs unités transcriptionnelles réparties dans les deux sens de lecture. Ces 

unités sont exprimées de façon différentielle durant le cycle viral. On distingue les gènes 

précoces (E pour early) et tardifs (L pour late) transcrits respectivement avant et après la 

réplication virale. Les gènes codant pour des protéines exprimées au même moment du cycle 

viral ont généralement des fonctions similaires et se trouvent sur la même unité de 

transcription. En général, la région E1A code pour deux protéines responsables d’une activité 

transcriptionnelle ainsi qu’une induction des cellules vers la phase S. La région E1B code 

pour deux protéines qui inhibent l’apoptose. La région E2 code pour trois protéines 

impliquées directement dans la réplication de l’ADN viral: la polymérase, la pTP et la DBP. 

La région E3 code pour des protéines impliquées dans l’évasion du virus vis-à-vis de la 

réponse immunitaire. La région E4 code pour des protéines impliquées dans la réplication, la 

transcription de l’ARNm, le transport membranaire, la traduction et la résistance à l’apoptose. 

Les gènes tardifs codent pour les protéines structurales qui permettent la construction de la 

capside (Russell, 2000).  

 
Figure 1.15: Illustration schématique de l’organisation des unités transcriptionnelles du génome de 
l’adénovirus. Le génome est représenté par une ligne horizontale noire. Les régions codantes sont 
indiquées par des flèches dans le sens de la transcription. En vert, les transcrits précoces (Early), les 
régions E1, E4 et E2 sont présentes dans tous les genres, alors que la région E3 est spécifique des 
Mastadénovirus et des Siadénovirus. En bleu les transcrits tardifs (Late, L1, L2, L3, L4 et L5). En 
marron la localisation du gène des VA RNAs. En noir le promoteur tardif majeur MLP (Major Late 
Promoter) (image (Russell, 2000)).  
 



 37 
 

 

a- Mastadénovirus 

Plusieurs génomes de Mastadénovirus ont été entièrement séquencés. Ils ont une taille 

intermédiaire qui varie entre 30.3 et 36.5 kpb avec une teneur en GC dans l’ADN de 40.8 à 

63.8%. Les ITRs (Inverted Terminal Reapeat) sont relativement longs (93 à 371 bp) et 

complexes par rapport aux autres genres, ils contiennent une variété de sites de liaison à des 

facteurs cellulaires. Les adénovirus humains du sous-groupe C sont les mieux étudiés de point 

de vue de l’organisation de leur génome et de la réplication virale. Cependant les différentes 

découvertes s’appliquent généralement à tous les Mastadénovirus excepté pour l’organisation 

des régions E3 et E4. Ces deux régions précoces sont différentes chez les adénovirus 

animaux. L’ADN des Mastadénovirus code pour des protéines spécifiques à ce genre: les 

protéines V et IX. Leur absence dans les autres genres n’est pour l’instant pas expliquée.  

 

b- Aviadénovirus 

Le génome des Aviadénovirus est le plus long parmi les adénovirus connus (20 à 45% 

de longueur en plus). Deux génomes ont été entièrement séquencés, le FAdV-1 et FAdV-9 

(Fowl adenovirus type 1 et 9) et leur taille est respectivement de 43.8 et 45.1 kpb. La teneur 

en GC est de 53.8 à 59% et les séquences ITRs sont plus courtes que celles des 

Mastadénovirus (entre 54 et 71 pb). L’Aviadénovirus est caractérisé par l’omniprésence de 

deux fibres par penton. Les deux fibres du FAdV-1 (ou CELO) sont codées par deux gènes 

différents et possèdent deux longueurs de tiges différentes alors que chez les autres FAdVs la 

fibre est codée par un seul gène (Ojkic and Nagy, 2000). Les FAdV-1 (CELO), 9 et 10 sont 

largement étudiés en vue d’une utilisation potentielle comme vecteur en thérapie génique. 

 

c- Atadénovirus 

Les Atadénovirus infectent plusieurs classes de vertébrés (reptiles, oiseaux, 

marsupiaux et mammifères). La taille des génomes isolés et séquencés varie entre 29.6 

(OAdV-7 ; Ovine adenovirus type 7) et 33.2 kpb (DAdV-1 ; Duck adenovirus type 1) avec un 

ITR de 46 (OAdV-7) à 59 kpb (BAdV-4 ; Bovine adenovirus type 4). Les Atadénovirus ont 

une teneur en GC relativement faible d’environ 34-43% (OAdV-7/DAdV-1). Le pourcentage 

élevé en AT qui caractérise ces adénovirus a donné naissance à leur nom de genre: les 

ATadénovirus. 

La région centrale du génome des Atadénovirus est similaire à celle des 

Mastadénovirus, alors que les deux extrémités sont différentes. Plusieurs protéines sont 
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uniques aux Atadénovirus, notamment la protéine structurale p32K qui serait présente dans 

tous les membres de ce genre étudiés jusqu’à présent et dont la fonction est encore méconnue 

(ÉlŐ et al., 2002). Aucune étude structurale n’a encore été effectuée sur ces virus car le virus 

n’a pas encore été produit en quantité suffisante. 

 

d- Siadénovirus 

Le genre Siadénovirus est constitué uniquement de deux membres pour l’instant, le 

FrAdV-1 (Frog adenovirus type 1) et le TAdV-3 (Turkey adenovirus type 3). Le génome de 

ces deux virus a été entièrement séquencé. Il représente le plus petit génome d’Ad connu 

aujourd’hui avec 26.2 et 26.3 kpb pour le FrAdV-1 et le TAdV-3 respectivement. Le 

pourcentage en GC est de 38 et 35% avec une taille des ITRs de 36 et 39 pb de longueur. Leur 

génome code pour une sialidase hypothétique d’où leur nom Siadénovirus. 

 
 

1.4. Le Cycle Viral 

 

La majorité des travaux menés sur les étapes de réplication des Ad sont réalisés sur les 

Ads humain du sous groupe C (HAd2, et HAd5). Cependant, les étapes clés qui ont été 

élucidées pour ce sous-groupe s’appliquent aux autres Ads. Les différentes étapes du cycle 

viral des Ads sont illustrées dans la figure 1.20.  

Les deux premières étapes de l’infection d’une cellule par un adénovirus sont la 

reconnaissance et la fixation du virus à un type cellulaire spécifique, suivies par 

l’internalisation du virus. Ces deux étapes se font respectivement par le biais de récepteurs 

primaire et secondaire. 

 

1.4.1. Les Récepteurs Primaires des Adénovirus 

 

L’adsorption primaire du virus à la surface de la cellule se fait par l’intermédiaire 

d’une liaison de haute affinité entre la tête de la fibre et son récepteur cellulaire. Plusieurs 

récepteurs primaires ont déjà été identifiés:  
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a. Le CAR (Coxsackievirus and Adenovirus Receptor) 

 

Il est connu depuis 1976 que les adénovirus humain du sous-groupe C et les 

coxsackievirus du groupe B ont un récepteur en commun (Lonberg-Holm et al., 1976). En 

1997, la nature de ce récepteur a été déterminée pour l’HAd2 et l’HAd5 et appelé CAR 

(Bergelson et al., 1997). Plus tard, il a été montré que des sérotypes appartenant à cinq des six 

sous-groupes (A, C, D, E, F) sont capables de se lier au CAR et l’utilisent comme récepteur 

fonctionnel à la surface de la cellule (Roelvink et al., 1998). Cela n’empêche pas plusieurs 

sérotypes appartenant en particulier au sous-groupe D d’interagir avec d’autres récepteurs 

comme le résume le tableau 1.2. 

 La protéine CAR est une protéine transmembranaire de type 1 appartenant à la famille 

des immunoglobulines (Ig). Cette protéine de 46 kDa est omniprésente à la surface des tissus 

cellulaires humains. On la retrouve notamment dans le cœur, le pancréas, le système nerveux, 

la prostate, les testicules, les poumons, le foie, la rate et les intestins, mais de manière plus 

rare dans les lymphocytes B et T, ainsi que dans les cellules musculaires adultes et plusieurs 

cellules malignes (Meier and Greber, 2004). La protéine CAR est constituée d’un domaine 

intracellulaire et d’un domaine extracellulaire séparés par un domaine transmembranaire. Les 

domaines transmembranaire et cytoplasmique ne sont pas nécessaires pour l’infection, ils 

constituent simplement le point d’ancrage de CAR dans les cellules (Wang et al., 1999). Le 

domaine extracellulaire est formé par deux domaines Ig, D1 et D2 (Meier and Greber, 2004), 

D1 étant le domaine de liaison à l’adénovirus via la tête de la fibre. La protéine CAR joue un 

rôle très important dans les cellules en assurant les jonctions intercellulaires au niveau du pôle 

basolatéral des cellules épithéliales. Elle co-immunoprécipite avec des protéines du complexe 

de la jonction apicale (ZO-1 et β catenin). Cette fonction d’adhésion est accomplie par une 

dimérisation entre deux molécules situées entre deux cellules voisines (Fig. 1.16). 

 La structure atomique du domaine D1 de CAR a été déterminée par cristallographie et 

RMN, seule ou en complexe avec les têtes de fibre de l’HAd12 (Bewley et al., 1999), de 

l’HAd37 et enfin de l’adénovirus canin de sérotype 2 (CAV-2) (Seiradake et al., 2006). Ces 

structures cristallographiques montrent que trois monomères D1 interagissent avec une tête de 

fibre trimérique. Le site d’interaction de la tête des fibres avec le CAR est toujours localisé 

dans la même zone malgré le faible taux de conservation de la séquence. Le site de liaison est 

situé majoritairement dans les parties flexibles de la tête de fibres. Chaque monomère de la 

protéine CAR interagit principalement avec les boucles AB, DE et le feuillet βF d’un 

monomère de la tête de la fibre et la boucle FG du monomère adjacent (Fig. 1.17). L’analyse 
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de mutants de la tête de fibre d’HAd5 a montré le rôle majeur des boucles AB et DE dans la 

liaison avec la protéine CAR (Kirby et al., 2000). L’affinité de la tête pour la protéine CAR va 

également varier suivant la composition de ces boucles: deux acides aminés présents dans la 

tête de l’HAd5 sont absents chez l’HAd12: (la Ser408 dans la boucle AB et la Tyr477 dans la 

boucle DE) ce qui entraîne une baisse d’affinité d’un facteur 8 (Howitt et al., 2003).  

Le rôle de la protéine CAR dans le cycle de vie de l’Ad est encore sujet à caution. En 

effet, il semblerait que CAR ne soit pas uniquement un récepteur cellulaire pour ce virus. Il a 

été montré qu’après infection d’un épithélium respiratoire cilié humain par le pôle basolatéral 

à l’aide d’un adénovirus, les virus néo-synthétisés pouvaient se retrouver à la surface de cet 

épithélium (Walters et al., 2002). Les cellules de surface de l’épithélium ne sont pas 

compétentes vis à vis de l’adénovirus. La présence de virus à la surface de l’épithélium est 

donc très étonnante puisque les particules virales libérées des cellules basales ne peuvent 

théoriquement pas accéder à la surface en raison de l'étanchéité de cet épithélium, assuré par 

les jonctions cellulaires. Des études de cristallographie et de biochimie suggèrent que la tête 

de la fibre des Ads, qui possède une forte affinité pour la protéine CAR, empêche la 

dimérisation de celui-ci en s’y liant (Bewley et al., 1999; van Raaij et al., 2000). La tête de la 

fibre de l’adénovirus peut donc perturber les interactions CAR-CAR ce qui a pour effet 

d’augmenter la perméabilité de l'épithélium (Walters et al., 2002) (Fig.1.16). La tête de la 

fibre de l’adénovirus joue probablement en plus de son rôle de reconnaissance cellulaire un 

rôle dans le passage des virus au travers des barrières physiques existantes dans les tissus 

(Walters et al., 2002). Cette hypothèse est confirmée pour l’HAd37. Ce virus n’utilise pas la 

protéine CAR comme récepteur, mais la tête de la fibre s’y attache tout de même avec une 

grande affinité, probablement pour permettre aux virus néo-synthétisés de franchir la barrière 

épithéliale pour infecter d’autres cellules (Seiradake et al., 2006). 

 
             La surface apicale 

           
  Le pôle basolatéral 

 

Figure 1.16: Modèle de mécanisme de passage des 

adénovirus vers la surface apicale de l'épithélium : 

l’adénovirus entier ou les fibres de celui-ci pourraient 

rompre les contacts intercellulaires dus à la protéine 

CAR et ainsi diminuer l'étanchéité de la barrière 

épithéliale (Walters et al., 2002). 
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Figure 1.17: La structure de la tête de la fibre d’HAd12 en complexe avec le domaine D1 du CAR.  
A, La tête de la fibre est colorée du bleu au rouge depuis la partie N-terminale jusqu’à la partie C-
terminale et la protéine CAR est représentée en gris.  
B, L’interface d’interaction entre un monomère de la protéine CAR et un monomère de la tête de la 
fibre de l’HAd12. La protéine CAR interagit principalement avec les boucles AB et DE de la tête de la 
fibre.  
 

D’autres exemples d’interaction entre un virus et des protéines d’adhésion 

intercellulaire existent ; le réovirus qui reconnaît la protéine JAM1 (Jonctional Adhesion 

Molecule) (Barton et al., 2001b) ; le rhinovirus qui interagit avec la molécule d’adhésion 

ICAM-1 (Intercellular Adhesion Molecule 1) (Greve et al., 1989; Staunton et al., 1989)  et 

l’alphaherpesvirus qui se lie à la protéine Prr1 (Poliovirus receptor-related) (Geraghty et al., 

1998).  

Quelques Ads, comme l’HAd41 ou le virus CELO, possèdent deux fibres, une longue 

et une courte (Favier et al., 2002; Pieniazek et al., 1990). La fibre longue interagit avec la 

protéine CAR, alors que le récepteur de la fibre courte est encore inconnu (Seiradake and 

Cusack, 2005). Cette dernière pourrait être responsable du tropisme de l’HAd41 pour le tube 

digestif (Allard and Wadell, 1988; Croyle et al., 1998).  

 

b. L’Acide Sialique 

 

Plusieurs sérotypes d’Ads appartenant au sous-groupe D utilisent l’acide sialique 

plutôt que la protéine CAR comme récepteur (HAd8, HAd19a et HAd37). Tous ces virus sont 

associés avec des kératoconjonctivites épidémiques. Du point de vue structural et 
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biophysique, leurs têtes de fibres sont caractérisées par des points isoélectriques élevés 

(pI=9.1) (Arnberg et al., 1997). Le point isoélectrique de l’acide sialique étant bas (pI=2.3), 

l’interaction qui existe entre les deux est très probablement charge dépendante. Les structures 

cristallographiques des têtes de fibre des HAd37 et HAd19p en complexe avec l’acide sialique 

ont été déterminées par Burmeister et al. (2004). Les structures de ces complexes confirment 

que le site d’interaction de l’acide sialique sur la tête de la fibre est effectivement chargé 

positivement. Le site de liaison localisé dans la partie apicale de la tête près du centre du 

trimère est stabilisé par des liaisons hydrogènes mettant en jeu des résidus conservés chez les 

HAds du sous-groupe D (la Tyr312 et la Lys345 interagissant avec l’acide sialique, et la Tyr308, 

Pro317 et la Val322 se trouvent dans le site actif) (Fig. 1.18).  

 
Contrairement à l’HAd37, l’HAd19p se fixe à l’acide sialique mais ne l’utilise pas 

comme récepteur. Seuls deux acides aminés sont différents entre les deux têtes de fibre: les 

Lys240 et Asn340 sont remplacés par une Glu et Asp dans l’HAd19p. La mutation Lys240Glu est 

la plus importante car elle est suffisante pour empêcher la liaison de l’HAd19p aux cellules du 

tissu conjonctif (Huang et al., 1999). Ces deux mutations ponctuelles se traduisent par une 

baisse du pI (8.8) et probablement par un changement de surface électrostatique (Arnberg et 

al., 2002) ce qui entraîne une légère baisse d’affinité de l’acide sialique pour la tête de la fibre 

d’HAd19p (kd=5mM pour l’HAd37 et 7mM pour l’HAd19p) (Burmeister et al., 2004). 

Toutefois ces changements sont trop mineurs pour expliquer l’incapacité de l’HAd19p à 

utiliser ce récepteur et la différence de tropisme entre les deux virus. Il est envisageable qu’in 

vivo, l’HAd19p se lie soit à un acide sialique modifié plus complexe soit utilise en plus un co-

récepteur qui interagit avec une autre protéine de la capside (Burmeister et al., 2004). 

D’autres virus utilisent l’acide sialique comme récepteur, notamment les 

orthomyxovirus, paramyxovirus, picornavirus, papovavirus, coronavirus, réovirus et 

parvovirus (Alexander and Dimock, 2002; Barton et al., 2001a; Bauer et al., 1999; Cahan and 

Figure 1.18: Représentation de la tête de fibre 

d’HAd37 (en jaune) en complexe avec l’acide 

sialique (en bleu) vue de dessus.  
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Paulson, 1980; Jin et al., 1994; Kaludov et al., 2001; Krempl et al., 2000; Shah and Lipton, 

2002; Stoner et al., 1973; Suzuki et al., 2001; Suzuki et al., 2000; Uncapher et al., 1991; 

Utagawa et al., 1982; Zhou et al., 2000). L’affinité de ces virus pour l’acide sialique est 

comparable à celle des adénovirus (de l’ordre du mM). 

 

c. Le CD46 

 

Les adénovirus du sous-groupe B n’ont pas le même récepteur que les autres Ads : ces 

virus ne rentrent en effet pas en compétition avec les Ads du sous-groupe C lors de 

l’attachement aux cellules (Stevenson et al., 1995). De nombreuses études ont été nécessaires 

pour découvrir le récepteur cellulaire des virus appartenant à ce sous-groupe. En 2003, le 

CD46 a été identifié comme récepteur cellulaire pour l’HAd11 (sous-groupe B) (Segerman et 

al., 2003). Depuis, il a été montré que plusieurs sérotypes du sous-groupe B cités dans le 

tableau 1.2 se lient ou utilisent la protéine CD46 comme récepteur pour se fixer à la cellule 

hôte (Gaggar et al., 2003; Marttila et al., 2005; Sirena et al., 2004). La protéine CD46 est une 

glycoprotéine transmembranaire exprimée dans la majorité des tissus cellulaires humains. Sa 

partie extracellulaire (N-terminale) est constituée par 4 répétitions du domaine SCRs (SCR1-

SCR4 ; Short Consensus Repeats). Les domaines SCR1 et SCR2 sont nécessaires et suffisants 

pour une liaison optimale des l’HAd3, 7, 11 et 35 à la surface de la cellule (Fleischli et al., 

2007; Fleischli et al., 2005).  

La structure cristallographique des domaines SCR1 et SCR2 du CD46 a été 

déterminée seule (Casasnovas et al., 1999) et en complexe avec la tête de la fibre d’HAd11 

(Persson et al., 2007). Le nombre de contacts et la surface impliquée dans cette interaction 

indique une forte affinité (2 nM) (Persson et al., 2007). Dans la structure du complexe (Fig. 

1.19), les deux domaines de CD46 adoptent une conformation linéaire en se liant sur le côté 

de la tête de la fibre « à cheval » sur deux des trois monomères. La partie SCR1 et l’interface 

SCR1-SCR2 interagissent avec un monomère de la fibre, alors que le domaine SCR2 va 

interagir avec le monomère adjacent. Les interactions entre les deux constituants du complexe 

font intervenir des liaisons de type Van Der Waals (pour SCR1) et des liaisons hydrogènes 

(pour SCR2). L’interaction entre la fibre et l’interface SCR1-SCR2 impliquant les boucles HI 

et DG de la fibre semble très importante: une mutation ponctuelle au niveau de la tête de la 

fibre (Arg279Gln) inhibe totalement l’interaction fibre-CD46 (Gustafsson et al., 2006). Il a 

également été montré que la liaison de CD46 à la tête de la fibre d’HAd11 induisait des 

changements conformationnels importants sur les domaines SCR1 et SCR2 du CD46. 
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La protéine CD46, comme l’acide sialique et la protéine CAR, est également utilisée 

comme récepteur par de nombreux pathogènes humains (virus et bactéries) comme la 

rougeole (Naniche et al., 1993), l’herpès (Greenstone et al., 2002) et le streptocoque 

(Giannakis et al., 2002). Les zones d’interaction entre la protéine CD46 et son site de 

reconnaissance varient suivant les pathogènes. 

Il a été montré que l’HAd37 interagissait aussi avec le CD46 (Wu et al., 2004). 

 

d. Les CD80 et CD86 

 

Les protéines CD80 et CD86 appartiennent à la superfamille des Igs. Elles sont 

connues pour leur fonction d’activation des lymphocytes T (Greenwald et al., 2005). Des 

travaux récents ont montré que l’HAd3 interagissait avec les protéines CD80 et CD86 (Short 

et al., 2004) mais pas avec la protéine CD46. Les auteurs suggèrent qu’il existe probablement 

un autre récepteur pour l’HAd3, au moins dans les cellules Hela, car une neutralisation de 

CD80 et CD86 par des anticorps ne réduit l’infection que de 50%. D’autres études 

généralisent les protéines CD80 et CD86 comme étant des récepteurs pour les adénovirus 

appartenant au sous-groupe B (Short et al., 2006). 

 

e. Le MHC-1 (Major histocompatibility complex class 1) 

 

Le domaine C-terminal α2 du complexe majeur d’histocompatibilité de classe 1 MHC-

1 est reconnu par les HAd2 et HAd5 et sert de récepteur dans les cellules Hela et Daudi 

exprimant cette protéine (Hong et al., 1997). Cependant, d’autres études ont montré que 

Figure 1.19: La structure cristallographique 

du complexe tête de fibre d’HAd11 (coloré) et 

son récepteur CD46 (gris).  



 45 
 

l’HAd5 ne peut pas se lier à des cellules d’hamster exprimant la protéine MHC-1 (Davison et 

al., 1999). Encore une fois, les données sont contradictoires, d’autres données sont nécessaires 

pour éclaircir le rôle exact de MHC-1 dans l’infection virale par les HAd2 et 5.  

 

f. Le VCAM-1 (Vascular cell adhesion molecule 1) 

 

Egalement connue sous le nom de CD106, cette protéine joue un rôle important dans 

le système de réponse immunitaire. Comme la protéine CAR, la protéine VCAM-1 est une 

immunoglobuline qui peut être reconnue par l’HAd5 (Chu et al., 2001).   

 

g. Les Héparanes Sulfates  

 

Les héparanes sulfates (HS) sont des polysaccharides sulfatés exprimés de façon 

ubiquitaire à la surface des cellules de mammifères et dans les matrices extracellulaires. Ces 

molécules jouent un rôle central dans de nombreux processus biologiques tels que la 

prolifération cellulaire, l'adhésion cellulaire, la chémo-attraction, l'inflammation, la 

coagulation, l'assemblage de matrice, le développement embryonnaire, etc. Les héparanes 

sulfates sont liés à un cœur protéique et forment alors des protéoglycanes (HSPGs), le 

domaine protéique de liaison aux HS peut être utilisé par un grand nombre de micro-

organismes pathogènes, en particulier les virus, pour s'ancrer à la surface cellulaire. L’HAd2, 

l’HAd5 interagissent avec les héparanes sulfates (Dechecchi et al., 2001; Dechecchi et al., 

2000), cette interaction se fait probablement via la tige de la fibre (Smith et al., 2003). La base 

de penton d’HAd3 interagit avec les HS, toutefois, l’HAd3 entier ne semble pas s’y fixer 

(Fender et al., 2008; Vives et al., 2004). 

 

h. Les Intégrines αMβ2 et αLβ2 

 

L’attachement du virus à la surface de la cellule peut parfois dépendre directement 

d’une interaction entre la base de penton et les intégrines. L’HAd2 dépourvu de fibre est 

capable d’infecter des monocytes qui n’expriment pas de protéine CAR. L’infection est 

provoquée par un attachement primaire aux intégrines αMβ2 et αLβ2 suivi par une interaction 

avec l’intégrine αv nécessaire pour l’internalisation du virion (Huang et al., 1996). 
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La diversité des récepteurs utilisés par les Ads pour se fixer aux cellules, permet 

l’infection de plusieurs types de tissus cellulaires. Le travail d’identification de ces récepteurs 

n’est pas encore terminé, d’autres récepteurs d’adénovirus restent probablement à identifier.  

 

Tableau 1.2: Récapitulatif des récepteurs connus pour les HAds. Les complexes récepteur-tête de 
fibre dont la structure cristallographique est connue sont indiqués en rouge. Les sérotypes dont la 
structure cristallographique de la tête de fibre est connue sont soulignés.  
 

Sous 

groupe 

Sérotype Récepteur Références Longueur de la 

fibre (nm) 

Tropisme 

12 ; 31 CAR (Bewley et al., 1999) A 

 18 ?  

28-31 Intestinal 

3 CD46 

CD80/86 

(Fleischli et al., 2007) 
(Short et al., 2004) 

16 ; 21 ; 50 CD46/80/86  

B1 

7 CD46?  

11 ; 35 CD46 (Persson et al., 2007) 
(Fleischli et al., 2007) 

B2 

14 ; 34 CD46/80/86  

 

 

 

9-11 

 

 

 

Respiratoire 

Oculaire 

Rénale 

 

2 ; 5 CAR, 

Héparane sulfate 
MHC-1 

(Bergelson et al., 1997) 
(Dechecchi et al., 2000) 
(Dechecchi et al., 2001) 
(Hong et al., 1997) 

C 

1 ; 6 ?  

 

23-31 

Respiratoire 

lymphatique 

 

8 ; 19a Acide sialique  

15 ; 19p Acide sialique 

CAR 
(Burmeister et al., 2004) 

37 

 

Acide sialique 

 

CD46 

(Burmeister et al., 2004) 
(Seiradake et al., 2006) 
(Wu et al., 2001) 

D 

9 10 13 17 20 22-30 32 

33 36 38 39 42-49 51 

 

? 

 

 

 

 

12-13 

 

 

 

Oculaire 

Intestinal 

 

E 4 CAR  17 Respiratoire 

Oculaire 

41 CAR  (longue)  33 F 

40 ?  28 

Intestinal 

 

 
 
1.4.2. Fixation au Récepteur Secondaire et Internalisation 

 

L’attachement de l’Ad à la surface de la cellule via la tête de fibre est suivi par une 

interaction entre les intégrines et la base de penton (Mathias et al., 1994; Wickham et al., 

1993). L’assemblage d’intégrines à la surface de la cellule induit une multitude de signaux 

facilitant l’internalisation du virus par la voie d’endocytose (Greber, 2002; Meier and Greber, 

2004). La majorité des bases de penton des adénovirus interagissent avec les intégrines via le 

motif RGD (Arg-Gly-Asp). Parmi ces intégrines, nous retrouvons αvβ3, αvβ5 (Wickham et 

al., 1993), αvβ1 (Li et al., 2001), α5β1 (Davison et al., 1997), αMβ2 et αLβ1 (Huang et al., 
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1996). Les intégrines αvβ3 et αvβ5 sont capables de déclencher l’endocytose, αvβ5 permet une 

meilleure perméabilité de la membrane et par conséquent la libération des particules de 

l’endosome (Wang et al., 2000; Wickham et al., 1994). 

L’interaction base de penton-intégrine active de nombreuses voies de signalisation 

cellulaire. Ainsi, l’activation de la voie des kinases PI-3K (phosphoinositide-3-OH kinase) 

déclenchant la famille des GTPase Rho, la polymérisation et la réorganisation de l’actine pour 

faciliter l’endocytose (Li et al., 1998; Meier and Greber, 2004). L’endocytose des vésicules 

recouvertes de clathrines est la voie majoritaire d’entrée des Ads dans la cellule. Cependant, il 

est évident qu’au moins une autre voie existe. Meier et al. (2002) ont montré que la liaison de 

l’HAd2 à la surface des cellules épithéliales déclenchait une macropinocytose de manière 

simultanée avec l’endocytose (Meier et al., 2002). La macropinocytose nécessite l’activation 

des intégrines αv, la F-actine, la protéine kinase C (PKC) et les petites protéines G de la 

famille Rho (GTPases). 

Le processus de déshabillage séquentiel du virus commence par la dissociation de la 

fibre de la capside et finit par la pénétration de l’ADN dans le noyau (Greber et al., 1993; 

Nakano et al., 2000). La séquence exacte de déshabillage du virus n’est pas connue mais 

celle-ci débute en même temps que l’acidification de l’endosome avec le relargage de la fibre. 

Le virus partiellement déshabillé est ensuite transporté jusqu’au pore nucléaire grâce à 

l’interaction avec des protéines motrices de type dynéine, circulant sur le réseau de 

microtubules (Greber and Way, 2006; Greber et al., 1993; Nakano et al., 2000). Les virus vont 

alors s’accumuler au niveau de la membrane nucléaire (Leopold et al., 1998; Suomalainen et 

al., 1999) où des étapes supplémentaires de déshabillage se produisent (Greber et al., 1997) 

permettant ainsi l’injection de l’ADN dans le noyau. L’étape de translocation du virus vers le 

noyau est rapide et elle survient 30 à 60 minutes après l’infection de la cellule. Les premières 

étapes de transcription peuvent alors commencer. Peu de temps après la pénétration de l’ADN 

dans le noyau, les premiers ARNm apparaissent dans le cytoplasme (Fig. 1.20). 

Le cycle d’infection par l’Ad se déroule en deux phases. La phase précoce, avant la 

réplication de l’ADN, est caractérisée par le passage du génome dans le noyau, suivi par une 

expression sélective des gènes précoces. La phase précoce prépare la cellule à la réplication 

de l’ADN viral permettant ainsi la transcription et la traduction des gènes tardifs. La phase 

tardive, après la réplication de l’ADN, est marquée par la synthèse des protéines structurales. 

Enfin, l’assemblage des protéines structurales et la maturation du virus ont lieu dans le noyau. 
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Figure 1.20: Le cycle viral de l’adénovirus basé sur l’étude des HAd2 et HAd5. Les trois couleurs 
indiquent les phases : très précoce (blanc), précoce (jaune) et tardive (vert). Les flèches sont 
numérotées et représentent les différentes étapes clefs du cycle d’infection: 1. L’attachement de l’Ad 
au récepteur primaire. 2. L’attachement au récepteur secondaire (intégrines) et l’internalisation par 
endocytose dans une vésicule à clathrines. 3. L’internalisation dans l’endosome précoce. 4. Relargage 
de la capside de l’endosome et perte de certaines protéines. 5. Transport vers le pore nucléaire via les 
microtubules. 6. le génome est injecté dans le noyau. 7. Transcription de la région E1A. 8. Export des 
ARNm de E1A dans le cytosol. 9. Traduction des ARNm de E1A. 10. Transport des protéines de E1A 
dans le noyau. 11. Ces protéines induisent la transcription des gènes précoces. 12. Export des ARNm 
précoces. 13. Traduction des protéines précoces. 14. Import des protéines précoces. 15 et 16. 
Induction de la réplication virale par les protéines précoces. 17. Transcription des gènes tardifs. 18. 
Export des ARNm tardifs. 19. Traduction des protéines majeures (surtout les protéines de la capside). 
20. Import des protéines majeures et assemblage de la capside dans le noyau. 21. Encapsidation de 
l’ADN viral. 22. Maturation et relargage de l’Ad. (Le cycle viral est tiré de la thèse d’Elena Seiradake 
avec son accord). 
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1.4.3. La Phase Précoce d’Infection 

 

Pendant la phase précoce, les protéines nécessaires à la réplication du virus et à la 

modulation de la réponse immune de l’hôte sont produites. Toutes ces protéines se trouvent 

sur des unités de transcription précoces appelées E1, E2, E3 et E4 (E pour early).  

Après pénétration de l'ADN viral dans le noyau, la phase précoce débute par 

l'expression du gène très précoce E1A. Les protéines E1A proviennent d’un épissage 

alternatif du gène précoce E1. E1A comporte deux protéines majeures: 13S (ou 289R) et 12S 

(ou 243R). Ces protéines sont nécessaires à la modulation du métabolisme de la cellule dans 

le but de le rendre plus favorable à la réplication virale (elles inhibent la multiplication et la 

différenciation cellulaire) (Berk, 1986). Les deux ARNm codent pour deux transactivateurs 

capables de stimuler la transcription des gènes viraux précoces impliqués dans la réplication 

du génome viral (E1B, E2, E3 et E4) (Brockmann and Esche, 2003), mais aussi de gènes 

cellulaires impliqués dans la prolifération cellulaire (Zhao et al., 2003). La synthèse des 

protéines de E1A induit également l’apoptose de la cellule en activant la protéine p53. Pour 

éviter une mort cellulaire précoce par apoptose (et donc un arrêt du cycle viral) deux protéines 

codées par la région précoce E1B, 19K et 55K, sont synthétisées. La protéine E1B-19K, un 

équivalent fonctionnel d’un régulateur anti-apoptotique Bcl-2, est capable d’inhiber plusieurs 

voies d’apoptose (Chiou et al., 1994). La protéine E1B-55K, en complexe avec une autre 

protéine précoce (E4-ORF6), dirige la protéine p53 vers le protéasome pour une dégradation 

(Harada et al., 2002). La protéine E1B-19K est inhibée tardivement par la protéine d’E3 qui 

joue un rôle dans la destruction de la cellule.  

Chez les Mastadénovirus, la région E3 code pour 5 à 9 protéines selon les espèces. 

Toutes ces protéines permettent à la cellule infectée d’échapper au système immunitaire inné 

(Wold and Gooding, 1989). Un des produits du gène E3 est la protéine ADP (adenovirus 

death protein) qui facilite la lyse cellulaire lors de la libération des virus (Tollefson et al., 

1996). 

La région E4 code pour au moins 7 protéines différentes, parmi lesquelles les protéines 

ORF3 et ORF6 qui sont les plus étudiées. Ces deux protéines forment avec la protéine E1B-

55K un complexe qui est impliqué dans la perturbation et la réorganisation des structures de la 

matrice nucléaire nommée PML (Promyelocytic Leukemia) (Evans and Hearing, 2003). Le 

complexe E4-ORF6/E1B-55K est localisé dans le site de réplication de l’Ad où il recrute 

différents composants associés au PML impliqués dans différentes fonctions (transcription, 

réparation d’ADN, réplication, …) (Doucas et al., 1996). Le complexe E4-ORF6/E1B-55K 
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induit l’expression des gènes tardifs ainsi que le transport nucléaire des ARNm tardifs (Flint 

and Gonzalez, 2003).  

À ce stade du cycle viral, l’Ad transcrit aussi un ensemble d’ARNs appelés VA RNAs. 

Ces ARNs, transcrits par l’ARN polymérase de type III, ne sont pas traduits mais jouent un 

rôle dans le combat contre les systèmes de défense cellulaires et dans la traduction efficace de 

l’ARNm viral (Russell, 2000).  

La réplication de l'ADN viral qui commence 6 à 8 heures après le début de l'infection, 

est nécessaire pour marquer la transition entre les phases précoce et tardive de l'infection. Les 

protéines nécessaires pour la réplication virale sont codées par la région précoce E2 du 

génome viral: la polymérase, le précurseur de la protéine TP (pTP terminal protein) et la DBP 

(DNA binding protein). La réplication est initiée au niveau des régions ITRs à chaque 

extrémité du génome qui servent d’origine de réplication. La protéine pTP, se lie à la 

polymérase et sert d’amorce pour la réplication. Lors de l’élongation, la protéine DBP 

recouvre l’ADN monocaténaire néo-synthétisé et le protège contre l'activité des nucléases 

cellulaires. Cette protéine aide aussi le défilement de l’ADN double brin lors de l’élongation 

(Dekker et al., 1997). La maturation de la protéine pTP après digestion par la protéase virale 

donne naissance à la protéine TP liée de façon covalente aux extrémités 5’ de l’ADN 

bicaténaire. 

 

1.4.4. La Phase Tardive d’Infection 

 

Les gènes tardifs sont regroupés sous un seul opéron composé de 5 régions: L1, L2, 

L3, L4 et L5. La transcription de ces gènes est contrôlée par le promoteur majeur tardif (MLP, 

pour Major Late Promoter). Le regroupement de plusieurs gènes sous la régulation d’un seul 

promoteur permet une expression simultanée de toutes les protéines tardives. 

Deux gènes IVa2 et IX sont exprimés lorsque la synthèse de l'ADN viral débute 

(Binger and Flint, 1984), elles auraient un rôle dans l’activation des gènes tardifs. Le début de 

la phase tardive est marqué par l’activation du promoteur MLP (12 heures après infection). 

L’unité de transcription tardive majeure (MLTU major late transcription unit) code pour les 

protéines de la capside (sauf la IX) ainsi que pour d’autres protéines nécessaires pour 

l’assemblage, l’encapsidation et la maturation du virion : 100K, 52K, 33K, 22K et la protéase 

virale. Les protéines structurales sont importées dans le noyau, où l’assemblage de la 

procapside a lieu (Perez-Romero et al., 2006). L’assemblage est achevé par l’encapsidation du 

génome et le positionnement du penton. La capside subira une étape de maturation par 
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protéolyse des protéines structurales par la protéase virale encapsidée. Ces événements sont 

accompagnés par des changements majeurs au niveau de l’infrastructure du noyau et de la 

perméabilité de la membrane nucléaire (Rao et al., 1996). Ceci facilite la progression du virus 

depuis le noyau vers le cytoplasme. La désintégration de la membrane plasmique et le 

relargage des particules virales dans le milieu extracellulaire (environ 104 virus par cellule) 

sont contrôlés par la protéine ADP (Tollefson et al., 1996) et constituent les étapes finales du 

cycle viral. 

 

1.5. L’Intérêt des Adénovirus pour la Thérapie Génique  

 

La thérapie génique vise à introduire un ou plusieurs gènes dans certaines cellules d’un 

patient afin de complémenter ou de remplacer un gène défectueux. La thérapie génique est un 

terme général qui englobe plusieurs méthodes et stratégies thérapeutiques. Actuellement, plus 

de 1300 essais cliniques auraient été réalisés dans le monde, 70% de ces essais se sont 

focalisés sur le traitement du cancer, environ 20% sur le traitement de maladies héréditaires 

classiques et 10% sur des infections diverses comme les infections virales (Gardlik et al., 

2005). Les vecteurs viraux sont utilisés dans environ 70% des essais cliniques pour délivrer 

des gènes. L’adénovirus (~25% des essais) et le rétrovirus (~23%) sont les vecteurs viraux les 

plus utilisés dans les essais. D’autres méthodes de transfert de gènes ont été élaborées pour ne 

pas recourir aux virus: injection directe d’ADN, lipofection (le matériel génétique est contenu 

dans des liposomes), gene-gun et l’électroporation in vivo (Gardlik et al., 2005). A l'inverse 

des vecteurs viraux, ils sont plus faciles à produire, à manipuler et à stocker, mais leur 

efficacité est bien moindre (http://www.wiley.co.uk/genmed/clinical/). 

Les Ads sont relativement faciles à produire en grande quantité, ils infectent de nombreux 

types cellulaires quiescents ou en division et permettent une expression efficace des gènes 

dans le noyau. Ceci explique leur utilisation fréquente pour le développement des vecteurs de 

transfert de gènes. Leur génome ne s’intègre pas (dans la plupart des cas) à celui de la cellule 

hôte ce qui a l’avantage de minimiser le risque de transformation, mais entraîne aussi la perte 

d’expression du transgène dans des cellules en prolifération. Une expression à long terme 

nécessitera donc, soit des traitements répétitifs avec le vecteur, soit le ciblage des cellules 

post-mitotiques.  

De nombreux avantages ont été citée quant a l’utilisation des adénovirus en thérapie 

génique, la limitation majeure dans de ces vecteurs reste la réponse immunitaire intense liée à 

la fois à une stimulation de l'immunité innée et à l'induction d'une réponse cellulaire et 
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humorale spécifique de l'adénovirus dû à l’antigénicité des protéines de la capside. 

L’inefficacité de transfert de gène par les adénovirus est attribuée à la réponse humorale et la 

préexistence des anticorps chez les patients. La majorité des humains adultes possèdent des 

anticorps conte l’HAd5 et dans 57% des cas ils sont capables de neutraliser l’Ad (Schulick et 

al., 1997). Plusieurs travaux montrent les régions épitopes des protéines à la surface de la 

capside, notamment celles de l’hexon (Crawford-Miksza and Schnurr, 1996; Toogood et al., 

1992), de la fibre (Fender et al., 1995; Liebermann et al., 2001; Liebermann et al., 2002; Mei 

and Wadell, 1996) et de la base de penton (Hong et al., 2003). Afin d’améliorer l'efficacité de 

livraison du gène thérapeutique aux cellules cibles, quelques travaux visent l'altération des 

épitopes les plus immunogéniques et des domaines d'interaction de la capside avec les cellules 

du système immunitaire ainsi que l’utilisation d’adénovirus animales  

 

Pour minimiser la propagation incontrôlée du virus et limiter les réactions inflammatoires 

dues aux virus, trois générations successives de vecteurs adénoviraux non réplicatifs ont été 

développées (Russell, 2000). Dans la première génération de vecteur adénoviraux, les gènes 

E1 et/ou E3 ont été délétés, permettant l’introduction de plus de 6.5 kb d’ADN étranger dans 

la capside (Russell, 2000) (l’Ad sauvage ne peut incorporer que 2 kb d’ADN étranger en plus 

de son génome). La délétion de la région E1 du génome empêche la transcription de la région 

E2 (qui est activée par E1) et par conséquent inhibe la réplication indésirable du virus. Il est 

cependant évident que la délétion des régions E1B et/ou E3 rend les cellules infectées plus 

vulnérables à l’apoptose et moins favorables à la transcription du transgène.  

Les vecteurs de deuxième génération, présentent une délétion partielle ou totale des gènes 

de la région E2. Ce type de construction évite les problèmes de réplication non contrôlée 

présents dans les vecteurs de la première génération (Russell, 2000). Cependant, de fortes 

réactions inflammatoires induites par ce type de vecteur restent un problème majeur pour ces 

vecteurs. Ces réactions sont particulièrement importantes lors d’infections répétées.  

Dans les vecteurs de troisième génération, tous les gènes viraux ont été supprimés. Seules 

les régions ITRs et la séquence d’encapsidation ont été conservées (Amalfitano et al., 1998; 

Parks et al., 1996). Désignés aussi sous le nom de ‘gutless’ ou ‘helper dependent’, ces virus 

ont besoin d’un ‘helper virus’ pour assurer leur production (Russell, 2000). Ils peuvent 

acheminer des transgènes de grande taille (en théorie environ 30 kpb) dans les cellules cibles, 

et contrairement aux vecteurs de première et deuxième génération, la réponse immunitaire a 

été largement réduite. Plusieurs problèmes sont toutefois associés à cette méthode: la 
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contamination de la solution de vecteurs par du ‘helper virus’ infectieux et l’instabilité du 

vecteur.  

Les vecteurs adénoviraux non réplicatifs ont été utilisés dans la thérapie anti-cancer, sans 

grand succès. En général, ces vecteurs ne transduisent pas de manière efficace les cellules 

cancéreuses et ne se propagent pas à partir de leur lieu d’injection ce qui n’entraîne qu’un 

effet thérapeutique très modeste. Ceci est souvent dû soit à l’absence du récepteur CAR dans 

certaines tumeurs, soit à des tumeurs difficiles d’accès à cause des barrières anatomiques 

incluant la vascularisation et la matrice extracellulaire ou encore à l’effet du vecteur limité 

dans le temps. Pour remédier à ce problème, un nouveau type de vecteur a été développé: les 

CRAds (conditionally replicating adenoviruses). La majorité des approches utilisées pour 

générer les CRAds vise à modifier les gènes de la région E1 qui seront complémentés dans les 

cellules cancéreuses pour maintenir leur expression (Bischoff et al., 1996; Rein et al., 2006). 

La première stratégie pour arriver à ce but vise à construire des CRAds avec des mutations de 

la protéine E1B55k (en temps normal cette protéine se lie à la protéine p53 et la désactive 

permettant ainsi la réplication du vecteur dans les cellules infectées et la propagation virale). 

Le vecteur mutant pour la protéine E1B55k ne peut pas réguler l’activité de p53. Après la 

pénétration du virus, la protéine p53 pourra donc bloquer l’infection en arrêtant le cycle viral 

et éviter la propagation du virus dans les cellules saines. Les cellules cancéreuses n’exprimant 

pas la protéine p53, ce vecteur sera capable de s’y répliquer, de provoquer la lyse cellulaire et 

d’infecter d’autres cellules cancéreuses (Rein et al., 2006). La deuxième stratégie employée 

pour construire des CRAds vise à contrôler la réplication virale par un promoteur spécifique 

présent dans la tumeur (Davydova et al., 2004; Rein et al., 2006). 

Parmi les nombreuses autres voies explorées en thérapie génique, nous pouvons citer le 

recours à des adénovirus « non humains ». Ces virus, parmi lesquels des adénovirus aviaires, 

ovins, bovins et canins ont un grand avantage sur leur homologue humain car dans la plupart 

des cas ils ne déclenchent pas de réponse immunitaire importante chez l’homme. L’Ad canin 

de sérotype 2 (CAV-2), qui a un tropisme pour les neurones humains, a été proposé comme 

vecteur pour les maladies neuronales (Kremer, 2005).  
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La Modification du Tropisme d’Ad: 

 Les HAd2 et 5 sont les sérotypes couramment utilisés pour la thérapie génique, ils 

reconnaissent le récepteur CAR. L’omniprésence de ce récepteur dans les tissus humains 

constitue un avantage lorsque l’on veut cibler plusieurs types de tissus cellulaires, mais elle 

présente également un inconvénient majeur lorsqu’il s’agit de cibler spécifiquement un type 

cellulaire précis. Il est assez aisé de détruire le tropisme naturel des adénovirus (en mutant la 

zone de reconnaissance du récepteur au niveau de la tête de la fibre) mais le reciblage du virus 

reste plus problématique et passe par une modification de la capside. Différentes méthodes de 

reciblage sont utilisées (Fig. 1.21), celles-ci sont détaillées dans la revue de Campos et Barry 

(Campos and Barry, 2007). 

• Modification génétique de la capside induisant un nouveau tropisme 

Cette méthode consiste à fusionner génétiquement une protéine de la capside à un 

peptide de reciblage reconnu par un récepteur à la surface de la cellule. Plusieurs régions de la 

capside telles que la boucle HI et le domaine C-terminal de la fibre, la boucle RGD de la base 

de penton, la région hypervariable de l’hexon et le domaine C-terminal de la protéine IX ont 

fait l’objet d’une fusion, (Dmitriev et al., 1998; Dmitriev et al., 2002; Vellinga et al., 2006; 

Wickham et al., 1996a). 

• Utilisation d’un adaptateur moléculaire  

Le cas le plus général consiste à conjuguer les virus à des anticorps bi-spécifiques qui se 

lient à la fois à la fibre et à la cellule. Cette procédure permet par ailleurs l’abolition du 

tropisme naturel du virus (Wickham et al., 1996b). 

• Modification chimique de la capside 

La modification du virus se fait dans ce cas à l’aide d’une réaction chimique qui va lier de 

façon covalente une molécule à la surface de la capside (Fisher et al., 2001; Lanciotti et 

al., 2003). 

• Remplacement de la fibre  
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Un nouveau virus est construit de manière génétique en remplaçant une partie de la fibre 

ou la fibre entière du virus par celle d’un autre sérotype pour cibler un nouveau type de 

récepteur (Havenga et al., 2002; Shayakhmetov et al., 2000; Tsuruta et al., 2007). 

          

Figure 1.21: Description schématique des quatre stratégies majeures de reciblage des Ads 
vers de nouveaux types cellulaires (Campos and Barry, 2007). 
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Les Objectif Principaux de la Thèse  
 
 

Le travail de ma thèse a été dédié à l’étude structurale des protéines de la capside de 

l’adénovirus. Dans un premier temps je me suis intéressée aux protéines mineures sur 

lesquelles aucune donnée structurale n’existe. Dans cette optique, j’ai essayé de cristalliser 

plusieurs constructions des protéines IX et IIIa. Ces deux protéines se sont avérées insolubles 

et instables en solution et aucun cristal n’a été obtenu. Malgré l’échec des essais de 

cristallisation, nous avons accumulé de nombreuses données biochimiques qui aident à mieux 

comprendre le comportement de ces protéines.  

Dans un deuxième temps, je me suis intéressée à la structure des protéines majeures de 

l’adénovirus. J’ai donc obtenu des cristaux de la fibre courte de l’adénovirus aviaire de 

sérotype 1. Ce virus possède deux fibres accrochées à la même base de penton, cette 

particularité a suscité notre intérêt quant au rôle de la deuxième fibre. A la fin de ma thèse le 

projet de l’amélioration de la diffraction des cristaux du dodécaèdre de l’HAd3 m’a été 

confié. Cette partie de ma thèse m’a permis d’avoir accès à un projet de cristallographie sur 

un très grand complexe symétrique (3.5 MDa). J’ai donc réussi à obtenir une condition de 

cristallisation donnant lieu à une diffraction à haute résolution, le travail de résolution de la 

structure sera réalisé après la soutenance de ma thèse.  
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2. Matériels et méthodes  
 

 

 

2.1. Sous Clonage 

 

Les protocoles de sous-clonage incluant PCR (Polymerase Chain Reaction), purification 

d’ADN, digestion, déphosphorylation et enfin ligation sont fournis par les différentes 

entreprises qui mettent au point les enzymes et les kits.  

Pour tous les clonages, les clones positifs sont sélectionnés d’abord par PCR sur colonie puis 

vérifié par minipréparation d’ADN, digestion enzymatique et enfin par séquençage. 

 

La protéine IX de l’HAd5: 

 

Les différents mutants de la protéine IX (numéro d’accession P03281) ont été introduits dans 

le vecteur pET-3a-6His (résistance à l’ampicilline) par le Dr M Rosa-Calatrava sauf les 

domaines N et C-terminaux que nous avons introduits nous même dans le vecteur pET28a-

TEV.  

Les fragments N-terminal (entre le  1er et le 58ème acide aminée) et C-terminal (entre le  85ème 

et le 140ème aa) de la protéine IX ont été amplifié par PCR à partir du clone sauvage de la 

protéine IX en utilisant les amorces suivantes (les séquences soulignées présentent les sites de 

restriction) :  

 

C-terminal sens        5’-CTG ATG CAT ATG CTT GCA AGC AGT GCA GC  

C-terminal anti-sens 5’-CTG ATG GGA TCC TTA AAC CGC ATT GGG AGG 

N-terminal sens        5’-CTG ATG CAT ATG ATG AGC ACC AAC TCG TTT GAT G   

N-terminal anti-sens 5’-CTG ATG GGA TCC TTA CTC CAA CGG CGT TCC AGA C  

Les fragments ont été insérés entre les sites de restriction Nde1 et BamH1 du vecteur pET28a-

TEV. Le vecteur pET28a-TEV permet l’expression de la protéine fusionnée à une étiquette 6-
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His du côté N-terminal. Cette étiquette polyhistidine qui sert à la purification de la protéine 

par chromatographie d’affinité, peut être éliminée avec la protéase TEV (Tobacco Etch 

Virus).  

 

La protéine IIIa de l’HAd5 : 

 

Le clone de la protéine sauvage (numéro d’accession P12537) inséré dans le vecteur pET28a-

His6 nous été fourni par le Dr. Saw See Hong. A partir de ce plasmide j’ai réalisé douze 

constructions de la protéine IIIa tronquées des côtés N et/ou C-terminaux. Six des douze 

constructions commencent à l’acide aminé 1 et les six autres à l’acide aminé 20, les deux 

amorces sens sont : 

Sens-1   5’-ATG GGT CATATG ATG ATG CAA GAC GCA ACG GAC C 
Sens-20 5’-ATG GGT CAT ATG ATG CTT AAC TCC ACG GAC GAC TGG C 

 
Les 12 constructions sont tronquées du côté C-terminal entre les acides aminés 390 et 440, les 
amorces anti-sens sont : 

 

Après une amplification par PCR, les inserts ont été introduits entre les sites de restriction 

NdeI et SacI du vecteur pET9 (résistant à la kanamycine). Le vecteur pET9 ne code pas pour 

l’étiquette 6-His. J’ai donc recloner les fragments 1-430 ; 20-390 ; 20-400 et 20-410 en 

introduisant une étiquette 6-His avec un site de coupure à la TEV du côté N-terminal de la 

séquence. Pour générer ce plasmide deux étapes d’amplification par PCR ont été nécessaires. 

La première PCR sert à rajouter le site de coupure à la TEV en utilisant les mêmes amorces 

anti-sens et les amorces sens suivantes:  

 

                                                                                           Site TEV 

Sens-1   5’-TTATGATATTCCAACTACCGAGAATTTGTATTTTCAGGGGATGATGCAA 

GACGCAACGGACC 

Construction Anti-sens 

1 ou 20-390 aa 5’-CTGATG GAGCTCTTACCAGTGCGGGTTCAAGATGG 

1 ou 20-400 aa 5’-CTGATGGAGCTCTTATCCCCCGGTGTAGAAACCAGG 

1 ou 20-410 aa 5’-CTGATGGAGCTCTTAGAATCCATCGTTACCCTCGGG C 

1 ou 20-420 aa 5’-CTGATGGAG CTCTTAAAACACGCTGTCGTCTATGTCGTCC 

1 ou 20-430 aa 5’-CTGATGGAGCTCTTACAACTCTAGCAGGGTCTGCGGTTG 

1 ou 20-440 aa 5’-CTGATGGAGCTCTTACAGCGCCGCCTCTGCC 
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                                     Site TEV 

Sens-20  5’-TTATGATATTCCAACTACCGAGAATTTGTATTTTCAGGGGCTTAACTCC 

ACGGACGACTGGC             

 

La deuxième PCR est réalisée sur le produit issu de la première PCR, elle sert à rajouter 

l’étiquette 6-His. Les amorces anti-sens sont toujours les mêmes et l’amorce sens est la 

suivante :  

                                                                           6-His 

Sens  5’-GAGTATCATATGGGCCACCATCATCACCACCATGATTATGATATTCCAA 

CTACCGAG  

     

Le produit issu de la PCR est introduit dans le vecteur pET9 entre les sites de restriction NdeI 
et SacI.  
 
 
La fibre courte de l’adénovirus aviaire : 

 

Le fragment 201-410 de la fibre courte de l’adénovirus aviaire (numéro d’accession  Q64762) 

a été amplifié par PCR en utilisant les amorces suivantes : 

 

Sens     5’-CTG ATG GGA TCC CTG TAC CAA GCG CCC ACT AG 

Anti-sens 5’-CTG ATG CTC GAG TCA GAC CGT AAC GGG GGC G 

 

L’insert a été introduit dans le vecteur d’expression pProEx HTb (Life Technologies) entre les 

sites de restriction XhoI et Bam-HI. Le plasmide permet l’expression de la protéine fusionnée 

à une étiquette 6 - His du côté N-terminal non clivable.  

 

2.2. Surexpression dans le Système Bactérien 

 

Des cellules d’Escherichia Coli, souche BL21star compétentes (Invitrogen), sont 

transformées par choc thermique, avec un des plasmides d’intérêts. Elles sont ensuite étalées 

sur un milieu LB (Luria Broth) solide et sélectif. Une colonie isolée d’E. Coli transformée est 

mise en préculture dans 150 ml de milieu LB en présence d’antibiotiques (35 µg/mL 

chloramphénicol et 50 µg/ml kanamicine ou 100 µg/ml ampicilline selon le plasmide utilisé) 

pendant une nuit à 37°C sous agitation. Six litres de milieu LB sont ensuite ensemencés avec 
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les 150 ml de préculture et mis sous agitation à 37°C jusqu’à une DO600nm comprise entre 0.6 

et 0.8. L’expression de la protéine recombinante est alors induite par 0.5 mM d’IPTG 

(isopropyl–beta-D-thiogalactopyranoside) à une température variant entre 14 et 30°C (selon 

la protéine) pendant une nuit. Les bactéries sont ensuite culottées par centrifugation à 6000 g 

pendant 10 min. 

La protéine marquée avec de l’azote N15 (pour être utilisées en RMN) este produites dans le 

milieu M9 : 

Pour préparer 1L de milieu M9 nous avons besoin de deux solutions préparées fraîchement: 

‘M9 Salt’ 10X et ‘Trace elements solution’ 100X, leurs compositions (pour 1L) ainsi que la 

composition de 1L de milieu M9 est indiquée dans les tableaux ci-dessous :  

 
 ‘M9 Salt’ 10X     ‘Trace elements solution’ 100X                           1 L de milieu M9  
60 g NaHPO4  5 g EDTA  100 ml ‘M9 Solt’ 10X 

30 g KH2PO4  0.83 g FeCl3  10 ml  ‘Trace elements solution’ 100X 

5 g NaCl  84 mg ZnCl2  20 ml 20% (W/V) Glucose 

5 g N15H4CL  13 mg CuCl2  1 ml 1 M MgSO4 

   10 mg CoCL2  0.3 ml 1 M CaCl2 

   10 mg H3BO3  2 ml Biotine (1 mg/ml) 

   1.6 mg MnCl2  2 ml Thiamine (1 mg/ml) 

       Eau et Anticorps approprié  

 

 

Purification du produit d’expression 

 

Le culot de bactéries est resolubilisé dans le tampon de lyse (20 mM Tris HCl pH 8; 300 mM 

NaCl ; 10 mM imidazole) contenant des antiprotéases (20 µM PMSF ; cocktail 

d’antiprotéases complet ; EDTA-free de Roche). Les cellules sont cassées par sonication ou 

par pression (1000 Psi à l’aide de la presse de French ‘Thermo Spectronic’). La protéine 

recombinante est récupérée dans la fraction soluble après une centrifugation à 20 000 g 

pendant 1 heure à 4°C. Les protéines fusionnées avec une étiquette 6-His sont d’abord 

purifiées par chromatographie d’affinité: l’extrait brut est chargé sur une colonne de résine 

agarose-cobalt ou Nickel (Sigma) pré-équilibré dans le tampon de lyse. L’étiquette 

polyhistidine se lie au cobalt par affinité et la protéine reste attachée dans la colonne. Celle-ci 

est lavée d’abord avec le tampon de lyse puis avec ce même tampon auquel on a rajouté 20 

mM d’imidazole. La protéine est éluée grâce au tampon de lyse additionné de 500 mM 
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imidazole (un compétiteur qui décroche l’étiquette polyhistidine de la résine). Une étape de 

dialyse ou de dessalage sur une colonne PD10 (desalting column Amersham) est nécessaire 

pour éliminer l’imidazole. Les protéines dont les étiquettes sont clivables sont incubées avec 

1/100 (pds/pds) de la protéase TEV une nuit à 4°C. La protéase TEV est elle-même également  

fusionnée à une étiquette 6-His qui permettra de la séparer de la protéine d’intérêt clivée sur 

une deuxième colonne d’affinité. 

Une deuxième étape de purification peut être nécessaire, en particulier lorsque la 

protéine est destinée à être utilisé pour les tests de cristallisation. La chromatographie 

d’exclusion de taille ou ‘gel filtration’ permet de séparer les protéines en fonction de leur 

poids moléculaire. Deux colonnes ont été utilisées, la Superdex 200 et la Superdex 75 

(Amersham Pharmacia) selon la taille de la protéine d’intérêt. La colonne est dans un premier 

temps pré-équilibrée dans un tampon (généralement 20 mM Tris-HCl pH 7.9 ; 150 mM NaCl) 

puis 1 mL de solution protéique concentrée est injectée en haut de cette colonne. Les fractions 

éluées sont suivies par absorption aux UVs puis analysées sur un gel de polyacrylamide SDS-

PAGE. 

 

2.3. Surexpression dans le Système Baculovirus 

 

Toutes les étapes de production de la protéine recombinante sont détaillées dans le livre fourni 

sur le site web de Invitrogen: Bac-to-Bac® Baculovirus Expression System. Brièvement, les 

cellules d’insectes sont cultivées en monocouche à 27°C dans des flasques en plastique de 75 

cm² à 300 cm². La production et le titrage des baculovirus recombinants sont réalisés sur des 

cellules Sƒ21 (souche Spodoptera ƒrugiperda). Les cellules HF (souche High FiveTM 

Invitrogen) sont utilisées pour l’expression des protéines recombinantes. Les cellules 

d’insectes sont cultivées dans du milieu TC100 (Invitrogen) supplémenté avec 10 % de sérum 

de veau fœtal et des antibiotiques (pénicilline / streptomycine).  

 

Purification du produit d’expression 

 

Les cellules d’insecte sont resolubilisées dans le tampon de lyse (20 mM Tris-HCl pH 7.9 ; 

150 mM NaCl) puis cassées par plusieurs cycles de congélation décongélation (classiquement 

4 cycles entre -200 et 37°C).  

Suivant ce protocole, j’ai pu exprimer la base de penton d’adénovirus aviaire mais 

malheureusement cette protéine était insoluble. La base de penton de l’HAd3 a elle aussi été 
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surexprimée dans les cellules d’insecte par le Dr. Pascal Fender. Le Dr. Fender nous a fourni 

la protéine après une étape de purification sur gradient de sucrose suivie d’une étape de 

dialyse contre le tampon suivant: 20 mM Tris-HCl pH 7.9 ; 20 mM de NaCl. La protéine a été 

ensuite purifiée grâce à une chromatographie échangeuse d’anions. La protéine est chargée 

sur une Mono-Q (Amersham), lavée avec le tampon de lyse à 20 mM NaCl puis éluée grâce à 

un gradient linéaire de NaCl variant depuis 0.02 jusqu’à 1 M (la protéine est libérée de la 

colonne pour une concentration d’environ 120 mM). La protéine est concentrée jusqu’à 9 

mg/mL, elle est suffisamment pure pour être utilisée directement dans les essais de 

cristallogenèse ou congelée dans de l’azote liquide et conservée à -80°C. 

 

Une fois pure, la qualité des protéines est vérifiée par différents méthodes, notamment: gel 

natif ou SDS-PAGE coloré au bleu de coomassie ou au nitrate d’argent ; western blot ; 

spectrométrie de masse ; séquençage N-ter ; DLS (Diffusion light scattering) ; MALLS-SEC 

(Multiple Angle Laser Light Scattering-size-exclusion chromatography); dichroïsme 

circulaire ; microscopie électronique en coloration négative … etc. Je ne développerais pas 

ces techniques ici. 

 

2.4. Détermination de l’Etat d’Oligomérisation  

 

2.4.1. MALLS-SEC  

 

L’analyse par diffusion de lumière d’un échantillon biologique apporte des renseignements 

sur la taille des particules en solution indiquant ainsi son homogénéité. Pour un résultat fiable, 

cette technique nécessite 20 à 50 µL de protéine avec une concentration élevée (généralement 

plus de 5 mg/mL). L’équipement est constitué d’un détecteur MALLS (Multiple Angle Laser 

Light Scattering) couplé à une chromatographie d’exclusion de taille (SEC size-exclusion 

chromatography) et un réfractomètre (wyatt, 1993). La technique de MALLS-SEC permet 

d’accéder à  la masse moléculaire absolue d’une molécule.  

Brièvement, la colonne d’exclusion de taille est équilibrée dans un tampon Tris-HCl, pH 7.5, 

150 mM NaCl, la protéine est chargée sur la colonne (branchée sur un systhème HPLC). Au 

cours de l’élution la masse moléculaire moyenne est mesurée pour chaque point du 

chromatogramme. L’intensité de la lumière diffusée est directement proportionnelle à la 

concentration en protéine et à la masse moléculaire calculée selon la formule de Zimm 

M=Rθ/K*C, ou M est la masse moléculaire (g/mol) ; C la concentration en protéine (g/mL) ; 



 63 
 

Rθ  le rapport de Rayleigh mesuré pour chaque angle de diffusion θ ; K* est une constante 

optique (la masse moléculaire ne dépend pas du volume d’élution sur la colonne).  

 

2.4.2.  Pontage Chimique  

 

L’interaction inter-moléculaire au sein d’un oligomère peut être soit stable soit transitoire. 

Dans ce dernier cas, son observation par MALLS en solution ne serait pas possible. Le 

pontage chimique couplé à l’analyse de l’échantillon sur gel SDS PAGE offre une méthode 

directe pour identifier les complexes issus aussi bien d’une interaction stable que 

d’interactions transitoires. Le principe de cette technique repose sur l’utilisation d’un agent 

bifonctionnel contenant deux groupements réactifs qui vont chacun créer une liaison 

covalente avec les groupements fonctionnels des acides aminés. Les deux réactions peuvent se 

faire soit au sein d’une même protéine soit entre deux protéines qui sont physiquement 

proches. Plusieurs agents pontants existent mais le glutaraldéhyde est probablement l’agent le 

plus utilisé pour le pontage chimique de protéine.  

Le pontage chimique nécessite l’utilisation d’un tampon sans groupement amine. Les 

protéines ont été transférées dans un tampon phosphate pH 7.5. La protéine concentré à 

environ 0.7 mg/ml est incubée avec des quantités croissantes en glutaraldéhyde fraîchement 

préparé (dans un volume totale de 10 µl). Le mélange est incubé pendant 30 min à 

température ambiante, la réaction est ensuite arrêtée par l’addition de 5 µl du tampon Tris 3 M 

à pH 8.5. Les protéines sont ensuite analysées sur un gel d’électrophorèse dénaturant, SDS-

PAGE.  

La formule chimique de la  glutaraldéhyde:         O=CH–(CH2)3–HC=O 

 

2.5. La Cristallographie aux Rayons X 

 

La cristallographique aux rayons X est devenu la méthode la plus utilisée pour la 

détermination de la structure atomique des macromolécules biologiques. Pour ce faire 

plusieurs étapes sont nécessaires: 1. L’obtention de la protéine pure homogène et en grande 

quantité. 2. L’obtention d’un cristal ordonné qui diffracte à une résolution quasi-atomique. 3. 

La collecte et le traitement des donnés cristallographiques. 4. L’obtention des phases et le 

calcul d’une carte de densité électronique. 5. La construction et l’affinement du modèle. 
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2.5.1. La Cristallogenèse 

 

La diffusion des rayons X par une molécule isolée est trop faible. Pour avoir suffisamment de 

signal pour résoudre une structure nous avons besoin d’un cristal. Celui-ci fournit une 

diffusion cohérente et simultanée par un grand nombre de molécules ordonnées permettant 

ainsi l’addition des contributions et donc une amplification du signal. La première difficulté 

pour obtenir la structure cristallographique d’une protéine est l’obtention du cristal. Comme 

un cristal de sel, un cristal de protéine consiste à un arrangement ordonné dans les trois 

dimensions de l’espace. La méthode de diffusion de vapeur dans des gouttes assises ou 

suspendues est la technique la plus utilisée dans ce domaine. Elle consiste à mélanger dans 

une goutte une solution de protéine (typiquement concentrée entre 1 et 100 mg/mL) et une 

solution de cristallisation contenant un agent précipitant (généralement 1µL de chacune des 

solution), la goutte est ensuite disposé dans une enceinte scellée a proximité d’un réservoir 

contenant la solution de cristallisation (environ 1 mL). En général, la solution de 

cristallisation dans le réservoir contient un agent précipitant qui est deux fois plus concentré 

que dans la goutte. L'équilibre s'établit entre la goutte et le réservoir par diffusion des espèces 

volatiles (surtout de l’eau) entraînant une augmentation progressive de la concentration de la 

protéine  et de l’agent précipitant dans la goutte. La solubilité de la protéine diminue parfois 

en passant par une étape de sursaturation favorable à la nucléation et la croissance cristalline 

sans atteindre directement la précipitation. Le laboratoire a accès par l’intermédiaire du 

partenariat pour la biologie structurale PSB (Partnership in Structural Biology) à un robot de 

cristallisation. Celui-ci crible automatiquement jusqu’à 6x96 conditions commerciales avec 

une quantité de protéine très limitée (100 nL/goutte). La méthode utilisée pour la 

cristallisation est la diffusion de vapeur en goutte assise (0.1 µl de solution protéique et 0.1 µl 

de solution de la condition de cristallogenèse avec un réservoir contenant 100 µl de la 

condition de cristallogenèse).  

Il n’y pas de règle pour obtenir un cristal de protéine. La condition initiale de cristallisation 

est souvent obtenue de façon empirique en testant des centaines de conditions variant au 

niveau du précipitant, du pH et du sel. Les cristaux peuvent être ensuite améliorés afin 

d’obtenir la plus haute résolution possible. Plusieurs facteurs peuvent être visés tels que la 

concentration en précipitant et en protéine, le pH, la température, la force ionique, l'effet 

d'additifs, substrat, ligand, cofacteur, protéine partenaire, le cryoprotecteur … etc.  

Les noms des cribles commerciaux utilisés sont indiqués dans le tableau ci-dessous et toutes 

les compositions sont disponibles sur les sites des fournisseurs. 
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Plaque  Cribles Fournisseur 

IBS1:  Crystal screen I & II   HR 

IBS2:  Crystal screen Lite and PEG-Ion   HR 

IBS3:  MembFac & Natrix  HR 

IBS4: Ammonium Sulfate, QuickScreen, Malonate, Formate   HR 

IBS5: PEG 6K, PEG LiCl, MPD, Mme   HR 

IBS6:  Index Screen   HR 

Hampton Research=HR 

 

2.5.2. Principe de la Diffraction aux Rayons X 

 

Pour étudier la structure des macromolécules à une résolution atomique, il faut disposer d'une 

source de rayonnement qui doit avoir une longueur d'onde du même ordre de grandeur que les 

distances interatomiques (d =1.5Å entre deux atomes de carbone liés par une liaison covalente 

simple), d’où l’utilisation des rayons X qui ont une petite longueur d’onde (λ=0.7 à 2 Å). 

Toutes les données présentées dans cette thèse ont été collectées grâce au rayonnement 

synchrotron sur les ligne de lumière dédiés à la cristallographie des macromolécules à l’ESRF 

(λ~1 Å). Cette source de rayonnement est caractérisée par une faible divergence et de forte 

brillance et intensité réduisant considérablement le temps de collecte et améliorant 

significativement la qualité des données. 

Un cristal peut se décrire comme un réseau aux nœuds duquel se trouve un motif: atome, ion, 

molécule. Il peut être décrit par la translation entière de la maille élémentaire le long des axes 

du réseau. Eventuellement, le contenu de la maille élémentaire est obtenu à partir de l’unité 

asymétrique par des rotation et translation qui définissent le group d’espace. Des plans 

équidistants mais d’orientation différente qui passent par les nœuds de ce réseau s’appellent 

plans réticulaires (l'équidistance est dhkl). La diffraction des rayons X peut être assimilée à une 

réflexion sur ces plans réticulaires. Les ondes réfléchies sur les plans réticulaires successifs 

d’une même famille (caractérisées par un même indice hkl) interfèrent de façon constitutive. 

La diffraction ne se fait qu’à des valeurs de θ particulières qui vérifient la loi de Bragg: 

    2dhklsinθ =nλ    Eq.1, 

où n est entier, λ est la longueur d’onde incident, θ est l’angle incident et dhkl est la distance 

interréticulaire qui définit aussi la résolution de la réflexion hkl. Plus la distance d est petite, 

plus l’angle θ est grand, plus la résolution est grande. Pour une longueur d’onde donnée la 
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plus petite distance d qui respecte la loi de Bragg est λ/2, d’où l’utilisation des rayon X 

(λ~1Å) en cristallographie.  

La diffraction des rayons X par un cristal se fait dans des directions privilégiées de l'espace 

correspondant aux noeuds du réseau réciproque. Le réseau réciproque est la transformée de 

Fourier du réseau direct. Les dimensions de la maille du réseau réciproque sont inversement 

proportionnelles à celles de la maille du réseau direct. Lorsqu’un faisceau monochromatique 

de rayons X éclaire un cristal, la condition de diffraction n’est vérifiée que si un nœud du 

réseau réciproque coïncide avec le vecteur de diffusion à la surface de la sphère d’Ewald. La 

sphère d’Ewald est une sphère de rayon 1/λ dont le centre coïncide avec un noeud du réseau 

réciproque. Pour que les nœuds du réseau réciproque et la sphère d’Ewald se croisent, on fait 

tourner le cristal autour d’un axe perpendiculaire au faisceau incident durant la collecte des 

données. La rotation du cristal entraîne la rotation du réseau réciproque associé. Il faudra donc 

effectuer une rotation d’un certain angle minimum pour collecter des données couvrant la plus 

grande partie de l’unité asymétrique de l’espace réciproque (l’angle de rotation minimum 

dépend du groupe d’espace, plus la symétrie est élevée plus il y a de réflexions équivalentes). 

Pour réduire les erreurs sur les mesures, il faut collecter plusieurs fois des réflexions qui sont 

symétriquement équivalentes. 

 

2.5.3. Traitement des Données  

 

Le traitement des données passe par trois étapes : indexation ; intégration et mise a l’échelle 

du jeu de données. Ce traitement est effectué de manière automatique dans les programmes 

tels que DENZO (Otwinowski and Minor, 1997a; Otwinowski and Minor, 1997b), 

MOSFLM (Leslie, 1992) ou XDS (Kabsch, 1988). La répartition des tâches sur le cliché de 

diffraction est liée au réseau réciproque, au groupe d’espace et l’orientation du cristal dans 

l’espace. L’intensité des tâches contient une partie de l’information sur la densité 

électronique et la position des atomes. Après la détermination des paramètres de la maille, 

du groupe d’espace et de l’orientation du cristal grâce aux positions des tâches sur le cliché 

de diffraction, tous les clichés sont indexés. On affine un certain nombre de paramètres tel 

que la distance cristal-détecteur, la position du centre du détecteur, l’orientation du cristal, 

les paramètres de maille. Pour chaque tâche un indice hkl est attribué, les profils de 

diffraction prédits sont ajustés aux taches observées afin d’obtenir un meilleur accord entre 

les deux. Durant l’intégration l’intensité de chaque tâche est mesurée et le bruit de fond est 
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soustrait. Les images intégrées sont ensuite mises à l’échelle afin de constituer un jeu de 

données complet et homogène. Les réflexions équivalentes par symétrie sont moyennées. 

En effet, chaque image diffère par la dose de rayons X reçue et par la baisse du pouvoir de 

diffraction du cristal (dommages dus au radiation). Le rapport signal/bruit ainsi que les 

valeurs des Rsym entre les réflexions équivalentes sur l'ensemble du jeu de données 

permettent d’estimer la qualité du jeu de données. 

 
où Ιi(h) est une mesure individuelle, <I(h)> est la moyenne pondérée de toutes les mesures des 

réflexions équivalentes I(h) et h est l’indice (h, k, l). 

                                   

2.5.4. Facteur de Structure et Densité Electronique 

Les rayons X sont des ondes électromagnétiques qui interagissent avec le nuage électronique 

des atomes. Un nombre complexe appelé facteur de structure F(hkl) est lié à la densité 

électronique. Le facteur de structure comporte l’amplitude |F(hkl)| et la phase φ(hkl) de l’onde 

diffusée dans une direction particulière par rapport à une onde incidente.  

ρ(xyz) = (1/V) Σhkl F(hkl) exp[-2πi(hx+ky+lz)]    Eq.3, 

F(hkl) = |F(hkl)| exp(iφ(hkl)) 

où V est le volume de la maille ; i est une unité imaginaire ; x, y, z sont des coordonnées 

fractionnelles dans l’espace direct par rapport à la maille élémentaire et h, k, l sont les indices 

des vecteurs du réseau réciproque.  

L’amplitude est proportionnelle à la racine de l’intensité des réflexions mesurées. Cependant 

la phase ne peut pas être mesurée directement. Sans la phase, la densité électronique ne peut 

pas être calculée (Eq.3).  

 

 

Σ <I(h)>  
Rsym = h i 

h

 ΣΣ|Ii(h) - <I(h)>|  
Eq. 2, 
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2.5.5. Obtention des Phases 

 

Plusieurs méthodes permettent l’obtention des phases initiales. Les méthodes les plus utilisés 

sont le replacement isomorphe, la diffusion anomale et le remplacement moléculaire si un 

modèle proche de la structure à résoudre existe. Dans cette thèse nous avons eu surtout 

recours au remplacement isomorphe.  

 

Le Remplacement Isomorphe  

Cette méthode nécessite l’introduction de manière isomorphe d’atome lourd dans le cristal. 

L’atome lourd peut être introduit par plusieurs méthodes. Le trempage du cristal natif dans 

une solution contenant un composé d’atome lourd permet la diffusion de ce dernier à travers 

des canaux de solvant dans le cristal. Le composé se fixe sur des sites précis dépendants de 

l'environnement chimique. Les atomes lourds les plus utilisés sont le mercure, le platine, l’or, 

l’uranium, le sélénium et le gadolinium. Ils interagissent de manière préférentielle avec la 

chaîne latérale de la méthionine, de la cystéine, de l’histidine, du glutamate, de l’acide 

aspartique, de la lysine et du tryptophane. Le temps de trempage dépend de la réactivité du 

composé contenant l’atome lourd. L'incorporation de l'atome lourd peut perturber 

l'empilement cristallin et entraîner un défaut d'isomorphisme entre les cristaux natifs et 

dérivés. D'autres méthodes consistent à introduire un atome lourd avant cristallisation de 

façon covalente. La protéine recombinante contenant de la séléno-méthionine (SeMet) à la 

place de la méthionine peut être produite dans des bactéries auxotrophes à la méthionine 

(Hendrickson et al., 1990).  

 

Le cristal contenant un dérivé d’atome lourd ne diffère du cristal natif que par l’addition de 

l’atome lourd, on parle du replacement isomorphe, d’où :  

FPH= FP + FH      Eq. 4, 

où FPH ; FP et FH représentent le facteur de structure d’indices hkl du cristal dérivé ; du cristal 

natif et de l'atome lourd respectivement. Les amplitudes |FPH| et |FH| sont accessibles 

expérimentalement lors des expériences de diffractions.  
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Pour résoudre la structure nous devons déterminer les positions des atomes lourds. Pour cela 

la fonction de différence de Patterson est utilisée. La fonction de Patterson est une série de 

Fourier qui contient les amplitudes du facteur de structures au carré comme cœfficient, elle est 

donc calculée sans avoir besoin de la phase:  

P(uvw) = (1/V) Σhkl |F(hkl)|² exp-2πi(hu+kv+lw)  Eq. 5 

avec u, v et w comme coordonnées relatives dans la maille de Patterson, qui a les mêmes 

dimensions que la maille élémentaire (réel). Un pic sur les cartes de Pattenson correspond à 

un vecteur interatomique. Exemple: Si on a un axe d’ordre 2 selon z, l'atome en (x,y,z) aura 

un symétrique en (-x,-y,z). La fonction de Patterson aura un pic en (x,y,z) - (-x,-y,z) = 

(2x,2y,0). Le plan Z=0 est le plan dit de Harker. On y retrouve tous les atomes avec comme 

cordonnées 2x,2y. Il est possible de déterminer les coordonnés des atomes lourds en calculant 

la fonction de différence de Patterson entre les amplitudes des facteur de structures du dérivé 

|FPH| et du native |Fp|. A partir des positions des pics sur les cartes de Patterson on peut déduire 

les coordonnées des atomes lourds dans la maille élémentaire, des programmes comme 

SHELXS utilise cette méthode. La phase pour chaque facteur de structure natif peut être 

estimée à partir de la contribution de FH ainsi qui les amplitudes |FH| et |FPH|.  

La Diffusion Anomale 

 

Lorsque les atomes lourds sont excités à une longueur d’onde proche de leur seuil 

d’absorption, ils absorbent de l’énergie créant un déphasage entre l’onde incident et l’onde 

diffracté, ils réémettent de l’énergie sous forme de fluorescence appelé diffusion anomale. Ce 

phénomène se manifeste par la violation de la loi de Friedel qui dit que les intensités des 

réflexion hkl et (-h-k-l) sont égales (paires de Friedel). La méthode de Patterson permet 

ensuite la localisation des diffuseurs anomaux et le calcul de phase. 

 

Le Remplacement Moléculaire 

  

Le remplacement moléculaire peut être utilisé lorsque l’on dispose d’une structure similaire 

connue. Brièvement, le modèle est d'abord orienté dans la maille par une fonction de rotation 

puis positionné dans le cristal par une fonction de translation à l’aide de la fonction de 

Paterson. Le modèle connu, une fois placé dans l’unité asymétrique, sert à calculer des 

facteurs de structures Fcalc. Les phases calculées à partir du modèle φcalc sont associées aux 
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valeurs des modules déduites des intensités diffractées |Fobs|. La densité électronique est 

calculée à partir des amplitudes |Fobs| et des phases φcalc selon l’équation 3. La première carte 

obtenue avec des phases venant du remplacement moléculaire, peut être améliorée par des 

modifications du modèle, par substitution des acides aminés, construction des partie 

manquantes ou moyennation de densités électroniques en utilisant les symétries non 

cristallographiques.  

 

2.5.6. Construction et Affinement du Modèle  

Lorsque la densité électronique devient interprétable, un modèle moléculaire initial est 

construit manuellement dans la densité électronique calculée Fobs via une l’interface graphique 

tel que coot (Emsley and Cowtan, 2004). Des nouvelles phases peuvent être calculées à partir 

du modèle initial. Deux cartes de densité électronique de type 2Fobs-Fcalc et Fobs-Fcalc sont 

calculées, elles servent ensuite à l’amélioration du modèle. Les étapes d’affinement du 

modèle qui suivent consistent à optimiser l’accord entre les facteurs de structures 

expérimentaux |Fobs| et les facteurs de structures calculés |Fcalc| en tenant compte des 

contraintes géométriques. L’affinement se fait via des programmes tels que 

Refmac (Murshudov et al., 1997) et CNS (Brunger et al., 1998). La qualité du modèle est 

évaluée par le facteur R:  

 
Plus le facteur R est petit plus le modèle est proche des données de diffraction. Pour éviter le 

suraffinement de la structure, le facteur R est aussi calculé pour une partie des réflexions 

(généralement 5%) qui n’ont pas été utilisées lors de l’affinement. Ce facteur Rlibre (Rfree) 

permet un suivi de l’affinement moins biaisé. 

D’autres paramètres sont considérés durant l’affinement comme le facteur d’agitation 

thermique ; les longueurs de liaison et les angles de torsion. La répartition de ces angles donne 

donc un critère supplémentaire de qualité du modèle affiné. En effet ils doivent respecter le 

diagramme de Ramachandran (Ramachandran and Sasisekharan, 1968) qui donne la 

répartition des angles dièdres φ et ψ selon les structures secondaires des protéines.  

Σ |Fobs(hkl)|
R = hkl 

hkl 

 Σ ||Fobs(hkl)|-|Fcalc(hkl)|| Eq.5 
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RESULTATS ET DISCUSSION 
 

 

Dans ce chapitre je discuterai les travaux réalisés sur les protéines structurales de 

l’adénovirus, notamment sur deux protéines mineures (protéines IX et IIIa), ainsi que sur deux 

protéines majeures (la tête de la fibre et la base de penton). 
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3. La Protéine IX  
 

 

 

Les protéines majeures de la capside (Hexon, Fibre, Base de penton) ont déjà été 

largement étudiées ; leurs structures, fonctions et positions dans la capside sont aujourd’hui 

bien définies. Les protéines mineures (IX, IIIa, VI, et VIII) ont fait l’objet de moins 

d’attention, leurs structures et fonctions restent encore assez méconnues. Leurs positions dans 

la capside restent parfois ambiguës.  

Unique au sein des Mastadénovirus, la protéine IX est la plus petite protéine de la 

capside virale (14.4 kDa). Elle est associée à l’hexon sous forme de trimère. Il s’agit d’une 

protéine impliquée dans plusieurs aspects biologiques et structuraux du virus. Nous nous 

sommes intéressés à son rôle architectural au sein de la capside. La compréhension de la 

protéine IX est l’un des projets principaux du laboratoire ; plusieurs études sont donc menées 

simultanément en microscopie électronique, en cristallographie et en biochimie.  

 

3.1. La Solubilité de la Protéine IX 

 

La protéine IX sauvage a fait l’objet de plusieurs tentatives d’expression en bactéries, 

mais se révèle insoluble. Selon les prédictions de structures secondaires, son extrémité N-

terminale serait partiellement déstructurée alors que son côté C-terminal est prédit être replié 

en super hélice (coiled-coil) (Fig. 3.1A). Il a été montré que des mutations ponctuelles 

introduites au niveau du coiled-coil ou dans la partie N–terminale de la protéine IX permettent 

de moduler son degré de solubilité. Nous disposons de 14 mutants de ce type (Fig. 3.1) 

fournis par le Dr. Manuel Rosa Calatrava (Lyon) dans le cadre d’une collaboration. Mon 

premier objectif fut de caractériser les différents mutants de la protéine IX afin de déterminer 

les degrés de solubilité et d’expression ainsi que la stabilité des différentes constructions. La 

liste des mutants ainsi que leur solubilité sont résumés dans le tableau de la figure 3.1. 
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A 
 
Séquence : MSTNSFDGSIVSSYLTTRMPPWAGVRQNVMGSSIDGRPVLPANSTTLTYETVSGTPLETAASAAAS 
Prédiction:  CCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCEECCCCCCCCCCCCCCCCCCEEEEEECCCCCHHHHHHHHHH 
 
 
AAAATARGIVTDFAFLSPLASSAASRSSARDDKLTALLAQLDSLTRELNVVSQQLLDLRQQVSALKASSPPNAV 
HHHHHHHHHHHHHCCCCCCCCCCCCHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHCCCCCCCCCC 
B 

 
C 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
* Protéine mutante fournie par Jort Vellinga du laboratoire LUMC (Leiden University Medical Center, Pays Bas). 

Figure 3.1: La protéine IX 
A, Séquence primaire et prédiction de structure secondaire de la protéine IX faite avec le programme 
APSSP (Advanced Protein Secondary Structure Prediction Server) sur ExPASy, H=hélice α et E=brin 
β. 
B, Schéma représentant les trois domaines fonctionnels et structuraux de la protéine IX : N, C-
terminal et la région centrale. 
C, Tableau regroupant la liste des différents mutants de la protéine IX. Les positions des acides 
aminés mutés sont indiquées sur le schéma en B. Ces différents mutants ont été réalisés pour des 
études fonctionnelles de la protéine IX par le Dr Manuel Rosa Calatrava.   
 
 
 

Construction Solubilité 

Sauvage _ (insoluble) 

ΔSYL + (soluble) 

ΔSYL-V117D + 

ΔSYL-Δala  + 

ΔSYL-T55A + 

ΔSYL-T71A + 

ΔSYL-L114P-V117D + 

ΔL110-ΔV117* + 

L114P _ 

V117D _ 

ΔRQN _ 

ΔRQN-V117D _ 

L114P-V117D _ 

ΔWA-V117D _ 

Δala (Δ60-70) _ 

La région N-terminale 

La région C-terminale 



 74 
 

 
3.2. Essai de Détermination de la Structure de la Protéine IX  

 

Durant ces trois ans, nous avons essayé de déterminer la structure atomique de la 

protéine IX par plusieurs méthodes. 

Tous les mutants solubles (Fig. 3.1) ont été surexprimés et ont fait l’objet d’une 

caractérisation biochimique et d’essais de cristallisation (voir détail pour certaines de ces 

protéines plus loin). Pour chacun de ces mutants des centaines de conditions de cristallisation 

(liste dans la partie Matériels et Méthodes) ont été criblées à différentes températures (4, 12 

ou 20°C) et concentrations protéiques (entre 3 et 30 mg/ml) soit à l’aide du robot de 

cristallisation, soit manuellement. Seules quelques plaques bidimensionnelles ont été obtenues 

pour le mutant  IX- ΔSYL-V117D (Fig. 3.2). Ces cristaux sont fragiles, instables en présence 

de cryoprotecteur et ne diffractent pas sur les lignes de lumière à l’ESRF.  

 

                                 
Figure 3.2: Plaquettes bidimensionnelles obtenues pour la protéine IX-∆SYL-V117D. 0.1µl de 
précipitant (0.1 M HEPES pH 7 ; 0.5 M formate) est rajouté à 0.1 µl de solution protéique à 3.8 
mg/mL (dans le tampon Tris 20 mM et 150 mM NaCl). Les gouttes assises ont été réalisées par le 
robot (PixSys4200 Cartesian) à 24° C, les cristaux apparaissent  ensuite à 4° C, au bout d’une nuit et 
peuvent atteindre une taille de 0.6 mm dans une dimension. Ces cristaux sont reproductibles dans 24 
conditions différentes, où le pH du tampon varie entre 4 et 9, et la concentration en formate varie de 
0.5 à 3.2 M. 

 

Malgré beaucoup d’acharnement, aucun cristal donnant lieu à une diffraction n’a été 

obtenu pour la protéine IX. Nous avons conclu que l’échec des essais de cristallisation est 

probablement dû à la flexibilité du domaine N-terminal (seul ou de ce domaine par rapport au 

domaine C-terminal) suggérée par les prédictions de structures secondaires (Fig. 3.1A). Dans 

le but de valider cette hypothèse, nous nous sommes intéressés à la structure des domaines N 

et C-terminaux isolés. 

Le domaine C-terminal a été exprimé et purifié pour ensuite faire l’objet de tests de 

cristallogenèse qui n’ont pas abouti. Vu la petite taille du fragment (6 kDa sans les 6-His et le 

site TEV) nous avons projeté une étude structurale par RMN en collaboration avec le Dr Jean 

Pierre Simorre de l’Institut de Biologie Structurale (IBS) à Grenoble. La protéine marquée 
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avec l’azote 15  (N15) est produite dans Escherichia coli en milieu minimum M9 (cf. Matériels 

et Méthodes) supplémenté avec du 15N-H4Cl. La protéine a été purifiée et le marquage vérifié 

par spectrométrie de masse à l’IBS. La figure 3.3 montre le spectre HSQC enregistré sur un 

spectromètre RMN (800 MHz). 

 

 

 
 

  Le spectre montre les corrélations entre hydrogène 1H et azote 15N, chaque pic entre 

7.6 et 8.4 ppm correspond à un N-amid et donc à un acide aminé. Sur le spectre on peut 

compter 23 pics représentant 23 acides aminés. Le fragment C-terminal de la protéine IX 

étudié est trimérique et contient au total 56 acides aminés. Nous pouvons donc conclure, 

qu’une grande partie de ce fragment est très flexible. Nous n’avons donc pas pu procéder à 

l’attribution séquentielle du squelette de la protéine, mais nous avons malgré tout pu conclure 

grâce à l’indice des déplacements chimiques observés, que cette région de 23 acides aminés se 

structure en une hélice α. Ce résultat confirme la prédiction de structure secondaire, a 

également été vérifié par la suite par dichroïsme circulaire. 

 

De la même façon le fragment N-terminal de 58 acides aminés a été cloné dans le 

vecteur pET-TEV. Malheureusement le faible taux d’expression de cette protéine n’a pas 

permis d’obtenir une quantité raisonnable pour la caractérisation biochimique. Le domaine N-

terminal ne semble pas structuré en solution ce qui réduit probablement sa durée de vie dans 

la bactérie. 

 

 

 

 

Figure 3.3: Spectre HSQC du 

fragment C-terminal de la protéine IX 

à 800 MHz: le spectre est mesuré avec 

150 µM de protéine dans 20 mM 

NaH2PO4 et 200 mM NaCl pH 7.5 à 

4°C. Ce spectre montre les 

corrélations entre l’hydrogène porté 

par le carbone α et le 15N. 



 76 
 

3.3. Localisation de la Protéine IX 

 

Récemment, la structure tridimensionnelle d’un adénovirus dépourvu de la protéine IX a 

été déterminée au laboratoire par MET (Fabry et al., 2005). Les auteurs ont noté l’absence de 

la densité correspondante à la protéine IX ainsi qu’une autre densité cylindrique longtemps 

attribuée à la protéine mineure IIIa (densité orange sur la figure 3.4A). Cette dernière densité 

a été plus récemment attribuée au domaine C-terminal de la protéine IX par les travaux de 

Saban et al. (2006).  

        

 
Figure 3.4: Comparaison de l’HAd5 et de l’HAd5 delta IX (Fabry et al., 2005). 
A, Facette de l’HAd5 sauvage (10 Å de résolution). Le penton est représenté en bleu,l’hexon en gris, 
la protéine IX en jaune, la densité cylindrique orange était supposée être la protéine IIIa, mais elle 
disparaît chez le mutant l’HAd5 delta IX. 
B, Facette de l’HAd5 delta IX (16 Å de résolution). Les densités jaune (la protéine IX) et orange (la 
protéine IIIa) sont absentes dans le virus délété de la protéine IX.  
 

Pour résoudre cette ambiguïté quant à la localisation de la protéine IX à la surface de la 

capside et afin de mieux comprendre comment cette protéine est incorporée dans celle-ci, 

plusieurs approches ont été utilisées: 

 

√ Etudes des états d’oligomérisation de plusieurs mutants de la protéine IX in vitro.   

 

√ Détection du domaine C-terminal de la protéine IX à l’aide d’anticorps spécifique à la 

surface de l’adénovirus humain par MET. 

 

√ Détection du domaine C-terminal de la protéine IX fusionnée à la GFP à la surface de 

l’adénovirus canin par MET. 
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3.3.1. Etats d’Oligomérisation de la Protéine IX 
 

Le domaine coiled-coil (C-ter) de la protéine IX contient un domaine leucine zipper 

putatif qui pourrait être responsable d’un trimère présumé de la protéine IX (Rosa-Calatrava 

et al., 2001; Vellinga et al., 2005). Afin de vérifier cette proposition in vitro et de vérifier 

également si la protéine IX est capable de former des oligomères via son extrémité N-

terminale et/ou la région centrale riche en alanine, la capacité d’oligomérisation de chaque 

domaine a été étudiée. Dans ce but nous avons utilisé quatre mutants: 

1- Le domaine C-terminal de la protéine IX isolé 

2- La protéine IX ∆SYL-V117D (un mutant C-terminal défectueux) 

3- La protéine IX-∆SYL (la protéine entière)  

4- La protéine IX ∆SYL-∆ala (un mutant délété de la région centrale riche en alanine) 

 

a. La Région C-terminale de la Protéine IX 

 

Le domaine C-terminal de la protéine IX est un domaine coiled-coil riche en leucine. 

Par analogie avec d’autres domaines coiled-coil qui forment des trimères ou des oligomères 

(Hurst, 1995; Lupas, 1996a; Lupas, 1996b; Shu et al., 1999), le domaine C-terminal de la 

protéine IX a été proposé comme étant responsable de la trimérisation de la protéine IX à la 

surface de la capside (Rosa-Calatrava et al., 2001; Vellinga et al., 2005). Il n’est cependant 

pas nécessaire pour l’incorporation de la protéine dans la capside ni pour la stabilisation de 

celle-ci. Ce domaine est accessible à la surface de la capside et a fait l’objet de modifications 

qui ne gênent pas l’intégration de la protéine IX dans la capside (cf. Introduction: protéine 

IX). 

 

Surexpression et Purification 

Les 56 acides aminés C-terminaux de la protéine IX (en vert Fig. 3.1A) ont été clonés 

dans un vecteur pET-TEV codant également pour une étiquette hexa-histidine clivable (la 

masse moléculaire du fragment est de 6 kDa sans les 6-His et 8.2 kDa avec la queue 6-His). 

Ce fragment de la protéine IX a été surexprimé chez E. Coli et purifié comme décrit dans la 

partie Matériels et Méthodes.  

Le domaine C-terminal seul est produit en grande quantité. Celui-ci est soluble, pur et 

homogène. Le profil d’élution (Fig. 3.5) nous informe également sur l’état d’oligomérisation 
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du domaine C-terminal de la protéine IX. Ce domaine de 8.2 kDa est en effet élué à un 

volume de 11 mL correspondant à une taille standard d’environ 24 kDa soit un état trimérique 

consistant avec les données indiquant que le domaine C-terminal est impliqué dans la 

trimérisation de la protéine IX. 

 
Figure 3.5: Profil d’élution du fragment C-terminal de la protéine IX par une colonne d’exclusion de 
taille Superdex 75. Le gel SDS-PAGE révèle la pureté de la protéine. 
     

Deux autres techniques ont été utilisées pour vérifier l’état d’oligomérisation du 

domaine C-terminal de protéine IX: le MALLS-SEC et le pontage chimique.  

 
Etat d’Oligomérisation: MALLS-SEC et Pontage Chimique  

 

Les expériences de MALLS et de pontage chimique sont complémentaires. Le MALLS 

permet la détection des populations majoritaires en solution. Le pontage chimique quant à lui 

stabilise les populations qui se forment via une interaction de faible affinité ou transitoire et 

qui sont peu ou pas visibles en solution.  

Durant l’expérience de MALLS la masse du domaine C-terminal de la protéine IX est 

calculée en fonction du volume d’élution. L’homogénéité du poids moléculaire observé tout 

au long du pic d’élution indique la présence d’une seule population monodisperse 

correspondant au trimère (Fig. 3.6A). Ces résultats expérimentaux confirment donc la 

proposition selon laquelle le domaine C-terminal est responsable de la trimérisation de la 

protéine IX. 

Le pontage covalent à l’aide de glutaraldéhyde montre que le domaine C-terminal 

forme également un trimère (Fig. 3.6B), en accord avec le profil d’élution sur la S75 et le 

MALLS (Fig. 3.5 et 3.6A). Toutefois, d’autres populations sont présentes correspondant au 

monomère, au dimère et parfois au tétramère: le monomère et le dimère sont des états 

intermédiaires du trimère, ils sont détectés soit car le pontage est incomplet soit car le pontage 

intramoléculaire sature les sites potentiels de pontage intermoléculaire. Le tétramère (bande 

très faible) peut être un artéfact du pontage chimique mais il peut aussi être le produit d’une  
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Figure 3.6: Etats d’oligomérisation du domaine C-terminal de la protéine IX 
A, Expérience de MALLS-SEC: la courbe représente le profil d’élution sur une colonne d’exclusion de 
taille S200. Le graphe  indique la masse moléculaire déterminée à partir des mesures de diffusion de 
lumière et de réfractométrie en fonction du volume d’élution. La masse moléculaire calculée est 
d’environ 25 kDa (la masse attendue pour le trimère est de 24.6 kDa). La masse ne varie pas au cours 
du chromatogramme indiquant le caractère monodisperse de l’échantillon.  
B, Expérience de pontage chimique, la protéine (0.7mg /mL) est incubée avec des quantités 
croissantes de glutaraldéhyde pendant 30 min à température ambiante. La réaction (pontage covalent 
intra et inter moléculaire) est ensuite arrêtée par l’addition de tampon Tris 3 M, pH 8.5. Les protéines 
sont analysées sur un gel SDS-PAGE. La piste MW est la piste des marqueurs de poids moléculaires 
Fermentas ;  Les chiffres en haut de chaque piste représentent la concentration en glutaraldéhyde. Le 
domaine C-terminal est schématisé avec un cercle vert, les traits indiquent le pontage 
intramoléculaire (noir), le pontage intermoléculaire (rouge) et un pontage intermoléculaire 
d’oligomère transitoire non observé en solution par le MALLS (bleu). 
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interaction de faible affinité au niveau du domaine C-terminal (non observée en solution par 

MALLS mais stabilisée par le pontage chimique). Il faut noter qu’avec les expériences de 

pontage chimique plus le nombre de molécules pontées est grand, moins il y a de chance que 

cela soit un artéfact du fait d’un grand nombre de pontage covalent nécessaire au sein du 

même complexe. L’étude de Saban et al. (2006) montre que dans la reconstruction 3D 

obtenue de l’HAd35, la partie C-terminale de la protéine IX est présente sous forme de 

tétramère, en accord avec nos résultats de pontage covalent. 

 

Pour conclure, le domaine C-terminal est donc responsable de la formation d’un trimère stable 

en solution, mais il est aussi capable d’induire un tétramère transitoire. Ce tétramère a été mis 

en évidence dans la capside par Saban et al. (2006). 

 

b. La Protéine IX ∆SYL-V117D 

 

Dans ce mutant, en plus de la délétion de trois acides aminés SYL dans le domaine N-

terminal (cette délétion est nécessaire pour obtenir la protéine sous forme soluble), une charge 

négative a été introduite dans le domaine coiled-coil en remplaçant la valine 117 par un acide 

aspartique. Le résidu valine 117 dans le coiled-coil, se révèle strictement nécessaire à la 

multimérisation de la protéine (Rosa-Calatrava et al., 2001). Ce mutant nous permet donc de 

sonder spécifiquement les propriétés d’oligomérisation des régions centrale et N-terminale de 

la protéine IX. 

 

Surexpression et Purification 

 

La méthodologie utilisée pour surexprimer la protéine IX-∆SYL-V117D dans un 

système bactérien est la même que celle décrite précédemment. Elle nous permet d’obtenir la 

protéine en grande quantité. Le degré de pureté de l’échantillon après gel filtration, est révélé 

dans la figure 3.7.  
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Figure 3.7: Etapes de purification de la protéine IX-∆SYL-V117D.  
A, Gel dénaturant SDS-PAGE: Piste 1: Fraction totale ; Piste 2: Lavage avec 20 mM imidazole ; 
Piste 3: élution avec 300 mM imidazole.  
B, Profil d’élution de la protéine IX-∆SYL V117D après gel filtration (Superdex 200). La protéine est 
éluée à un volume de 16 mL comme le montre le gel SDS-PAGE en C.  
 

Selon le profil d’élution sur la colonne d’exclusion de taille (Fig. 3.7B), la protéine 

IX-∆SYL-V117D est éluée à un volume de 16 mL, correspondant à la taille d’un monomère 

de la protéine IX. Nous pouvons donc confirmer que la mutation V117D est nécessaire et 

suffisante pour empêcher l’oligomérisation du domaine C-terminal. Ce mutant nous permettra 

donc d’étudier le rôle du domaine N-terminal et de la région centrale dans l’oligomérisation 

de la protéine IX. 

 

Etat d’Oligomérisation: MALLS-SEC et Pontage Chimique 

 

D’après le résultat du MALLS-SEC (Fig. 3.8A), le mutant IX-V117D de la protéine 

IX est un monomère. Ce résultat avait été envisagé grâce à la valeur du volume d’élution de 

cette protéine (Fig. 3.7B). 

Avec les expériences de pontage chimique (Fig. 3.8B), deux espèces majoritaires sont 

détectées: le monomère et le dimère. La présence d’un dimère prouve que la protéine IX-

∆SYL-V117D est capable d’interagir via son domaine N-terminal et/ou central (la formation 

d’un pontage covalent entre deux monomères étant la preuve directe et évidente de leur 

proximité en solution). Ce dimère est probablement instable en solution et en équilibre avec le 

monomère.  

Nous avons montré que le domaine C-terminal était responsable de la formation d’un 

trimère stable et d’un tétramère transitoire et que le domaine central ou le domaine N-terminal 

est impliqué dans une interaction de faible affinité générant un dimère de la protéine IX.  
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Figure 3.8: Etats d’oligomérisation du mutant IX-∆SYL-V117D.  
A, Expérience MALLS-SEC: La masse moléculaire d’environ 16 kDa ne varie pas le long du 
chromatogramme (la masse attendue pour le monomère est de 15.5 kDa). L’échantillon peut donc être 
considéré comme monodisperse et monomérique.  
B, Expérience de pontage chimique: les pistes de 0 à 30 contiennent respectivement 0 ; 2 ; 5 ; 10 ; 
20 et 30 mM de glutaraldéhyde. Le domaines N-terminal et central sont schématisés en rectangle bleu, 
les traits indiquent le pontage intramoléculaire (noir) et le pontage intermoléculaire d’oligomère 
transitoire non observé en solution (bleu). 
 
 

c. La Protéine IX ∆SYL 

 

La délétion ∆SYL (Ser13, Tyr14 et Leu15) du côté N-terminal dans la protéine IX 

permet d’obtenir la protéine sous forme soluble tout en conservant les caractéristiques et 

fonctions de la protéine sauvage in vivo. En effet, le Dr Manuel Rosa Calatrava a montré que 

cette protéine mutante est capable de s’incorporer dans la capside virale, de former des corps 

d’inclusions dans le noyau des cellules infectées et de conserver son activité transcriptionnelle 

(communication personnelle, Dr. Calatrava). Pour la suite de nos études nous considérons ce 

mutant IX-∆SYL comme un pseudo-sauvage avec au mieux un comportement similaire à 

celui de la protéine sauvage entière et au pire un comportement d’une protéine dont 

l’extrémité C-terminale et la région centrale sont fonctionnelles contrairement au domaine N-

terminal.  

A 

B 
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Surexpression et Purification 

 

La protéine IX-∆SYL est surexprimée dans un système d’expression bactérien suivant la 

procédure décrite dans la section Matériels et Méthodes. La figure 3.9 montre les étapes de 

purification. 

 

 
Figure 3.9: Etapes de purification de la protéine IX-∆SYL.  
A, Le gel SDS-PAGE dénaturant coloré au bleu de coomassie présente en piste 1: l’extrait brut; piste 
2: la fraction non retenue sur la colonne d’affinité; piste 3: la fraction issue du lavage de la colonne 
avec 20 mM imidazole; piste 4 et 5: fraction d’élution avec 300 mM imidazole (dépôt de 2 et 5µl 
respectivement).  
B, Profil d’élution de la protéine IX-∆SYL sur une colonne d’exclusion de taille (Superdex 200). La 
protéine est éluée à un volume de 13 ml comme le montre le gel SDS-PAGE en C.  
 
 

La protéine d’intérêt est exprimée en grande quantité, pure et homogène comme le 

suggère le pic symétrique obtenu lors de la gel filtration (Fig. 3.9B).  

Cette protéine de 15.5 kDa (avec l’étiquette 6-His) est éluée avec un volume de 13 mL 

(comparé à 16 mL pour la protéine IX-∆SYL-V117D) correspondant à une taille standard 

d’environ 50 kDa soit un état trimérique. 

 

Etat d’Oligomérisation: MALLS-SEC et Pontage Chimique 

 

Le MALLS-SEC nous indique qu’il y a au moins deux populations en solution, le 

trimère et l’hexamère (respectivement fin et début de l’élution) (Fig. 3.10A). A chaque état 

oligomérique devrait en effet correspondre un pic, or le profil d’élution montre un seul pic 

centré sur l’état trimérique. L’hexamère n’est donc probablement pas assez concentré pour 

générer un pic bien distinct. Le trimère majoritaire est naturellement formé par une interaction 

de forte affinité au niveau du domaine C-terminal, l’hexamère est généré par l’association de 
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faible affinité de deux trimères via le domaine central ou N-terminal, d’où sa présence en 

faible quantité. 

Le pontage chimique de la protéine IX-∆SYL suggère la présence de plusieurs 

populations en solution (Fig. 3.10B): le monomère, le dimère, deux types de trimères, 

plusieurs tétramères et une zone plus diffuse correspondant à des oligomères de hauts poids 

moléculaires. Le monomère et le dimère sont des produits de pontage intramoléculaire. Le 

dimère est aussi le produit d’un pontage du domaine central ou N-terminal (Fig. 3.8B). Le 

trimère provient majoritairement de l’interaction au niveau du domaine C-terminal mais peut 

aussi être le produit d’une combinaison de l’interaction des domaines C et N-terminaux d’où 

la présence de deux types de trimères (un léger décalage de migration sur le gel SDS-PAGE 

dû à deux formes différentes). Le même phénomène a lieu pour les tétramères (Fig. 3.10B). 

L’hexamère a été observé en faible proportion en MALLS (Fig. 3.10A) mais on ne voit pas de 

bande clairement attribuable à ce dernier sur le gel de pontage chimique. La stabilisation de 

l’hexamère par pontage covalent nécessite cinq réactions sur le même complexe ce qui 

diminue la probabilité de sa formation. La zone diffuse de haut poids moléculaire comporte 

probablement des hexamères (Fig. 3.10B). 

 
Figure 3.10: Etats d’oligomérisation de la protéine IX-∆SYL. 
A, Expériences de MALLS : La courbe représente le profil d’élution sur une colonne d’exclusion de 
taille Shodex 804 KW. Les croix indiquent la masse moléculaire calculée en fonction du volume 
d’élution. La masse moléculaire varie le long du pic du chromatogramme entre 40 et 80 kDa. 
B, Expérience de pontage chimique : Les chiffres en haut de chaque piste présentent la concentration 
en glutaraldéhyde. La protéine entière est schématisée comme dans les  figures 3.6 et 3.8. 
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Ces résultats confirment notre hypothèse selon laquelle deux domaines de la protéine 

IX sont capables de former des oligomères. Néanmoins, il reste encore à savoir si cette 

dimérisation se produit par le biais du domaine central ou N-terminal de la protéine IX. 

 
d. La Protéine IX ∆SYL-∆ala 

 

Le mutant IX-∆SYL-∆ala de la protéine IX est délété de la région centrale riche en 

alanine (63-70 aa). Ce mutant a été surexprimé et purifié suivant une méthodologie identique 

à celles décrites précédemment, la figure 3.11 montre le profil d’élution sur une colonne 

d’exclusion de taille S75.  
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Figure 3.11: Profil d’élution de la protéine IX-∆SYL-∆ala sur une colonne d’exclusion de taille 
Superdex 75.  

 

Selon le profil d’élution (Fig. 3.11), la protéine IX-∆SYL-∆ala est majoritairement 

trimérique. Cette protéine de 14.8 kDa est en effet éluée à un volume de 10 mL correspondant  

à un volume d’élution d’une protéine de 50 kDa soit un trimère.  

 

Etat d’oligomérisation : MALLS-SEC et pontage chimique  

 

En comparant les profils MALLS des protéines IX-∆SYL-∆ala (Fig. 3.12A) et IX-

∆SYL (Fig. 3.10A), nous avons constaté que la pente du graphe de la masse moléculaire est 

plus faible dans le cas de la protéine IX-∆SYL-∆ala (Fig. 3.12A), ceci est dû à l’hexamère qui 

est probablement présent en plus petite quantité chez ce mutant. L’hexamère est généré par 

dimérisation de deux trimères. Ces observations préliminaires laissent penser que le domaine 

central riche en alanine est impliqué dans cette dimérisation. 

La comparaison des gels de pontage covalent de la protéine IX-∆SYL-∆ala (Fig. 3.10) 

et IX-∆SYL (Fig. 3.12) indique la présence des mêmes populations oligomériques chez les 
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deux mutants. Elles sont cependant toutes présentes en plus petite quantité chez le mutant IX-

∆SYL-∆ala (bandes moins intenses) (Fig. 3.10B et 3.12B). L’implication de la région centrale 

dans la dimérisation de la protéine IX explique parfaitement ce profil de pontage chimique: 

dans le cas de la protéine IX-∆SYL, le signal est amplifié grâce à l’accumulation de plusieurs 

oligomères de même taille mais issus de plusieurs combinaisons d’interactions (domaine C-

terminal et central) (Fig. 3.10B). Chez le mutant IX-∆SYL-∆ala la dimérisation est moins 

efficace et les oligomères sont donc issus majoritairement de la trimérisation (Fig. 3.12B) 

(c’est probablement pour cette même raison que les bandes sont également moins intenses 

lors du pontage chimique du domaine C-terminal seul ; Fig. 3.6B). 

Ces résultats suggèrent que la région centrale est impliquée dans la dimérisation de la 

protéine IX bien que la délétion de cette région ne permette pas l’abolition totale de la 

formation de ces oligomères issus à la fois de la dimérisation et de la trimérisation 

(l’hexamère détecté par la MALLS et les deux types de trimère observés par pontage 

chimique ; Fig. 3.12).  

           
Figure 3.12: Etat d’oligomérisation du mutant IX-∆SYL-∆ala. 
A, Expérience du MALLS-SEC: La masse moléculaire varie entre 50 et 100 kDa au cours du 
chromatogramme (la masse attendue pour le trimère est de 45 kDa). 
B, Expérience de pontage chimique: Expérience de pontage chimique: Les concentrations en 
glutaraldéhyde sont indiquées en haut de chaque piste. Les différents oligomères sont schématisés 
comme dans la figure 3.10B. Les expériences de pontage chimique du mutant IX-∆SYL-∆ala et du 
mutant IX-∆SYL ont été réalisées le même jour avec les mêmes concentrations en protéine et les 
mêmes lots de dilutions de glutaraldéhyde. 
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La région responsable de la dimérisation de la protéine IX est probablement située 

autour de la région centrale mais implique une plus grande région. Pour prouver cette 

hypothèse il faudra générer un mutant avec une délétion plus étendue de part et d’autre de la 

région centrale. 

 

e. Conclusion 

 

Ces expériences ont permis de prouver que la protéine IX possède deux domaines 

capables de s’oligomériser indépendamment:  

- Le domaine C-terminal qui est responsable d’une interaction de forte affinité 

engendrant une trimérisation de la protéine IX et d’une interaction transitoire 

générant le tétramère. 

- La région centrale qui forme un dimère via une interaction de faible affinité. 

La possibilité et le degré d’oligomérisation du domaine N-terminal n’ont pas pu être 

déterminés. En effet, pour toutes les protéines que nous avons analysées, la séquence SYL a 

été éliminée du domaine N-terminal. Nous ne connaissons pas l’effet de cette délétion sur ce 

domaine de la protéine. Afin de compléter notre étude et en particulier différencier les deux 

extrémités de la protéine dans le virus, nous nous sommes intéressés à la structure de la 

protéine IX dans le virus.  
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3.3.2. Localisation du Domaine C-terminal de la Protéine IX dans la capside d’HAd5 

 

Ces travaux ont été réalisés par Guy Schoehn et Céline Fabry en collaboration avec le 

Dr. Manuel Rosa-Calatrava et le Pr. Pierre Boulanger (Lyon) 

 

Des expériences ont été menées récemment au laboratoire pour déterminer la 

localisation du domaine C-terminal de la protéine IX à la surface de l’Ad humain de sérotype 

5. Nous disposions d’un virus dans lequel la partie C-terminale de la protéine IX a été 

fusionnée avec un peptide SY12 (CTAYSSYMKGGKF). Le virus a été complexé à des Fabs 

ciblant ce peptide et une reconstruction 3D a été réalisée par microscopie électronique (Fig. 

3.13).  

 
 
Figure 3.13: Reconstruction 3D en MET d’adénovirus humains de sérotype 5 dont les parties C-
terminales des protéines IX sont fusionnées avec le peptide SY12. 
A, Le virus modifié SY12, avec les parties C-terminales de la protéine IX en orange et les parties N-
terminales en jaune. Les pentons sont en bleu et les hexons en gris.  
B, Structure tridimensionnelle de l’adénovirus modifié neutralisé par des Fabs anti-SY12. Les parties 
N-terminales des protéines IX sont en jaune et les Fabs en vert. 
 
 

La comparaison de la structure 3D du virus complexé aux Fabs avec celle du virus 

seul montre l’apparition d’une densité ressemblant très fortement à deux Fabs au dessus de la 

densité cylindrique récemment réattribuée au domaine C-terminal de la protéine IX par Saban 

et al. (2006) (cf. Introduction). Ces observations confirment la localisation du domaine C-

terminal de la protéine IX entre deux hexons à l’interface entre deux facettes de l’icosaèdre.  

 

 

 

A B 
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3.3.3. Localisation de la Partie C-terminale de la Protéine IX dans la Capside du CAV-2 

 

a. Introduction 

 

L’alignement de séquence de la protéine IX d’HAd5 et celle du CAV-2 indique :  

1- La conservation du domaine N-terminal.  

2- L’absence du domaine central riche en alanine chez la protéine IX du CAV-2.  

3- La séquence du domaine C-terminal est moins conservée que celle du domaine N-

terminal entre les deux virus.  

Afin d’étudier la localisation de la protéine IX dans la capside de l’adénovirus canin et de 

vérifier si la différence dans la séquence se traduit par des différences d’organisation à la 

surface de la capside, la structure 3D de CAV-2 a été obtenue à 12 Å de résolution par 

reconstruction 3D à partir d’images obtenues par CryoMET. Dans un second temps la 

reconstruction 3D du CAV-2 contenant la protéine IX dont la partie C-terminale a été 

fusionnée à la GFP a été obtenue à une résolution d’environ 25 Å. Cette première 

reconstruction 3D d’adénovirus non humain a permis une comparaison avec la capside des 

Ads humains. La comparaison de la structure de CAV-2 et CAV-2-IX-GFP a permis la 

localisation de la partie C-terminale de la protéine IX à la surface de la capside.  

 
b. ARTICLE I: Three-dimensional structure of canine adenovirus serotype 2 

capsid 

 

Auteurs: G. Schoehn, M. El Bakkouri, C. M. S. Fabry, O. Billet, L. F. Estrozi, L. Le, D. T. 

Curiel, A. V. Kajava, R. W. H. Ruigrok et E. J. Kremer.  

 

Publié en 2008 dans journal of Virology, Vol. 82, pages 3329-3341.  
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c. Conclusion 

 
Plusieurs structures tridimensionnelles d’Ads ont été obtenues par microscopie 

électronique (Fabry et al., 2005; Saban et al., 2006; Stewart et al., 1991). Cependant des 

ambiguïtés persistaient quant à la localisation de la protéine IX à la surface de la capside. La 

reconstruction 3D du CAV-2 a été réalisée au laboratoire (Schoehn et al., 2008). Cette 

reconstruction montre que le virus canin à une composition structurale très similaire à celle 

des adénovirus humains. Les protéines structurales de l’adénovirus canins sont légèrement 

plus petites en nombre d’acides aminés que leurs équivalents humains. En particulier, la 

protéine IX canine ne possède pas la partie centrale riche en alanine présente dans la protéine 

humaine (la séquence est 25% plus courte). La comparaison de la structure 3D de l’HAd5 et 

du CAV-2 a permis la localisation de la protéine IX dans la capside. La région N-terminale de 

la protéine (conservée entre les deux virus) en forme de triskélion est présente au même 

endroit chez les deux virus. En revanche la région cylindrique située à l’interface des facettes 

icosaédrique du HAd5 (en orange Fig.5C de la publication) n’apparaît pas chez le CAV-2. 

Pour le CAV-2 une densité cylindrique similaire à celle située à l’interface des facettes chez 

l’adénovirus humain est positionnée au dessus du triskélion. La structure 3D du CAV-2 dont 

le domaine C-terminal de la IX a été fusionné à la GFP a permis d’attribuer la densité 

cylindrique au dessus du triskélion au domaine C-terminal de la protéine IX. De même pour 

l’HAd5, une structure 3D du virus complexé avec des Fabs ciblant la protéine IX du côté C-

terminal a permis d’attribuer la densité cylindrique située à l’interface des facettes 

icosaédrique au domaine C-terminal de la IX (voir plus haut ; Fig. 3.13 ). 

Si l’organisation de l’extrémité N-terminale est conservée chez le virus canin et 

humain, la localisation du domaine C-terminal de la protéine IX n’est pas conservée.  
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3.3.4. Discussion 

 

Les résultats concernant la localisation de la protéine IX dans la capside par MET, en 

plus des résultats obtenus sur l’état d’oligomérisation de la protéine, nous ont permis de 

proposer un modèle d’organisation de cette protéine dans la capside (Fig. 3.14D). Ce modèle 

qui confirme celui de Saban et al., 2006 (Fig. 3.14B) est basé sur des données biochimiques et 

structurales. 

Dans le modèle que nous proposons pour l’organisation de la protéine IX, celle-ci crée 

un réseau à la surface de la capside entre les capsomères (Fig. 3.14D). En accord avec les 

résultats d’immunodétection (Fig. 3.13), nous avons positionné le domaine C-terminal entre 

deux hexons à l’interface entre deux facettes de l’icosaèdre (en vert Fig. 3.14D). La structure 

d’HAd35 à 6 Å de résolution publié par Saban et al. (2006) révèle un cluster de 4 hélices α à 

l’emplacement du domaine C-terminal (Fig. 3.14B). Cette observation est cohérente avec la 

présence de la forme tétramèrique de ce domaine lors des expériences de pontage chimique 

(Fig. 3.6B). Dans le modèle de Saban et al., 3 hélices proviennent de la même facette et le 

quatrième de la facette adjacente. La densité de la quatrième hélice est très faible dans la 

structure et seule une petite proportion des adénovirus possède cette quatrième hélice (P 

Stewart, communication personnelle). Ceci explique la présence d’un trimère majoritaire et 

d’un tétramère minoritaire dans les expériences de pontage chimique (Fig. 3.6B). Le domaine 

C-terminal apparaît plus accessible que le domaine N-terminal de la protéine IX en accord 

avec les résultats d’immunodétection déjà publiés (Akalu et al., 1999). 

Le domaine N-terminal est localisé au milieu de la facette entre trois hexons sous 

forme de triskélion (en bleu dans le modèle, en jaune sur la facette d’HAd5 et en rouge 

indiqué par une flèche dans la facette d’HAd35 à 6Å de résolution Fig. 3.14A, B et D). La 

région N-terminale est responsable de l’incorporation de la protéine IX dans la capside ainsi 

que de sa stabilisation (Rosa-Calatrava et al., 2001; Vellinga et al., 2005), sa séquence et sa 

position dans la capside sont conservées par rapport à la région C-terminal. Le domaine N-

terminal représente une grande surface de contact avec les hexons indiquant que c’est sans 

doute cette région de la protéine IX qui contribue le plus à la stabilisation de la capside. 

Les structures 3D des virus montrent que les surfaces d’interaction entre les domaines 

C-terminaux et l’hexon sont réduites par rapport à celles existantes entre les hexons et les 

régions N-terminales. Ceci est en accord avec le fait que le domaine C-terminal n’est ni 

nécessaire pour l’incorporation de la protéine IX dans la capside ni pour sa stabilisation.  
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Figure 3.14: Modèle d’organisation de la protéine IX à la surface de la capside.  
A, Facette de l’HAd-5 sauvage à 10 Å de résolution avec le domaine N-ter de la protéine IX en jaune 
et le domaine C-ter en orange (d’après Fabry et al., 2005).  
B, Facette de la capside virale d’HAd35 à 6 Å, en rouge la densité attribuée à la protéine IX (Saban et 
al., 2006). Le domaine C-terminal est indiqué par une flèche, il est composé de 4 hélices α.  
C, Schéma d’un monomère de la protéine IX basé sur les prédictions de structure secondaire. La 
région N-ter est peu structurée, la région centrale ainsi que le domaine C-ter sont prédites en hélice α.  
D, Schéma d’organisation de la protéine IX à la surface de la capside virale, les couleurs utilisées 
pour les différents domaines sont les même que pour la partie C. En se basant sur le modèle de Saban 
et al. le domaine C-terminal est constitué de 4 hélices α, parmi eux trois proviennent de la même 
facette et le quatrième de la facette adjacente.  
 

4 hélices α attribuées 
au domaine C-terminal

Le domaine N-terminal

A B 

SYL 
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Le domaine N-terminal de la protéine IX apparaît sous forme trimérique à la surface 

de la capside, nous n’avons pas pu mettre en évidence ce trimère avec les expériences de 

pontage covalent ou de MALLS. Ceci est expliqué soit par le fait qu’il n’y a pas d’interaction 

spécifique en solution au niveau du domaine N-terminal, soit par la désorganisation de ce 

domaine provoquée par la délétion des trois acides aminés SYL du coté N-terminal (cette 

délétion était nécessaire pour l’obtention de la protéine sous forme soluble). 

Le domaine central (en rose Fig. 3.14D) est positionné entre deux hexons faisant le lien 

entre les deux extrémités de la protéine IX. Prédite pour être organisée en hélice α, la région 

centrale de 24 acides aminés d’une longueur attendue de 36 Å correspond approximativement 

à la distance entre les domaines N et C-terminaux qui ont été attribués à leur densité dans la 

capside. Cette région est sous forme de dimère dans le modèle (Fig. 3.14D) en accord avec les 

résultats du pontage chimique indiquant l’implication de cette région dans la dimérisation de 

la protéine IX. 

En résumé, la protéine IX adopte une organisation en un maillage structuré à la surface 

de la capside rappelant le cas d’autres protéines virales connues pour établir de tel réseau (la 

protéine P32 du bactériophage PRD1 ; (Abrescia et al., 2004)). 
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4. La Protéine IIIa 

 

 
4.1. Introduction 

 

 La protéine IIIa est présente en 60 copies sous forme de monomère associé à la base 

de penton du côté interne de la capside (Fig. 1.12). La protéine IIIa est l’une des protéines 

mineures sur laquelle aucune donnée structurale n’existe. Dans le cadre d’un projet d’étude 

structurale générale des protéines mineures de l’adénovirus nous nous intéressons également à 

cette protéine. 

La protéine IIIa sauvage a fait l’objet de plusieurs tentatives d’expression en bactéries, 

elle est exprimée en très grande quantité (50 mg/L de culture) mais elle est totalement 

insoluble. Les prédictions de structures secondaires de la protéine IIIa ont permis de constater 

que cette protéine était constituée majoritairement d’hélices α (Fig. 4.1). Afin d’obtenir cette 

protéine sous forme soluble nous avons suivi deux stratégies : 

 

- Purification de la protéine à partir des corps d’inclusion suivie d’étapes 

de dénaturation / renaturation. 

- Désignation de fragments de la protéine susceptibles d’être solubles en 

se basant sur les données bioinformatiques. 
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IIIa: 1   MMQDATDPAVRAALQSQPSGLNSTDDWRQVMDRIMSLTARNPDAFRQQPQANRLSAILEAVVPARANPTHEKVLA 
Jpred:   -------HHHHHHHH---------HHHHHHHHHHH------HHHHHH--HH-HHHHHHHHH--------HHHHHH 
  
IIIa: 76  IVNALAENRAIRPDEAGLVYDALLQRVARYNSGNVQTNLDRLVGDVREAVAQRERAQQQGNLGSMVALNAFLSTQ 
Jpred:    HHHHHHHH---------HHHHHHHHHHHHH----HHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHH-----HHHHHHHHHH-- 
 
IIIa: 151PANVPRGQEDYTNFVSALRLMVTETPQSEVYQSGPDYFFQTSRQGLQTVNLSQAFKNLQGLWGVRAPTGDRATVS 
Jpred:    ---------HHHHHHHHHHHHHH----EEEEE----EEEEEE-----E--HHHHHHH-----EEEEE-------E 
 
IIIa: 226SLLTPNSRLLLLLIAPFTDSGSVSRDTYLGHLLTLYREAIGQAHVDEHTFQEITSVSRALGQEDTGSLEATLNYL 
Jpred:    E---HHHHHHHHHHH------------HHHHHHHHHHHH---------HHHHHHHHHHH-----HHHHHHHHHHH 
 
IIIa: 301LTNRRQKIPSLHSLNSEEERILRYVQQSVSLNLMRDGVTPSVALDMTARNMEPGMYASNRPFINRLMDYLHRAAA 
Jpred:    HH-------------HHHHHHHHHHHHHHHHHHH------HHHHHHHHHH---HHH---HHHHHHHHHHHHHHHH 
 
IIIa: 376VNPEYFTNAILNPHWLPPPGFYTGGFEVPEGNDGFLWDDIDDSVFSPQPQTLLELQQREQAEAALRKESFRRPSS 
Jpred:    H-HHHHHHHH--------------EEEEE---------------------------------------------- 
 
IIIa: 451LSDLGAAAPRSDASSPFPSLIGSLTSTRTTRPRLLGEEEYLNNSLLQPQREKNLPPAFPNNGIESLVDKMSRWKT 
Jpred:    ------------------------------------------------HHHH---------HHHHHHHHHHHHHH 
 
IIIa: 526YAQEHRDVPGPRPPTRRQRHDRQRGLVWEDDDSADDSSVLDLGGSGNPFAHLRPRLGRMF 
Jpred:    HHHHHHHHHH-------------------------------------------------- 

 

Figure 4.1: Prédiction des structures secondaires de la protéine IIIa avec le programme Jpred sur 
ExPASy (H = hélice α, E = brin β).  

 
4.2. Solubilisation à partir de corps d’inclusion 

 

Les expériences de dénaturation et renaturation de la protéine IIIa à partir de corps 

d’inclusion ont été réalisées selon un protocole classique divisé en trois étapes successives:  

 

-Préparation du corps d’inclusion 

La protéine est produite chez la bactérie dans un litre de milieu de culture LB comme 

décrit précédemment dans le chapitre Matériels et Méthodes. Le culot bactérien est 

resuspendu dans un volume de 25 mL de tampon Tris 50 mM pH 7.9 ; 150 mM NaCl ; 0.1% 

Triton X100. Après sonication, le culot contenant majoritairement les corps d’inclusion est 

récupéré par centrifugation à 6000 g pendant 15 minutes. Il est lavé trois fois avec le tampon 

de lyse en présence de Triton X100 et trois fois avec le tampon de lyse sans Triton.  

 

-Solubilisation des corps d’inclusion 

Le culot protéique est dénaturé dans un tampon contenant 6 M de chlorure de 

guanidine (50 mM Tris pH 7.9 ; 100 mM NaCl ; 6 M Chlorure de Guanidine) sous agitation à 

37°C pendant 2 h. La protéine est ensuite purifiée par chromatographie d’affinité en condition 
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dénaturante (les mêmes étapes qu’une purification en condition native comme décrit dans le 

chapitre Matériels et Méthodes avec 6 M de chlorure de guanidine dans les tampons).  

 

-Renaturation par dilution rapide :  

La protéine dénaturée purifiée est concentrée jusqu’à 10 mg/mL à l’aide d’un 

concentrateur (Amicon). La renaturation se fait par dilution rapide en ajoutant goutte à goutte 

la solution concentrée dans le tampon de renaturation (50 mM Tris pH 7.9 ; 500 mM NaCl) 

sous agitation. Le volume de ce tampon est relativement élevé, il faut faire en sorte que la 

concentration finale de la protéine soit de 0.1 mg/ml. La protéine IIIa que l’on espère avoir 

renaturée est soumise à une nouvelle colonne d’affinité dans des conditions natives. 

 

 

            
Figure 4.2: Purification de la protéine IIIa. Gel SDS-PAGE dénaturant coloré au bleu de coomassie:  
Piste 1 : marqueur de poids moléculaire (Fermentas). 
Pistes 2 à 14 : fractions d’élution de la protéine IIIa purifiée sur la colonne d’affinité en condition 
native. La protéine est éluée avec 500 mM d’imidazole. Malgré cette forte concentration en imidazole 
la protéine est présente tout au long de l’élution. La protéine est éluée sur une vingtaine de millilitre 
(au lieu de 6-8 ml pour une protéine naturellement soluble).    
 

Comme le montre la figure 4.2, la protéine IIIa purifiée après dénaturation et 

renaturation est bien soluble. Un échantillon a été observé par microscopie électronique 

révélant une protéine globulaire apparemment bien repliée. Malheureusement lors de sa 

concentration, cette protéine précipite. Ce comportement, connu pour des protéines renaturées 

après dénaturation, indique que la protéine n’est pas correctement. Nous avons testé plusieurs 

additifs connus pour aider à obtenir une bonne renaturation de cette protéine (arginine, 

glycérol et sucrose) mais aucun n’a donné de résultats concluants.  

 

 

 

 

 

 

1   2    3    4   5    6    7   8   9  10   11 12  13  14

70 kDa 
50 kDa 
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4.3. Recherche de fragments solubles 
 

Plusieurs programmes, dont les adresses internet sont listées ci-dessoux, ont été 

utilisés pour prédire la nature et la présence de structures secondaires dans la protéine IIIa:  
http://dis.embl.de/  

http://globplot.embl.de/ 

http://www.strubi.ox.ac.uk/RONN 

http://bip.weizmann.ac.il/fldbin/findex 

http://www.ist.temple.edu/disprot/predictorVSL2.php  

http://iupred.enzim.hu/  

http://www.pondr.com/ 

http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/disopred/disopred.html 

 

Les résultats obtenus par ces différents algorithmes sont cohérents entre eux: la protéine IIIa 

est visiblement désordonnée du côté N-terminal (les 20 premiers acides aminés) et également 

du côté C-terminal (les 180 derniers acides aminés) comme le montre l’exemple de la figure 

4.3.  

             
Figure 4.3: Prédiction de repliement de la protéine IIIa à partir de sa séquence primaire. Les 
résultats du programme FoldIndex sont représentés. La région centrale (20 -400) semble être 
structurée, alors que les régions N (1-20 aa) et C-terminales (400-585) sont prédites non repliées. 
 

 

D’après la figure ci-dessus, les régions N et C-terminales de la protéine IIIa sont 

désordonnées. Elles sont suspectées d’être à l’origine de l’insolubilité de la protéine IIIa. En 

vue de générer un fragment soluble de cette protéine, différentes constructions tronquées soit 

du côté C-terminal soit des côtés N et C-terminaux ont été réalisées. Un total de douze 

constructions différentes de la protéine IIIa a été élaboré (Fig. 4.4) basé sur les résultats de 

prédiction obtenus précédemment.  
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Figure 4.4: Vue schématique des 12 constructions de la protéine III clonées pour tester leur solubilité. 
Dans les six premières constructions le domaine N-terminal a été conservé mais le gène codant pour 
cette protéine a été tronqué de manière incrémentale pour éliminer les acides aminés dix par dix du 
côté C-terminal. Les six dernières constructions sont équivalentes aux six premières mais avec une 
délétion de 20 acides aminés du côté N-terminal.  
 

La construction 1-430 

 

Nous nous sommes intéressés dans un premier temps a une des plus grandes constructions 

(1-430). La protéine est produite sous forme soluble chez la bactérie suivant la méthodologie 

décrite dans le chapitre Matériels et Méthodes. Nous concluons que la région C-terminale 

désordonnée était probablement à l’origine de la formation des corps d’inclusion lors de 

l’expression de la protéine sauvage. 

La protéine recombinante a été purifiée d’abord grâce à une chromatographie d’affinité à 

l’aide de l’étiquette poly-histidine et ensuite sur une colonne d’exclusion de taille. Le résultat 

de cette dernière étape de purification est présenté sur la figure 4.5. 

 
 

La pureté de l’échantillon, révélée par le gel de la figure 4.5 permet son utilisation 

directe pour les essais de cristallogenèse. 
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Figure 4.5: Purification de la construction 
1-430 de la protéine IIIa.  
 
A, Profil d’élution de la protéine sur une 
colonne d’exclusion de taille Superdex 200 
(Amersham).  
 
B, Gel dénaturant SDS-PAGE analysant 
les différentes fractions du pic à la sortie 
de colonne.  
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Essais de cristallogenèse 

 

Les essais de cristallisation de la protéine IIIa sont réalisés dans des nano-gouttes à 

l’aide de la plate-forme robotique du PSB. Le robot a testé 6x96 conditions (cf. Matériels et 

Méthodes) différentes pour plusieurs concentrations protéiques (entre 5 et 20 mg/ml) et 

différentes températures (4, 12, et 20°C). 

Malgré la pureté et l’homogénéité de l’échantillon, seuls quelques cristaux uniques de 

très petite taille et non reproductibles ont été obtenus. 

Après les résultats non concluants de la cristallisation de la construction 1-430 de la 

protéine IIIa, nous nous sommes intéressés à des constructions de plus petites tailles de cette 

protéine et particulièrement aux constructions 20-390, 20-400 et 20-410. Ces constructions se 

sont avérées insolubles. Nous en avons conclu que la région N-terminale est probablement 

indispensable à un bon repliement de la protéine.  

 

4.4. Conclusion et perspectives 
 

Durant ces études, nous nous sommes rendus compte que la protéine IIIa sauvage était 

totalement insoluble. La caractérisation des formes tronquées de la protéine a permis de 

constater que la région C-terminale est probablement responsable de l’insolubilité de cette 

protéine et que la région N-terminale semble nécessaire à un repliement correct. Ce travail sur 

la protéine IIIa semble être sur la bonne voie. A notre connaissance, nous avons été les 

premiers à obtenir des constructions solubles de cette protéine. Par manque de temps, je n’ai 

pas pu tester toutes les constructions de cette protéine (1-390 ; 1-400 ; 1-410 ; 1-420 et 1-440) 

ni explorer toutes les méthodes et conditions de cristallisation.  

Dans le cadre du partenariat pour la biologie structurale (PSB) nous collaborons avec 

l’équipe du Dr. Darren Hart, qui a mis au point une technique permettant de trouver des 

fragments solubles à partir de n’importe quelle protéine: ESPRIT (Expression of Soluble 

Proteins by Random Incremental Truncation). Le principe de cette technique repose sur la 

création d’une librairie complète de cDNA aléatoires codant pour des fragments d’une 

longueur variable de la protéine d’intérêt. Certaines de ces constructions peuvent aboutir à des 

fragments solubles. (http://www-db.embl.de/jss/EmblGroupsOrg/g_225.html). Il est envisagé 

d’utiliser cette méthode pour rechercher d’autres domaines solubles de la protéine IIIa.  
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Dans la structure 3D de d’adénovirus obtenue par cryoMET, la densité assimilée à la 

protéine IIIa est constituée par deux régions globulaires (Fig. 1.12). Cette protéine semble 

donc organisée en deux domaines structurellement indépendants que nous devrions arriver à 

isoler par la méthode ESPRIT.  

La détermination de la structure atomique de la protéine IIIa sera un grand pas vers 

l’élucidation de son rôle dans la capside. Son placement dans la structure 3D de la capside 

obtenue par MET révèlera en particulier ses zones d’interaction avec les autres protéines de la 

capside et permettra une attribution définitive de sa densité dans la capside du virus.  
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5. La Base de Penton de l’Adénovirus 

Humain de Sérotype 3 

 
5.1. Introduction 

 

Pour certains sérotypes d’adénovirus, il arrive que lors de l’infection, les bases de 

penton s’assemblent pour former des sous-particules virales hautement symétriques appelées 

dodécaèdres. Ces particules sont constituées de 12 bases pentamérique (60 monomères) et ont 

été mises en évidence la première fois dans des cellules infectées par l'adénovirus humain de 

sérotype 3 en 1966 (Norrby, 1966). Depuis leur découverte, les dodécaèdres ont été mis en 

évidence dans des cellules infectées par différents sérotypes d'adénovirus humains dont le 

sérotype 4 (Norrby and Wadell, 1967), le sérotype 7 (Neurath et al., 1968), le sérotype 11 

(Norrby, 1968), les sérotypes 9 et 15 (Norrby et al., 1967). L’observation de ces particules in 

vivo dans des cellules infectées par des adénovirus humains de sérotype 1, 2, 5, 6, 12, 16, 40 

et 41 n’a pas abouti (Norrby and Ankerst, 1969; Norrby and Skaaret, 1968; Wadell and 

Norrby, 1969). Il faut néanmoins noter que la base de penton de l’adénovirus de sérotype 2 a 

été cristallisé sous forme dodécaédrique (Zubieta et al., 2005) en présence de dioxane. 

Les particules dodécaédriques issues de l’HAd3 sont les plus étudiées d’un point de 

vue biologique et structural. Grâce à leur cavité de 80Å et à leur capacité à entrer dans les 

cellules, ces sous-particules virales ont été proposées comme vecteur de transfert en thérapie 

génique (Fender et al., 1997; Fender et al., 2003; Fuschiotti et al., 2006a).  

La séquence de la base de penton est très conservée pour les sérotypes humains, il y a 

typiquement 70 % d’identité de séquences entre celles des HAd2 et 3. Comme le montre 

l’alignement de séquences entre les bases de ces deux virus (Fig. 5.1A), les différences 

majeures sont localisées au niveau de trois régions: le domaine N-terminal, la boucle variable 

et la boucle RGD. La base de penton de l’HAd3 possède 34 résidus de moins dans la boucle 

RGD et 9 résidus de plus dans la boucle variable par rapport à celle de l’HAd2. La structure 
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atomique de la base de penton de l’HAd2 a été résolue par Zubieta et al. en 2005 (Fig. 5.1B). 

Dans cette structure, la boucle RGD qui est flexible est totalement absente (74 aa). La partie  

 
Figure 5.1: La base de penton des HAdV3 et 2.  
A, Alignement des séquences primaires des bases de penton des HAd3 et 2. Les structures secondaires 
sont indiquées en bleu (brin β) et rose (hélice α) pour HAd2 dont la structure atomique est connue. 
Les boucles variable et RGD sont colorées respectivement en bleu et vert. Les flèches grises indiquent 
le début de la séquence des protéines cristallisées.  
B, La structure cristallographique de la base de penton de l’HAd2 (Zubieta et al., 2005), avec les 
noms des différents domaines. 
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N-terminale a été également éliminée (49 premiers acides aminés) de la construction utilisée 

en cristallographie car cette partie présentait une forte tendance à l’auto protéolyse. Nous nous 

intéressons à la structure du dodécaèdre issu de l’HAd3 car nous espérons découvrir le 

repliement des régions manquantes dans la structure actuelle de la base de penton de l’HAd2. 

Nous espérons en particulier résoudre les structures de la boucle RGD et d’une partie des 

acides aminés composant l’extrémité N-terminale de la base. Ces domaines sont très 

importants pour le virus car ils permettent la fixation des intégrines (via le motif RGD de la 

boucle RGD) et des domaines WW des ligases de l'ubiquitine (via les deux motifs xPPxY de 

la partie N-terminale) (Galinier et al., 2002).  

Des essais de cristallisation avaient déjà été entrepris ces dernières années par plusieurs 

personnes de l’EMBL sur des dodécaèdres de l’HAdV3. Des cristaux de ces particules avaient 

été obtenus mais leur pouvoir de diffraction n’a jamais dépassé 5 Å. Nous avons choisi de 

reprendre ce projet en collaboration avec le Dr. Pascal Fender de l’IBS (Institut de Biologie 

Structurale). 

 

5.2. Expression et Purification 
 

Comme pour la protéine entière décrite précédemment par Fender et al. (1997), le 

fragment 38-544 aa de la base de penton de l’HAd3 a été cloné dans un vecteur d’expression 

du système de baculovirus. La protéine recombinante est tronquée du côté N-terminal pour 

éviter un phénomène d’auto-protéolyse constaté au niveau des acides aminés E37-A38. Il 

semble de plus que cette protéolyse soit indispensable à la formation correcte des dodécaèdres 

(Fuschiotti et al., 2006b). La protéine est produite dans les cellules d’insecte et les particules 

dodécaédriques sont purifiées sur un gradient de sucrose. Après une dialyse pour éliminer le 

sucrose, la protéine nous a été fournie par le Dr. Fender. J’ai alors réalisé une étape de 

purification supplémentaire par chromatographie échangeuse d’anions (Mono Q ; Amersham). 

La figure 5.2 représente le chromatogramme généré lors de la MonoQ. Les différentes 

fractions correspondant aux différents pics ont été déposées sur gel SDS-PAGE dénaturant, et 

observées par microscopie électronique en coloration négative (Fig. 5.3).  
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Figure 5.2: Purification de la base de penton de l’HAd3.  
A, Chromatogramme à la sortie de la colonne échangeuse d’anions MonoQ, la courbe en violet 
correspond à l’absorption de la fraction vis-à-vis des ultra violet, la courbe noire correspond à la 
conductivité.  
B, Gel SDS-PAGE (réalisé par le Dr. Fender) avec différentes fractions issues du gradient de sucrose, 
avant la MonoQ. 
C, Gel SDS-PAGE (12 %) des fractions correspondant au pic I. 
D, Gel SDS-PAGE (8 %) des fractions correspondant au pic II.  
Sur les trois gels B, C et D les deux bandes à 25 et 30 kDa indiquées par une étoile correspondent à 
deux fragments de la base de penton dégradée. 

 

Après purification, sur le gel SDS-PAGE, nous observons deux bandes de tailles 

différentes, à 25 et 30 kDa (Fig. 5.2D), correspondant à deux fragments de la base de penton. 

Pour déterminer la composition de ces bandes nous avons eu recours au séquençage N-

terminal. Le plus grand des deux fragments correspond au côté N-terminal de la protéine 

(commençant par l’aa 38-APFVP), l’autre fragment débute par l’aa 334-ITEKQKR. La 

protéine est donc clivée au niveau l’aa 334 juste après le motif RGD (indiqué par * dans la 

figure 5.1A). Ce clivage ne se produit pas habituellement lors de la production de la base de 

penton, le Dr. Fender nous a informé qu’il avait ajouté à son échantillon de la DNase qui été 

probablement contaminé par des protéases. En attendant d’avoir un échantillon non clivé nous 

avons donc choisi de travailler sur cet échantillon. 
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Figure 5.3: Images de MET en coloration négative des pics I et II du chromatogramme.  
A, Echantillon provenant du pic I et contenant uniquement les bases de penton libres. La barre 
d’échelle, 50 nm. 
B, Echantillon provenant du pic II et contenant un mélange de deux populations homogènes, la base 
de penton et le dodécaèdre.  
C, Echantillon provenant du pic II et qui a été incubé une heure en présence de 10 % de dioxane et 1.6 
M de sulfate d’ammonium. La composition de cette solution est identique à celle utilisée par Zubieta 
et al., (2005) pour cristalliser la base de penton de l’HAd2 sous forme de dodécaèdre. Il y a une nette 
diminution de la quantité de base libre au profit des dodécaèdres.  
 
 

Les images de MET de la figure 5.3 nous indiquent que le pic I est constitué 

majoritairement de la base de penton et le pic II de la base de penton et du dodécaèdre. Le 

clivage observé au niveau de l’aa 334 ne gène visiblement pas la formation des particules 

dodécaédriques. Malgré la présence de la coupure au niveau de la boucle RGD, les différentes 

fractions du pic II ont été rassemblées, concentrées jusqu’à 9 mg/mL puis utilisées pour tester 

différentes conditions de cristallisation. 

 

5.3.  Cristallisation du Dodécaèdre de l’HAdV3 
 

La solution de dodécaèdres purifiés a été soumise à des tests de cristallisation dans des 

nano-gouttes avec un robot PixSys4200 (cf. le chapitre Matériels et Méthodes). Environ 600 

conditions de cristallisation ont été testées à l’aide de kit de cristallisation commerciaux (listes 

dans le Matériels et Méthodes). Plusieurs conditions de cristallisation ont abouti à la 

formation de petits cristaux (Fig. 5.4). Ces cristaux apparaissent après une nuit d’équilibrage à 

20°C dans des conditions de cristallisation contenant préférentiellement du PEG 4000, 6000 

ou 8000 comme précipitant. Quelques exemples sont présentés dans la figure ci-dessous. 

 

A B C 
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Figure 5.4: Cristaux du dodécaèdre de l’HAdV3.  
Les premiers cristaux ont été obtenus dans des nano-gouttes assises par diffusion de vapeur. La goutte 
est composée de 0.1 µL de solution de cristallisation et de 0.1 µL de solution de protéine à 9 mg/mL, 
le réservoir contient 100 µL de la solution de cristallisation. Les cristaux sont obtenus après une nuit  
d’équilibrage à 20°C.  
 

Les cristaux obtenus par le robot sont trop petits pour être testés directement à l’ESRF. 

Nous avons donc reproduits manuellement les conditions de cristallisation en utilisant des 

volumes plus important (1 µL de la solution de cristallisation est mélangé à 1 µL de la 

solution de protéine à 9 mg/mL ; le réservoir contient dans ce cas 800 µL de la solution de 

cristallisation). Le temps d’apparition des cristaux ne change pas. Ces cristaux sont congelés 

au sein d’une boucle dans de l’azote liquide (100 K) en présence d’une solution de 

cryoprotectant (25% glycérol en concentration finale ajouté à la solution de cristallisation). La 

meilleure diffraction (7Å) a été obtenue pour les cristaux de la condition a (Fig. 5.4) (ID23-

EH2, ESRF). La solution initiale de cristallisation utilisée est composée de 0.05 M sodium 

cacodylate  pH = 6.5 ; 10 % pds/v PEG 8000 ; 0.2 M chlorure de potassium et 0.1 M 

magnésium acétate tétrahydraté. Cette condition de cristallisation a été choisie comme point 

de départ pour améliorer la diffraction des cristaux du dodécaèdre. 
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Les cristaux obtenus sont très fragiles, ils se cassent facilement lors de l’ajout de la 

solution de cryoprotectant et de la manipulation mécanique avec la boucle. Les stratégies 

adoptées pour améliorer leur diffraction visent donc à obtenir des cristaux plus solides tout en 

réduisant le nombre d’étapes de manipulations mécaniques: 

 

   1 – Production des cristaux directement en présence du cryoprotectant (glycérol).  

L’obtention de cristaux directement en présence de glycérol permet d’éviter le 

transfert des cristaux dans une solution qui peut les fragiliser. Le glycérol ralentit également la 

vitesse d’empilement cristallin qui peut affecter le degré d’organisation dans le cristal. 

 

2 – Additifs 

En plus de la composition de la solution de cristallisation, nous avons utilisé différents 

additifs susceptibles d’améliorer la diffraction en stabilisant la protéine du point de vue 

structural. Ces additifs peuvent être des atomes lourds, des sels, des acides aminés, des agents 

chaotropiques, des co-facteurs, des détergents, des molécules organiques volatiles ... etc. Le 

dioxane fait partie de cette dernière catégorie d’additifs. Comme le montrent les images de 

microscopie électronique (Fig. 5.3), le dioxane (en présence de sulfate d’ammonium 1.6 M) 

stabilise la forme dodécaédrique et donne un échantillon homogène du point de vue 

oligomérique. 

 

En pratique, un criblage de 96 additifs différents (Additive Screen hampton research)  

a été effectué à partir de la condition de cristallisation initiale à laquelle avait déjà été ajoutée 

15% de glycérol. Des cristaux ont été obtenus dans quasiment toutes les conditions. Nous 

avons testé le pouvoir de diffraction de la plupart d’entre eux. La figure 5.5 montre 4 cristaux 

représentatifs des différentes formes cristallines obtenues. 
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10 mM chlorure de nickel     10 mM chlorure de fer              4 % Acétonitrile                         10 mM chlorure de cadmium 

Pas de diffraction  Pas de diffraction     17Å           4Å  

Figure 5.5: Images de 4 types de cristaux différents obtenus avec différents additifs 
La condition de cristallisation commune est: 0.05 M sodium cacodylate  pH = 6.5 ; 10 % pds/v PEG 
8000 ; 0.2 M chlorure de potassium et 0.1 M magnésium acétate tétrahydraté plus 15 % de glycérol. 
Pour chacun des quatre cristaux, le type d’additif utilisé ainsi que la résolution de la diffraction sont 
indiqués. Les cristaux apparaissent  en 1-2 jours (selon l’additif) et sont ensuite congelés dans de 
l’azote liquide en présence de 25% de glycérol.  
 

Nous constatons que l’ajout de 15 % de glycérol et 10 mM de chlorure de cadmium à 

la condition initiale de cristallisation a permis l’augmentation des limites de résolution de 7 à 

4 Å. Les cristaux obtenus dans ces conditions ressemblent plus à des plaquettes de faible 

épaisseur et sont très sensibles aux rayons X. En augmentant la concentration en glycérol 

jusqu’à 35% nous avons réussi à obtenir des cristaux tridimensionnels (Fig. 5.6A). Ces 

derniers diffractent jusqu’à 3.5 Å de résolution et sont beaucoup moins sensibles aux 

dommages d’irradiation causés par les rayons X, probablement grâce à la forte concentration 

en glycérol utilisée.  

 

5.4. Collecte et traitement des données 
 

Les données cristallographiques ont été collectées à l’ESRF (European Synchrotron 

Radiation Facility) sur la ligne de lumière ID14-EH4. Le meilleur cristal a diffracté les rayons 

X jusqu`à une résolution de 3.5 Å. Ce cristal du groupe d’espace P21 possède les paramètres 

de maille suivants: a=264.55Å b=382.46Å c=268.23Å et α=γ=90° β=90.4°. L’unité 

asymétrique contient une particule dodécaédrique (60 monomères de base de penton de 507 

acides aminés et d’une masse moléculaire de 57808 Da) avec un coefficient de Matthews (VM) 

de 3.9 Å3/Da correspondant à 68 % de solvant dans le cristal (Matthews, 1968). Les données 

ont été intégrées et mises à l’échelle avec XDS (Kabsch, 1988). Les statistiques obtenues 

après ces traitements sont indiquées dans le tableau 5.1. 
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A        B 

         
         C 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
Figure 5.6: Diffraction des rayons X par les cristaux du dodécaèdre de l’HAd3.  
A, Photo du cristal de dodécaèdres obtenu dans la condition de cristallisation initiale plus 35% de 
glycérol et 10 mM CdCl2. La photo a été prise alors que le cristal était déjà congelé et en place pour 
une collecte de données à l’ESRF. 
B, Cliché de diffraction du cristal obtenu sur la ligne de lumière ID14-EH4 (ESRF).  
C, Zoom de la région indiquée par un cadre rouge dans la partie B. Des taches de diffraction sont 
observées jusqu’à 3.5 Å de résolution. 
 
 
Collecte des données 
 
  
          
 

 

 

 

 

 

 

 
 
Tableau 5.1: Statistiques cristallographiques de collecte des données sur les cristaux du 
dodécaèdre. Les données à 3.5 Å de résolution (statistiques non montrées) sont médiocres mais 
peuvent être exploité à cause de la symétrie non cristallographique avec les 60 copies dans l’unité 
asymétrique. 
 

source ESRF ID14-EH4 
Détecteur ADSC 
Longueur d’onde (Å) 0.976 
Groupe d’espace P21 
Paramètre de maille (Å) 
                                  

a=264.55  b=382.46   c =268.23 
α=γ=90°   β=90.4° 

Contenu en solvant        68 % 
Résolution Å 49-4.01  
N° de réflexions observées 
N° de réflexions uniques 

633670 
352673 

Complétude (%) 78.8 (62.6) 
Redondance 1.79 (1.77) 
Le facteur R (%) 15.4 (45.1) 
I/σ (I) 5.79 (1.95)     
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L’affinement de la condition de cristallisation initiale donnant des cristaux du 

dodécaèdre a donc permis l’obtention de cristaux tridimensionnels qui diffractent jusqu’à 3.5 

Å de résolution. Le travail de résolution de la structure sera réalisé après la soutenance de ma 

thèse durant un stage post-doctoral de 3 mois. Nous envisageons la résolution de la structure 

par remplacement moléculaire en utilisant la structure de la base de penton de l’HAd2 comme 

modèle (Zubieta et al., 2005). Les nombreux opérateurs de symétries non cristallographiques 

(NCS) du dodécaèdre seront utilisés pour moyenner les cartes de densité électronique et 

améliorer ainsi la qualité des cartes.  

 

Essais de cristallisation de la base de penton non clivée 

 

 Le Dr Fender nous a fourni un échantillon de dodécaèdre non clivé au niveau de la 

boucle RGD (Fig. 5.7). La protéine a été purifiée comme décrit précédemment et les essais de 

cristallisation ont été entrepris dans des conditions proches de la condition initiale a. Cette 

protéine cristallise après une nuit d’équilibrage à 20°C. Les cristaux sont de grande taille 

(jusqu’à 300 µm) mais malheureusement ils ne diffractent qu’à basse résolution (environ 30 

Å). Nos résultats préliminaires nous permettent de conclure que la coupure au niveau de la 

boucle RGD permet probablement un empilement plus compact et plus ordonné des 

dodécaèdres. La structure de la base de penton de l’HAd2 a également été obtenue avec des 

protéines présentant une coupure dans la boucle RGD. 

  

 
Figure 5.7: La base de penton d’HAd3 non clivée au niveau de la boucle RGD. 
A, Gel SDS-PAGE de la base de penton non clivée après purification sur la colonne échangeuse 
d’anions MonoQ.  
B, Photos de quelques cristaux du dodécaèdre. Tous ces cristaux ont été obtenus dans la condition 
initiale (0.2 M chlorure de potassium ; 0.05 M sodium cacodylate pH = 6.5 ; 10 % w/v PEG 8000 ; 
0.1 M magnésium acétate tétrahydraté) additionné de 25-35% glycérol et 10 mM CdCl2 ou 20 mM 
CaCl2. 
 

  

  

 

MW 

60 kDa 
50 kDa 
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5.5. Conclusion et Perspective 
 

Nous avons constaté, lors des collectes des données sur les cristaux du dodécaèdre 

issus de l’HAd3, qu’un clivage au niveau de la boucle RGD permet une augmentation 

significative des limites de diffraction. Cette boucle est probablement flexible et perturbe 

l’empilement cristallin.  

Il a été montré que le dodécaèdre issu de l’HAd3 était apte à être internalisé par des 

cellules exprimant des héparanes sulfates à leur surface (Fender et al., 2008) alors que les 

particules virales entières n’en sont pas capables (Dechecchi et al., 2000). L’analyse de la 

séquence primaire de la base de penton a mis en évidence une région fortement basique 

(KQKR) proche du motif RGD qui pourrait être un site de fixation potentiel aux héparanes 

sulfates. Une reconstruction 3D préliminaire obtenue à partir d’images de cryoMET des 

dodécaèdres en complexe avec un oligosaccharide d’HS composé de 8 saccharides a 

effectivement montré une densité supplémentaire proche de la boucle RGD et attribuée au HS 

(Fender et al., 2008). Dans un futur proche nous envisageons des essais de cristallisation de 

ces complexes (dodécaèdre non clivé + HS). Ceci permettra non seulement l’identification du 

ou des sites de fixation des HSPGs mais aussi l’analyse de leur mécanisme d’interaction à 

l’échelle atomique. Nous espérons également que l’interaction avec les HS permettra la 

stabilisation d’une conformation de la boucle RGD et donc l’obtention des cristaux de la 

protéine non clivée qui diffracteraient à haute résolution.   
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6. La Fibre Courte de l’Adénovirus 

Aviaire de Sérotype 1 

 
6.1. Introduction 

 

Deux étapes permettent l’internalisation de l’adénovirus: dans un premier temps la 

fibre s’attache au récepteur primaire à la surface de la cellule hôte. La base de penton se lie 

ensuite aux intégrines via la boucle RGD entraînant l’internalisation du virus. L’adénovirus 

aviaire de type 1 (CELO) comporte deux fibres liées à la même base de penton. La base de 

penton ne contenant pas de motif RGD, ce virus utilise probablement une voie alternative à 

celle décrite précédemment. Le CELO sauvage infecte des cellules CHO exprimant le CAR. 

Afin de connaître le rôle respectif de chacune des fibres dans cette interaction, des mutations 

ont été introduites dans le génome pour désorganiser soit la fibre longue soit la fibre courte 

(Tan et al., 2001). Le virus CELO dont le génome est dépourvu de la fibre courte est 

incapable de générer des particules virales, la fibre courte est donc essentielle pour la 

propagation du virus. Le virus dépourvu de la fibre longue est quant à lui produit et capable 

d’infecter les cellules de poules, mais il perd sa capacité à infecter des cellules humaines 

exprimant le CAR (Tan et al., 2001). La fibre longue est donc responsable de l’interaction 

avec le CAR à la surface des cellules humaines (Tan et al., 2001). Le récepteur de la fibre 

courte reste encore inconnu. Le mécanisme d’internalisation de ce virus dans les cellules 

humaines reste inconnu, il est ‘intégrine indépendant’ et fait probablement intervenir les deux 

fibres. Il est possible que lors de l’infection la fibre longue s’attache à la surface de la cellule 

via le CAR et que la fibre courte interagisse avec le récepteur secondaire et induise 

l’endocytose (cette deuxième interaction remplacerait l’interaction entre le motif RGD et les 

intégrines). Cette hypothèse peut s’appliquer aux HAd40 et 41 qui comportent également 

deux fibres: une courte et une longue, la fibre longue peut interagir avec le CAR alors que le 

récepteur de la fibre courte reste inconnu, leur base de penton ne contient pas de motif RGD 

(Favier et al., 2004).  
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Dans l’optique de révéler les propriétés de la fibre courte d’adénovirus aviaire nous 

avons résolu sa structure atomique par cristallographie. 

 

6.2. ARTICLE II: Structure of the C-terminal head domain of the fowl 

adenovirus type 1 short fibre 
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6.3. Conclusion 

 

L’adénovirus aviaire de sérotype 1 (CELO) est très différent des autres Ads, il 

comporte deux fibres liées à la même base de penton: une courte et une longue. Les récepteurs 

ainsi que la voie d’internalisation du virus ne sont pas encore élucidés. Au niveau de la 

séquence, les deux fibres et particulièrement la courte possèdent peu de similarité avec les 

fibres d’HAds. La structure cristallographique de la tête fibre courte du CELO a permis de 

mieux comprendre pourquoi cette protéine est incapable d’interagir avec le récepteur majeur 

des Ads (le CAR). En effet, la boucle impliquée dans cette interaction (boucle AB) est 

différente en longueur et en structure des autres boucles AB capables d’interagir avec le CAR. 

La surface électrostatique de la tête de fibre courte présente également une région fortement 

basique comparable à celle des têtes des fibres qui utilisent l’acide sialique comme récepteur. 

Cela suggère que cette protéine reconnaîtrait ce même récepteur. Finalement la comparaison 

de la structure de la tête de fibre courte du CELO avec les structures de douze autres têtes de 

fibre de différents sérotypes d’Ads a permis de conclure qu’au cours de l’évolution, malgré 

une divergence de la séquence de la fibre, la structure a été globalement conservée. Bien que 

la tête de la fibre soit soumise à des pressions antigéniques intenses et accumule des mutations 

au cours de l’évolution, des arbres phylogénétiques basés sur les séquences ou les structures 

des têtes de fibres sont comparables à ceux obtenus pour la base de penton qui est elle 

hautement conservée. Ces arbres phylogénétiques ont abouti à trois conclusions majeures:  

- Les deux fibres du CELO ont clairement un ancêtre commun. 

- La tête de fibre courte d’HAd41 apparaît proche des têtes de fibre du CELO. 

- La tête de fibre de l’adénovirus canin est plus proche des têtes de fibre des 

adénovirus humains que de celles du CELO. 

La région fortement basique dans la partie apicale de la tête courte de fibre nous a 

amené à faire des tests d’interaction avec l’acide sialique par Biacore en collaboration avec le 

groupe du Dr. Hugues Lortat Jacob de l’IBS.  

La glycophorine (GP) est une glycoprotéine riche en acide sialique, abondante à la 

surface des globules rouges. Pour mesurer l’interaction entre la tête de la fibre courte et 

l’acide sialique, la GP biotinilée a été immobilisée sur une surface de Biacore couverte de 

strepatavidine. Différentes concentrations en protéine ont été injectées sur la surface et leur 

liaison a été mesurée par résonance plasmonique de surface (SPR). Aucune interaction n’a été 

mise en évidence. Il est donc possible que la tête de la fibre courte du CELO n’interagisse pas 

avec l’acide sialique. L’absence de l’interaction peut aussi être expliquée par la composition 
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du dérivé de l’acide sialique sur la glycophorine (Kaludov et al., 2001). Il faut noter 

l’existence de plus de 40 dérivés d’acide sialique différents entre les espèces animales et 

même entre différents tissus, il est donc possible que la fibre courte n’interagisse qu’avec un 

acide sialique présent à la surface des cellules d’oiseau mais pas avec l’acide sialique présent 

à la surface des globules rouges humain (généralement N-acétylneuraminique).  
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Conclusion Générale 
L’étude des virus en général et des adénovirus en particulier, permet de mieux 

comprendre ces virus afin de mieux les contrôler et le cas échéant mieux les utiliser. 

L’adénovirus est largement étudié d’un point de vue fondamental et pour des applications en 

thérapie génique. Actuellement, l’utilisation de ces virus dans des essais de thérapie génique a 

encore accru l’intérêt que nous portons à leur structure. De nombreux efforts sont consacrés 

au reciblage spécifique des virus vers certains tissus cellulaires. Ceci est essentiel pour une 

application efficace et une diminution de la réponse immunitaire chez le patient (utilisation de 

petites doses). Il est assez aisé de détruire le tropisme naturel des adénovirus (en mutant la tête 

de la fibre), par contre le re-ciblage du virus est plus complexe. Une des méthodes les plus 

encourageantes consiste à greffer un peptide de reciblage à la surface du virus. Pour une 

greffe optimale sans gêner l’intégrité de la particule virale, la connaissance de la structure de 

la capside à l’échelle atomique est indispensable. Une particule d’adénovirus humain 

comporte plus de 2700 polypeptides, avec une masse moléculaire d’environ 150×106 Da. La 

détermination de sa structure atomique reste un véritable challenge. Pour remédier à ce 

problème, nous étudions en parallèle la structure 3D de virus entier par MET et la structure 

des protéines de la capside par cristallographie. La combinaison des données 

cristallographiques avec les données de microscopie électronique est pour l’instant la seule 

méthode nous permettant d’obtenir une information à l’échelle quasi-atomique pour le virus 

entier. Cette approche a déjà été utilisée au laboratoire et elle a permis l’obtention d’un 

modèle de l’HAd5 à résolution quasi atomique (Fabry et al., 2005). Néanmoins, ce modèle ne 

comporte que les protéines majeures. Afin de compléter ce modèle je me suis intéressée à la 

structure atomique des protéines mineures de l’Ad. 

Les essais de cristallisation des protéines mineures IX et IIIa n’ont malheureusement 

pas été fructueux. Ceci est probablement dû à une forte flexibilité et instabilité de ces 

protéines en dehors de la capside. La protéine IX est la protéine mineure la plus étudiée de 

l’adénovirus. Récemment une structure 3D de l’adénovirus humain, à 6 Å de résolution par 

MET, a permis une attribution détaillée de la position de la protéine IX à la surface de la 

capside. Cette attribution a été basée sur la densité électronique observée et sur les prédictions 

de structure secondaire de la protéine. Nous avons pu confirmer cette position définitivement 

avec des données d’immunodétection (localisation du domaine C-terminal de la protéine IX 

avec des Fabs spécifiques) et biochimiques (expériences d’oligomérisation). Ainsi nous avons 
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établi un modèle d’organisation de la protéine IX en réseau à la surface de la capside qui lui 

permet d’exercer sa fonction de ciment de la capside.  

Le virus CELO a été proposé comme vecteur de transfert en thérapie génique 

(Kelleher and Vos, 1994; Michou et al., 1999). Celui-ci est en effet capable de contenir 

jusqu’à 43 kpb (théoriquement) de matériel génétique avec un risque limité de provoquer des 

réactions immunitaires importantes chez les patients par rapport aux vecteurs humains (à 

cause de l’immunité préexistante). Des connaissances fondamentales manquent cependant 

pour son utilisation rationnelle. Le virus CELO contient deux fibres liées à la même base de 

penton ce qui le différencie des autres adénovirus (Hess et al., 1995; Laver et al., 1971), sa 

voie d’internalisation n’est encore pas connue. La structure cristallographique de la tête de 

fibre courte que nous avons déterminée n’apporte pas de réponse par rapport à son rôle dans 

l’internalisation des particules virale. Néanmoins, la structure de la tête de fibre courte à 

l’échelle atomique permet la réalisation de mutations stratégiques pour identifier la nature de 

son récepteur ainsi que son site de liaison. Dans le cadre d’une application en thérapie 

génique, la structure servira à déterminer les sites de modification potentiels pour le reciblage 

du virus. La modification de la région fortement basique, par exemple (site potentiel de 

fixation d’un récepteur), permettra très probablement la modulation du tropisme naturel de la 

fibre courte pour un reciblage du virus. 

Durant cette thèse je me suis aussi intéressée aux sous-particules virales de l’HAd3 

appelées dodécaèdres qui sont formés par un arrangement sphérique de 12 bases de penton. 

Ces particules non pathogènes et qui utilisent les HS comme récepteurs à la surface de la 

cellule ont été proposées comme vecteur de thérapie génique (Fender et al., 2008). 

Aujourd’hui nous disposons de la condition de cristallisation optimale pour une diffraction 

des cristaux du dodécaèdre seul et nous envisageons de résoudre la structure du dodécaèdre en 

complexe avec les HS. Ceci nous permettra d’élucider ce type d’interaction d’un point de vue 

fondamental et de mieux utiliser ces particules dans un but thérapeutique. 
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