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HEK  Lignée cellulaire embryonnaire humaine de rein (Human Embryonic Kidney) 
HS  Héparane Sulfate 
HSP  Protéine de choc thermique (Heat Shock Protein) 
HSPG  Héparane Sulfate ProtéoGlycane 
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Ig  Immunoglobuline 
IL  Interleukine 
ILV  Vésicules intraluminales (IntraLuminal Vesicles) 
ITR  Répétitions terminales répétées (Inverted Terminal Repeat) 
kb  kilobase 
L1 à L5  Unités de transcription tardives de l’adénovirus (Late) 
LBPA  Acide Lyso-Bis-phosphatidique (Lyso-Bis-Phosphatidic Acid)
LT  Lymphocyte T 
MOI  Multiplicité d’infection (Multiplicity Of Infection) 
MP Microparticule membranaire 
MV  Microvésicule 
MVB  Corps multi-vésiculaire (MultiVesicular Body) 
NBD  Domaine de liaison à l’ATP du CFTR (Nucleotide Binding Domain) 
ORCC  Canal chlorure régulé par le calcium intracellulaire (Outwardly Rectifying Chloride 

Channel) 
ORF  Cadre de lecture ouvert (Open Reading Frame) 
PAGE  Electrophorèse en gel de polyacrylamide (PolyAcrylamide Gel Electrophoresis)
Pb  Paire de base 
PCR  Réaction de polymérase en chaine (Polymerase Chain Reaction) 
pfu  Particule infectieuse (plaque forming unit)
PI(3)P  Phosphatidylinositol-3-phosphate 
PKA  Protéine Kinase Dependante de l’Adénosine monophosphate cyclique 
PKC  Protéine kinase C 
pp  particule physique 
R  Domaine Régulateur du CFTR 
RGD  Arginine-Glycine-Acide Aspartique 
ROMK  Canal potassique sensible à l’ATP (Renal outer Medullary Potassium Channel) 
RSV  Virus du Sarcome de Roux 
RT  Reverse Transcription 
SDS  Sodium Dodecyl Sulfate 
SIDA  Syndrôme d’ImmunoDéficience Humaine 
SVF  Serum de Veau Fœtal 
TMD  Domaine Transmembranaire du CFTR (TransMembrane Domaine) 
TSG101  Tumor Suceptibility Gene 101 
VCAM-1  Vascular Cell Adhesion Molecule 1 
VLP  Virus-like particle 
Vps  Vacuolar protein sorting 
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I. La mucoviscidose 
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1. Historique 

Les premiers rapports médicaux évoquant les symptômes associés à la maladie datent du Moyen-âge. 

On parlait d’enfants au goût salé lorsqu’on les embrassait. Ces enfants avaient une espérance de vie 

limitée. 

Une des premières descriptions médicales des symptômes associés à la pathologie date de 1595. Le Pr. 

Pieter Raw réalisa l’autopsie d’une jeune patiente affaiblie et décela les lésions pancréatiques. Les 

multiples symptômes observés chez les malades (diarrhées, atteintes pulmonaires et anomalies 

pancréatiques) sont associés au début du XXème siècle. Le terme « fibrose kystique » caractérisant 

l’état physiopathologique des tissus respiratoires et pancréatiques est utilisé pour la première fois dans 

les années 1930. Ce terme est centré sur les atteintes pancréatiques de la maladie. C’est en 1943 que 

Sydney Farber mis en évidence que la pathologie est due à une diffusion généralisée de mucus 

visqueux. L’appellation « Mucoviscidose » (maladie du mucus épais) fut dès lors admise.  

Le caractère héréditaire et le mode de transmission récessif furent suggérés en 1945 par Anderson et 

Hodges. Au cours des années 1950, fut développé le test de diagnostic rapide, toujours utilisé de nos 

jours, basé sur l’augmentation de salinité de la sueur des malades. Cette anomalie fut précisée dans les 

années 1980 : l’augmentation de salinité correspond à un défaut de perméabilité des cellules 

épithéliales aux ions chlorure. Le mécanisme du défaut à l’origine de la maladie est resté longtemps 

inconnu.  

Le gène dont la mutation provoque la maladie fut localisé en 1985 par l’équipe du Dr Lap-Chee Tsui. 

Il se localise sur le bras long du chromosome 7. En 1989, le Dr Lap-Chee Tsui en collaboration avec 

les Dr. Riordan et Collins isolent le gène responsable de la maladie et le nomment CFTR pour Cystic 

Fibrosis Transmembrane Regulator (J R Riordan et al. 1989).  

2. Le canal CFTR 
2.1. Le gène CFTR 

Le gène CFTR est un gène de taille importante situé sur le bras long du chromosome 7 dans la région 

q31.2. Il s’étend sur 250kb et comprend 27 exons (Figure 1). Il est transcrit en un ARNm de 6 kb et 

code une protéine transmembranaire de 1480 acides aminés : la protéine CFTR (« Cystic Fibrosis 

transmembrane regulator ») (Zielenski et al. 1991).
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Figure 1 : Structure du gène CFTR et de la protéine CFTR 

(A)  Le gène CFTR est constitué de 27 exons (bleu) séparés par des séquences introniques (gris). 

(B)  La protéine CFTR est constituée de différents domaines : les domaines transmembranaires (TM), les 

domaines de liaison à l’ATP (NBD) et le domaine régulateur R. 
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2.2. La protéine CFTR et ses fonctions 

2.2.1. Structure du CFTR 

La protéine CFTR est une protéine transmembranaire de 170 kDa composée de 1480 acides aminés. 

Elle appartient à la famille des transporteurs ABC (ATP-Binding Cassette). Les transporteurs ABC 

correspondent à une famille de protéines impliquées dans le transport de divers éléments à travers la 

membrane plasmique (Higgins 1992).  

Le CFTR s’organise en 5 domaines (Figure 1) : 

- 2 domaines transmembranaires (TM) constitués chacun de 6 sous-unités. Ces domaines 

interviennent dans la formation du pore. Alors que le domaine TM2 est peu impliqué, le 

domaine TM1 joue un rôle principal dans la conductance et la sélectivité du canal (Devidas et 

W B Guggino 1997).  

- 2 domaines cytoplasmiques de liaison aux nucléotides (NBD Nucleotides Bining Domain). Ils 

présentent des sites consensus de fixation et d’hydrolyse de l’ATP. Ils fournissent ainsi 

l’énergie nécessaire au transport des solutés et interviennent dans la régulation des 

mécanismes d’ouverture et de fermeture ATP dépendants du canal CFTR. NBD1 serait 

impliqué principalement dans l’ouverture du canal alors que NBD2 serait impliqué dans les 2 

évènements (Sheppard et M J Welsh 1999; D C Gadsby et Nairn 1999).

- 1 domaine régulateur (R) spécifique au CFTR. Ce domaine correspond aux résidus 590 à 831 

de l’exon 13. Il présente huit des dix sites de phosphorylation par les protéines kinases A, 

phénomène nécessaire à l’ouverture du canal par l’ATP (Berger et M J Welsh 1991). La 

phosphorylation du domaine R par la PKA augmente de 100 fois l’activité du canal alors que 

la phosphorylation par la PKC n’augmente que modestement cette activation. L’état 

déphosphorylé du domaine R maintient le canal fermé, alors que des modifications de 

conformation interviennent dans le passage à l’état ouvert (Cotten et M J Welsh 1997).

La structure tridimensionnelle du CFTR a été obtenue recemment (Mornon et al., 2009 ; Rosenberg et 

al., 2011). Cette avancée permet de comprendre le fonctionnement de la protéine à l’échelle 

moléculaire et peut permettre ainsi la synthèse de molécules capables d’aider la protéine à reprendre 

une conformation correcte. 

2.2.2. Régulation de la protéine CFTR 

Pour des températures physiologiques (37°C), la durée d’ouverture du canal CFTR est comprise entre 

100 et 250 ms. Les mécanismes qui contrôlent son ouverture et sa fermeture sont des événements 

séquentiels, impliquant des étapes de phosphorylation suivies de la liaison et de l’hydrolyse de l’ATP. 
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L’un des modèles le plus largement accepté, qui s’appuie sur des études structure-fonction, propose 

que des changements de conformation du domaine R, après phosphorylation, permettent le passage 

des ions chlorure. La levée de l'inhibition imposée par l'état déphosphorylé du domaine R stimule 

l'interaction entre l'ATP et les domaines NBD. 

La première étape de l’activation du canal passe par une phosphorylation par une PKA stimulée par 

l’AMPc. Le degré de phosphorylation du domaine R détermine la probabilité d’ouverture du canal. 

Bien que les résidus phosphorylables du domaine R soient connus, les résidus impliqués dans les 

mécanismes d’ouverture et de fermeture du canal sont incertains (David C Gadsby, Vergani, et 

Csanády 2006; Hwang et al. 1994). In vitro (canal isolé), neuf résidus serines sont phosphorylés par la 

PKA, situés dans le domaine R : 660, 670, 700, 712, 737, 753, 768, 795, et 813. Les cinétiques de 

phosphorylation sont influencées par la structure locale de la protéine CFTR, ainsi que par la 

proximité et l'activité sélective des phosphatases endogènes de la cellule. La phosphorylation du canal 

CFTR par les PKC semble stimuler une phosphorylation ultérieure par la PKA (Yurko-Mauro et 

Reenstra 1998). Ces données suggèrent qu'une phosphorylation de base par les PKA et les PKC est 

nécessaire pour entraîner l'activation du canal, en agissant sur des sites de phosphorylation essentiels. 

Après phosphorylation par les PKA, la déphosphorylation par des protéines phosphate inactive le 

canal (F Becq et al. 1993). 

La seconde étape consiste en la liaison et l’hydrolyse de l’ATP sur les sites NBD. Ceci entraîne un 

changement conformationnel des domaines transmembranaires du canal CFTR. Cette étape 

correspond à l’étape limitante dans l’ouverture et la fermeture du canal  

(D C Gadsby et Nairn 1999; Foskett 1998). Dans des expériences de protéine de fusion, les activités 

ATPasiques ont été localisées sur les résidus 433-589 pour le domaine NBD1, et 1208-1399 pour le 

domaine NBD2 (Seibert et al. 1997; Mathews et al. 1998). 

2.2.3. Propriétés du canal CFTR 

2.2.3.1. Canal ionique  

La protéine CFTR est un canal à spécificité anionique permettant la diffusion passive des ions 

chlorure. Il se distingue des autres canaux chlorure épithéliaux par sa séquence de perméabilité (Br-

>Cl->I->F-). Le canal CFTR est sélectif pour les anions plutôt que les cations monovalents. En effet, la 

perméabilité du CFTR au chlorure est plus importante que celle de l’iodure (Sheppard et M J Welsh 

1999).  

2.2.3.2. Régulateur d’autres canaux ioniques 

Le nom « régulateur transmembranaire de conductance » donné à la protéine CFTR était basé sur 

l’observation de nombreuses anomalies au sein des épithéliums mucoviscidosiques, incluant une 
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régulation altérée d’autres canaux chlorure tel que l’ORCC (M Egan et al. 1992; Gabriel et al. 1993) 

ou encore une hyperabsorption des ions sodium par le canal Na+ sensible à l’amiloride (Knowles et al. 

1981; Quinton 1983; Boucher 1999) . La perte de l’activité chlorure qui pourrait être impliquée dans le 

transport transépithélial de l’eau et des ions (Quinton 1983; Anderson et al. 1991; Bear et al. 1991) 

n’étant pas suffisante pour expliquer les dysfonctionnements observés, l’hypothèse d’une fonction 

régulatrice a donc été émise (Figure 2). En effet, le CFTR appartient à la superfamille des 

transporteurs ABC et présente la capacité à fixer des protéines contenant des domaines PDZ (D B 

Short et al. 1998). 

- Le canal ORCC (Outwardy Rectifying Chloride Channel)  

L’ORCC est un canal chlorure régulé par l’AMPc dont on a longtemps pensé qu’il pouvait être 

responsable du défaut de conductance membranaire retrouvé dans la mucoviscidose. La présence du 

canal CFTR fonctionnel est indispensable à l’activation du canal ORCC par les PKA (Protéine Kinase 

A). CFTR régule ORCC par des interactions membranaires ou cytoplasmiques (Schwiebert et al. 

1999). 

- Le canal ENaC (Epithelial Na Channel) 

Ce canal responsable de l’influx d’ions Na+ au pôle apical des cellules épithéliales, aussi appelé canal 

sodique, est sensible à l’amiloride. De nombreux mécanismes ont été proposés pour expliquer 

l’interaction CFTR-ENaC. De récentes données tendent à envisager une interaction directe entre les 

deux protéines (Berdiev, Qadri, et Dale J Benos 2009). Il est admis que l’absorption accrue de sodium 

au niveau de l’épithélium respiratoire de patients mucoviscidosiques est corrélée à une déficience 

d’activité du CFTR. 

- Les canaux potassiques (K) 

Des études ont démontré que l’expression de CFTR influence l’activation AMPc dépendent de canaux 

K (Loussouarn et al. 1996). Au niveau de la membrane apicale des cellules épithéliales des voies 

respiratoires, le canal potassique ROMK1 a été identifié. Le CFTR serait couplé à cette protéine, lui 

procurant ainsi une sensibilité à divers stimuli (Konstas et al. 2002). Le CFTR est donc capable de 

transférer les effets d’agonistes ou d’antagonistes sur d’autres protéines modifiant de ce fait leur 

activité. 
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Figure 2 : Régulation des différents transporteurs ioniques par la protéine CFTR  
D’après (Schwiebert et al. 1999)
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2.3. Les mutations du gène CFTR

La mucoviscidose est due à des mutations dans le gène CFTR. A ce jour, plus de 1600 mutations ont 

été répertoriées sur le site du Consortium International d’analyse Génétique de la Mucoviscidose 

(htttp///www.genet.sickkids.on.ca/cftr). La plupart de ces mutations sont des mutations ponctuelles. 

Les plus fréquentes correspondent à des mutations faux sens (42%) puis viennent les mutations dues à 

un décalage du cadre de lecture (16%), des mutations d’épissage (12%), des mutations non sens 

(10%). La fréquence de certaines mutations varie énormément d'un groupe géographique à l'autre. Ces 

mutations induisent soit des dysfonctionnements soit un défaut de localisation de la protéine CFTR. 

Elles affectent tous les domaines de la protéine, avec toutefois une forte concentration de mutations 

graves au niveau du domaine NBD1. Elles sont divisées en 6 classes distinctes basées sur le 

mécanisme responsable de l’activité réduite du canal CFTR (Figure 3).  

2.3.1. Les classes de mutations 

2.3.1.1. Classe I : mutations affectant la synthèse de la protéine CFTR 

Ces mutations, qualifiées de « mutations nulles », empêchent la synthèse de protéines CFTR stables et 

fonctionnelles ou résultent en la synthèse de protéines tronquées instables rapidement dégradées. Les 

mutations non-sens réduisent les niveaux d’expression des ARNm de 95% par rapport au niveau 

d’expression normal (Hamosh, Rosenstein, et G R Cutting 1992). Ces mutations génèrent un 

phénotype sévère tel que l’insuffisance pancréatique, et sont souvent associées à une dégénérescence 

des poumons. 

2.3.1.2. Classe II : défaut de maturation de la protéine 

Ces mutations perturbent le processus de maturation de la protéine et son adressage à la membrane 

plasmique. Ce type de mutation entraîne un déficit qualitatif et/ou quantitatif de protéines insérées à la 

membrane plasmique.  

La mutation ΔF508, mutation la plus répandue dans la mucoviscidose appartient à ce groupe.  

Cette mutation consiste en une délétion de 3 nucléotides codant pour l’acide aminé Phénylalanine en 

position 508 dans le domaine NBD1. Elle induit la formation d’une protéine modifiée qui n’atteint pas 

la membrane plasmique suite à un défaut de maturation. La protéine CFTRΔF508 est bien synthétisée 

mais sa maturation est stoppée au niveau du réticulum endoplasmique (F Zhang, Kartner, et G L 

Lukacs 1998).  
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Figure 3 : Classification des mutations du gène CFTR en fonction des altérations moléculaires  
D’après (F Becq 2003)

Figure 4 : Schéma représentant les principaux organes touchés par la mucoviscidose.  

Les Poumons : Fibrose des poumons, obstruction des voies aériennes, infections 
bactériennes chroniques  

Le Foie : Destruction des voies biliaires

Le Pancréas : Diabète insulino-dépendant 

Les Intestins : Obstruction intestinale 

Les organes reproducteurs : Retard de la puberté, infertilité 

La Peau : Accumulation de sel dans la sueur 
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2.3.1.3. Classe III : défaut de régulation du canal Cl- 

Les mutations de classe III conduisent à la synthèse d’une protéine correctement produite et adressée à 

la membrane apicale mais qui n’est pas activée par l’AMPc. Ces mutations se localisent au niveau des 

domaines NBD, domaines présentant les sites de fixation à l’ATP. Le canal Cl- n’est plus activé et 

reste donc fermé. Les mutations G551D et G551S situées dans le domaine NBD1 et les mutations 

S125SP et G1349D situées dans le domaine NBD2 sont incluses dans ce groupe. Ces mutants sont 

associés à des insuffisances pancréatiques et des phénotypes sévères. 

2.3.1.4. Classe IV : défaut de conductance du canal Cl- 

Cette classe comprend des mutations qui altèrent la conductance du canal CFTR. La protéine CFTR 

est correctement adressée à la membrane et répond aux stimuli mais génère un courant d’ions chlorure 

très faible (mutation R117H). Ces mutations se localisent préférentiellement dans les domaines 

transmembranaires formant le pore du canal. L’expression de tels mutants en système hétérologue 

conduit à la formation d’un flux d’ions chlorure activé par l’AMPc (Sheppard et M J Welsh 1993). Le 

courant est réduit, la probabilité d’ouverture du canal est donc bien plus faible. D’autres mutations, 

localisées au niveau de l’exon 13 codant pour le domaine régulateur R, ont un effet sur les niveaux de 

conductance du canal. Certaines mutations présentent une diminution de la conductance du canal 

(mutations G622D, R792G) alors que d’autres induisent une augmentation de cette conductance 

(mutations H620Q, A800G) (Vankeerberghen et al. 1998). 

2.3.1.5. Classe V : défaut de stabilité de l’ARNm 

Cette classe regroupe des mutations altérant la stabilité de l’ARNm. Ces mutations sont situées soit 

dans le promoteur, soit dans les sites d’épissage du gène CFTR (ex : 3849+10kbC T), soit sur sa 

partie codante avec des mutations faux-sens (ex : A455E). Elles conduisent à une synthèse protéique 

réduite. 

2.3.1.6. Classe VI : défaut de stabilité de la protéine  

Cette classe regroupe des protéines CFTR présentant un défaut de stabilité. Ceci est du à une délétion 

de 70 à 98 acides aminés au niveau du domaine C terminal du CFTR (M Haardt et al. 1999). Le 

domaine Ct n’est pas impliqué dans la synthèse et la fonction du canal à ions chlorure ; il est 

indispensable au maintien de la stabilité du CFTR. La délétion la plus courte, de 70 acides aminés, 

correspond à la mutation Q1412X. Elle est associée à une forme sévère de la maladie : insuffisance 

pancréatique associée à des infections respiratoires récurrentes. L’étude des protéines tronquées en 
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système hétérologue a permis de montrer que les protéines mutantes se localisent à la membrane des 

cellules et répondent aux stimuli d’AMPc de façon similaire à la protéine sauvage. Cette région 

n’intervient pas dans la synthèse et la fonction du canal CFTR mais joue un rôle sur sa demi-vie.  

2.4. Corrélation entre Génotype et Phénotype dans la mucoviscidose 

Une corrélation entre les mutations du CFTR (le génotype) et les manifestations cliniques de la 

maladie a été mise en évidence. Le phénotype de la maladie est très hétérogène selon les patients en 

fonction du génotype CFTR associé. Des individus présentant la même mutation peuvent développer 

différentes manifestations de la maladie (Figure 4). 

La pénétrance de la maladie est fréquemment de 100 % chez les patients homozygotes présentant des 

mutations dites « sévères ». Il s’agit de mutations pour lesquelles l’absence du CFTR corrèle avec une 

insuffisance pancréatique (plus de 95 % des cas), une atteinte du foie, l’âge de diagnostic de la 

maladie (inférieur à 1 an) et un taux élevé d’ions chlorure dans la sueur. La sévérité de la maladie est 

variable, avec des formes atténuées sans insuffisance pancréatique ou avec une atteinte respiratoire 

modérée. Les mutations menant à ce phénotype sont associées à une activité pancréatique normale 

(environ 80 % des cas), un âge de diagnostic plus tardif (plus de 10 ans) et une atteinte pulmonaire 

plus modérée. 

2.4.1. Atteinte pancréatique 

C’est pour la fonction pancréatique que la corrélation génotype / phénotype est la plus évidente. 

L’atteinte pancréatique se caractérise par un défaut d’excrétion des enzymes de type lipase et trypsine 

dans la lumière intestinale. Les enzymes agissent alors directement sur le tissu pancréatique 

contribuant ainsi à la fibrose. Les sujets en insuffisance pancréatique possèdent généralement deux 

mutations de classe I, II ou III (Santis et al. 1990). 

Une première étude a été réalisée en 1990 par E Kerem sur 293 patients. Les résultats montrent que 

99 % des patients homozygotes F508 ont une insuffisance pancréatique alors que 28 % des patients 

hétérozygotes composites F508 / non F508 et 64 % des patients non F508 / non F508 sont 

″suffisants″ pancréatiques (E Kerem et al. 1990). Il existe donc une corrélation directe entre 

l’homozygotie F508 et l’insuffisance pancréatique. Cette étude associée aux travaux de Kristidis et 

al. (Kristidis et al. 1992) a permis de classer les mutations CFTR en mutations sévères et modérées en 

fonction de l’insuffisance pancréatique (Tableau 1). Une association de deux mutations sévères 

conduit au développement d’une insuffisance pancréatique alors que l’association de deux mutations 

modérées ou l’association d’une mutation sévère et d’une mutation modérée n’altère pas la fonction 

pancréatique. Toutefois, un faible taux de patients homozygotes F508 ou hétérozygotes composites 

F508 / G551D ou R334W ne développent pas d’insuffisance pancréatique. Une généralisation sur le 

phénotype de chaque mutation ne peut donc pas être réalisée (E Kerem et B Kerem 1995).  
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Mutation Sévère Modérée 

Classe I G542X, R5533X, W1282X 

Classe II F508, N1303K, 1507  

Classe III G551D 

Classe IV  R117H, R347P, R334W 

Classe V  A455E 

Tableau 1 : Classification des mutations les plus courantes du gène CFTR et relation avec le phénotype 
sévère ou modéré de la maladie basé sur l’atteinte pancréatique des patients.  

D’après (E Kerem et B Kerem 1995; Kristidis et al. 1992)

2.4.2. Atteinte pulmonaire 

La corrélation entre le génotype et l’atteinte pulmonaire est plus controversée. Bien que la principale 

cause de la mortalité de la mucoviscidose soit due à l’atteinte respiratoire, une grande variabilité de 

celle-ci tant sur l’âge de diagnostic que sur sa sévérité est observée. Les effets directs sur les poumons 

des mutations les plus communes telles que F508 sont difficiles à établir. Cette difficulté à définir 

des relations étroites entre le phénotype et le génotype pourrait être liée à la complexité du gène CFTR 

ainsi qu’à des facteurs environnementaux pouvant modifier le développement, la progression et la 

sévérité de l’atteinte pulmonaire (Tsui et al. 1985).  

2.4.3. Atteinte intestinale 

Les patients peuvent présenter une augmentation de la perméabilité de l’épithélium intestinal. 

L’épithélium intestinal a une fonction d’absorption de NaCl via les canaux ENaC et d’eau ainsi qu’une 

fonction de sécrétion de mucus, de bicarbonate et de KCl. Les patients atteints de mucoviscidose 

présentent une forte absorption de NaCl via le canal ENaC. Ceci est dû à l’absence de régulation de ce 

canal par CFTR. Le génotype homozygote F508 est associé à une forte perméabilité intestinale 

(Hallberg et al. 1997). 

2.4.4. Limite des corrélations génotype / phénotype

Compte tenu de la diversité des mutations, de l’évolutivité de la maladie et du degré d’atteinte des 

différents organes, l’établissement d’une corrélation absolue entre le génotype et le phénotype est 

difficile. Ainsi, l’association de plusieurs mutations sur le même allèle peut conduire à des 

modifications du phénotype voir à des réversions du phénotype, l’une pouvant moduler l’effet de 

l’autre. De plus, une corrélation entre le phénotype de la maladie et le niveau d’épissage du CFTR a 

été établie (Chiba-Falek et al. 1998). 
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Des facteurs génétiques et environnementaux moduleraient la sévérité de la maladie. En effet, une 

extrême variabilité de l’expression clinique chez les patients CF présentant le même génotype CFTR 

au sein d’une même fratrie ont été mise en évidence (Borgo et al. 1990).  

2.5. Biologie cellulaire du CFTR 

2.5.1. Généralités  

La synthèse de la protéine CFTR se réalise en 3 étapes. La première (1) consiste en la transcription du 

gène CFTR en ARNm, suivie de (2) l’épissage de ce dernier. La dernière étape (3) correspond à la 

traduction de l’ARNm épissé en protéine.  

La traduction a lieu au niveau des polysomes. La séquence N-terminale du CFTR est une séquence 

hydrophobe linéaire nommée peptide signal. Elle permet l’ancrage du complexe ARNm / ribosome au 

réticulum endoplasmique (RE) via le SRP (Signal Recognition Particle). La translocation du CFTR est 

initiée dans la lumière du RE suivie par l’orientation des boucles cytoplasmiques et par l’insertion des 

segments transmembranaires dans la bicouche lipidique du RE (Sadlish et Skach 2004).  

D’après l’étude menée par Chen et ses collaborateurs en 2000, le repliement du CFTR serait co-

traductionnelle. Le domaine N-terminal acquerrait une activité fonctionnelle alors que le domaine C-

terminal serait en cours de formation (Eva Y.-J. Chen, Bartlett, et David M. Clarke 2000). D’autres 

études sont en faveur d’un repliement post-traductionnel (Eva Y Chen et al. 2004; Du, Manu Sharma, 

et Gergely L Lukacs 2005). Une fois correctement repliée, la protéine CFTR acquière la conformation 

de ″protéine canal″ suite à des modifications post-traductionnelles et pourra ainsi quitter le RE. Le RE 

contient des protéines chaperonnes capable de reconnaître des protéines naissantes et permettent ainsi 

d’assurer un repliement approprié. Seule la calnexine est connue pour interagir avec la protéine CFTR 

naissante (Pind, J R Riordan, et D B Williams 1994).  

2.5.2. Maturation du CFTR 

Dans le RE, un oligosaccharide est greffé à la chaine polypeptidique naissante au niveau de la 4ème

boucle extracellulaire de CFTR. Cette addition co-traductionnelle est appelée N-glycosylation. La 

protéine monoglycosylée, nommée "core glycosylé", est reconnue par la calnexine qui favorise son 

repliement. Une fois que la protéine a atteint un certain degré de repliement, le CFTR se sépare alors 

de la calnexine et est apte à être transporté vers l’appareil de Golgi (Amaral 2005) (Figure 5).   

La maturation de la protéine CFTR a lieu dans les compartiments du Golgi. Elle se traduit par une 

augmentation de la masse moléculaire de CFTR de 20 kDa, due aux modifications enzymatiques 

réalisées dans l’appareil de Golgi et consistant en la maturation des glycannes N-liés, lui donnant ainsi 

sa forme hautement glycosylée. La protéine CFTR mature, appelée complexe-glycosylé, est ensuite 

dirigée vers la membrane plasmique par des vésicules. Une fois délivrée à la membrane, la protéine 
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canal est rapidement internalisée en une réserve subapicale de protéines qui pourra être recyclée ou 

envoyée vers la voie de dégradation lysosomale. 

Durant sa biosynthèse, la protéine CFTR existe au moins sous quatre formes de glycosylation 

différentes (S H Cheng et al. 1990; Ward et Kopito 1994) qui sont nommées : forme A, forme B, 

forme B’ et forme C (Tableau 2).  

La maturation de la protéine CFTR est peu efficace. Seulement 20 à 50 % des précurseurs 

nouvellement synthétisés seront transformés en molécules matures. Le faible taux de maturation du 

CFTR n’est pas une caractéristique des transporteurs ABC car certains atteignent un degré de 

maturation de près de 100 %. 

2.5.3. Trafic intracellulaire de la protéine CFTR 

La protéine CFTR est transportée jusqu’à la membrane apicale des cellules épithéliales ou elle 

assurera sa fonction de protéine-canal à chlorure. Son transport reste cependant mal connu. La protéine 

se localise dans de nombreux compartiments : RE, Golgi, endosomes et lysosomes (Bertrand et 

Raymond A Frizzell 2003) (Figure 6). 

2.5.3.1. Compartiment intermédiaire entre le RE et l’appareil de Golgi (ERGIC) 

 La protéine CFTR est exportée du RE dans des vésicules COPII (Coat Protein II) qui bourgeonnent 

depuis le RE (Xiaodong Wang et al. 2004). Les vésicules COPII sont constituées de protéines 

recouvrantes Sec23p/Sec24p ; Sec13p/Sec31p et la GTPase Sar 1 (Kuehn et Schekman 1997). Une 

fois leur manteau protéique éliminé, ces vésicules fusionnent avec le complexe tubulo-vésiculaire 

ERGIC situé du côté cis du Golgi (Aridor et al. 1995). 

La protéine CFTR possède un signal d’export du RE lui permettant d’emprunter cette voie de 

transport. Il s’agit des acides aminés D565 et D567 exposés à la surface du domaine NBD1. Une 

mutation au niveau de ces acides aminés résulte en la rétention du CFTR dans le RE (Xiaodong Wang 

et al. 2004). 

Deux voies d’adressage sont proposées pour la voie de sécrétion de la protéine CFTR suivant son 

export via les vésicules COPII (Jin-San Yoo et al. 2002). 

La voie conventionnelle de transport du CFTR à travers l’appareil de Golgi consiste en un transport 

progressif de la protéine des compartiments cis vers le trans Golgi concomitant avec la maturation des 

oligosaccharides (Xiaodong Wang et al. 2004).  

La seconde voie, dite non-conventionnelle, propose un transfert direct du CFTR par des vésicules 

entre le RE et le trans-Golgi (Jin-San Yoo et al. 2002). L’étude d’Okiyoneda et al. montre que dans 

les cellules CHO, la protéine CFTR est transportée du RE au cis Golgi et aux endosomes précoces. Le  
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Tableau 2 : Formes de glycosylation de la protéine CFTR au cours de sa maturation. 

Figure 5 : Illustration du processus de biosynthèse et de maturation du CFTR.  
D’après (Amaral 2005)

Formes du CFTR Etat de glycosylation Poids moléculaire 

Forme A Précurseur non glycosylé 130 kDa 

Forme B Forme immature dite ″core-glycosylé″  140 kDa 

Forme B’ Forme maturée de la forme B dans le Golgi (30%) 140 kDa 

Forme C Forme mature hautement glycosylée 170 kDa 



La Mucoviscidose 

35 

transport aux endosomes précoces serait nécessaire à la maturation des oligosaccharides dans le 

compartiment cis-golgien (Okiyoneda et al. 2004). Cette voie est en accord avec la faible proportion 

de CFTR dans l’appareil de Golgi.  

2.5.3.2. Transport du CFTR de l’appareil de Golgi vers la membrane plasmique 

Le mécanisme de transport de la protéine à la membrane plasmique des cellules est peu connu. Il est 

admis que des interactions protéine-protéine sont impliquées dans le trafic intracellulaire du CFTR. Il 

s’agit en particulier d’interactions entre la partie C-terminale du CFTR via la séquence DTRL et des 

protéines à domaines PDZ NHE-RF1 (Na+-H+ Exchange Regulatory Factor) et CAL (CFTR 

Associated Ligand). L’interaction CFTR/NHE-RF1 favorise l’adressage du canal à la membrane 

plasmique contrairement à l’interaction CFTR/CAL qui favorise la séquestration de la protéine CFTR 

dans la cellule (Jie Cheng, Hua Wang, et William B Guggino 2004). D’autres études démontrent qu’en 

absence de la séquence DTRL au niveau de la partie C-terminale de CFTR, les protéines NHE-RF1 et 

CFTR se dissocient sans incidence sur la localisation à la membrane apicale du CFTR sur sa stabilité 

et son activité canal à ions chlorure (Mohamed Benharouga et al. 2003; Ostedgaard et al. 2003). 

D’autres signaux seraient donc impliqués dans le trafic du CFTR de l’appareil de Golgi à la membrane 

plasmique.  

2.5.4. Endocytose, recyclage du CFTR et voies de dégradation  

Après avoir atteint la membrane plasmique, la protéine CFTR est rapidement internalisée (Prince, 

Workman, et Marchase 1994; Bertrand et Raymond A Frizzell 2003). Cette internalisation est médiée 

par des vésicules à manteau de clathrine qui vont adresser les protéines aux endosomes (G L Lukacs et 

al. 1997).  

Les motifs di-leucine et tyrosine présents au niveau des domaines N et C terminaux du CFTR 

constituent le signal d’endocytose (Prince et al. 1999; W Hu, Howard, et G L Lukacs 2001). La 

protéine CFTR forme un complexe avec la myosine VI et la protéine adaptatrice Disabled 2 (Dab2) 

(Swiatecka-Urban et al. 2002) puis est ensuite recrutée au sein de ces vésicules. Ce mécanisme permet 

de réguler le nombre de canaux CFTR présents à la surface apicale des cellules épithéliales. 

L’internalisation de CFTR est réalisée via l’interaction entre des protéines adaptatrices spécifiques de 

la membrane plasmique telles que les complexes AP-1 et AP-2 (Adaptator Protein) et des séquences 

spécifiques présentes aux extrémités de CFTR (N A Bradbury et al. 1994). AP-1 participe au transport 

des protéines du TGN (TransGolgi Network) vers d’autres compartiments tels que les lysosomes alors 

qu’AP-2 intervient au niveau de la membrane plasmique. Après bourgeonnement d’une vésicule de 

clathrine depuis la membrane plasmique et perte de son manteau, AP-2 et la clathrine sont recyclées à 

la membrane plasmique comme protéines solubles. Des expériences de pull-down ont montré que 

CFTR se lie à AP-2 via son domaine C-terminal et non à AP-1 (Weixel et N A Bradbury 2000). 
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Figure 6 : Modèle représentant le trafic intracellulaire du CFTR.  
(i) la protéine CFTR est transportée du RE à l’appareil de Golgi, les protéines mal conformées seront dégradées 
par le protéasome (v), une fois maturée dans le Golgi la protéine CFTR sera transportée jusqu’à la membrane 
plasmique ; (ii) le CFTR est internalisé dans des vésicules à manteau de clathrine puis est recyclé à la membrane 
directement ou via la voie des endosomes (iii). Une partie du CFTR est adressée aux endosomes tardifs (iv).  
D’après (Ameen, Silvis, et Neil A Bradbury 2007)
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L’internalisation de CFTR est perturbée par inhibition de l’interaction AP-2/CFTR ou si le site de 

fixation de CFTR à la myosine VI est masqué (N A Bradbury et al. 1994; Jie Cheng, Hua Wang, et 

William B Guggino 2004; Gentzsch et al. 2004). Les protéines présentes dans ces vésicules sont 

recyclées à la membrane ou adressées à la voie de dégradation via les endosomes tardifs et/ou les 

lysosomes. Les protéines qui sont recyclées sont transportées vers le compartiment des endosomes de 

recyclage (Mukherjee, Ghosh, et Maxfield 1997). Il a été démontré que CFTR entre dans ce 

compartiment et est recyclé à la membrane plasmique (Picciano et al. 2003). Ce phénomène est 

indispensable pour pallier à l’internalisation constitutive et l’augmentation de la présence de CFTR à 

la membrane (Manu Sharma et al. 2004). 

3. Thérapies actuelles de la mucoviscidose 

Une dynamique très interactive regroupe aujourd’hui généticiens, biologistes cellulaires et 

moléculaires, physiologistes et cliniciens dans la lutte contre la mucoviscidose ce qui explique le large 

éventail de stratégies thérapeutiques envisagées.  

Les traitements actuels se concentrent à traiter les conséquences du dysfonctionnement de la protéine 

CFTR, afin d'améliorer la qualité et la durée de vie des patients. En effet, la durée de vie moyenne d'un 

enfant mucoviscidosique était il y a une quinzaine d'année, d'environ 5 ans. Actuellement, grâce aux 

traitements médicamenteux, à la kinésithérapie, la moyenne d'âge des patients est d'environ 30 ans en 

France et atteint même 40 ans au Danemark.  

La découverte en 1985 et le clonage en 1989 du gène CFTR responsable de la maladie a permis 

d'envisager une nouvelle voie thérapeutique: la thérapie génique.  

Une autre perspective de traitement ciblée sur la protéine CFTR mutée, dénommée "thérapie 

protéique", offre l'espoir d'une approche thérapeutique spécifique des différentes classes de mutation 

du CFTR. 

3.1. Thérapie génique de la mucoviscidose 

La mucoviscidose étant une maladie monogénique, c’est tout naturellement que de grands espoirs de 

guérison sont nés avec l’apparition du concept de thérapie génique.  

La thérapie génique correspond à l’insertion d’une copie du gène CFTRwt dans les cellules épithéliales 

des patients. L’acheminement du gène sain dans les cellules cibles nécessite l’utilisation de vecteurs 

viraux ou synthétiques permettant une expression durable du transgène sans engendrer de toxicité ou 

de réponse immunitaire de la part de l’hôte. Nous développerons ici les différents vecteurs viraux 

utilisés dans la lutte contre la mucoviscidose. 
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3.1.1. Les vecteurs viraux 

3.1.1.1. Vecteurs rétroviraux 

Les vecteurs rétroviraux utilisés communément en thérapie génique dérivent du virus de 

l’immunodéficience humaine (VIH) ou de rétrovirus apparentés à d’autres espèces.  

Ces vecteurs présentent plusieurs avantages. Il s’agit de vecteurs intégratifs permettant une durée 

d’expression du transgène à long terme et de façon stable sans induire de forte réponse immunitaire de 

l’hôte. De plus, il est possible d’insérer dans leur génome des transgènes de grande taille (environ 

8 kb). Des travaux datés de 2002 ont montré qu’il était possible d’obtenir une expression spécifique et 

stable du transgène en fonction d’un type cellulaire donné en utilisant les séquences régulatrices 

appropriées (Imren et al. 2002). L’efficacité de transduction des particules rétrovirales peut être 

améliorée en pseudotypant ces dernières avec des protéines de fusion comme la protéine G du virus 

VSV (Vesicular Stomatitis Virus).  

Les résultats obtenus sur cellules épithéliales situées au pôle apical d’épithélium respiratoire sont 

décevant : la protéine VSV-G ne fusionne pas avec ces cellules (Johnson et al. 2000). D’autres 

protéines de fusion ont été testées sur vecteurs rétroviraux FIV (Felin Immunodeficience Virus). Il 

s’agit de l’hémagglutinine GP75 du virus humain influenza D et de la protéine gp64 du baculovirus 

AcMPPV (Autographa californica multicapsid nucleopolyhedrovirus). Ces deux protéines sont 

compétentes pour l’amélioration de l’efficacité de transduction des cellules primaires murines de 

l’épithélium nasal murin (Sinn et al. 2005). 

L’utilisation de vecteurs rétroviraux présente également des inconvénients. Les vecteurs dérivés des 

rétrovirus infectent uniquement des cellules en division contrairement aux vecteurs lentiviraux capable 

de transduire à la fois des cellules quiescentes et des cellules en division. La production de ces 

vecteurs est faible et fastidieuse (environ 108 pfu/mL). L’inconvénient majeur correspond à 

l’intégration du vecteur dans le génome de la cellule. Bien qu’elle constitue un atout majeur pour la 

pérennisation de la transmission de l’information génétique, cette dernière constitue un danger. En 

effet, l’insertion est aléatoire et peut engendrer des mutations affectant l’état physiologique du patient. 

Ceci s’est confirmé par l’essai clinique du Pr. Fisher. Dix enfants "bulles" présentant un déficit 

immunitaire combiné sévère lié au chromosome X (DICS-X) ont reçu une allogreffe de cellules de 

moelle osseuse dans lesquelles une version fonctionnelle du gène codant pour la chaîne  courante 

commune aux récepteurs de plusieurs interleukines a été introduite à l’aide d’un vecteur rétroviral. 

Deux des dix enfants ont développé une leucémie dont un est malheureusement décédé. Une analyse 

génétique a montré que dans les deux cas le gène c s’était inséré au même endroit dans le génome à 

proximité du gène LMO2, gène impliqué dans le contrôle de l’hématopoïèse. L’intégration d’un 

vecteur rétroviral est théoriquement aléatoire ; la découverte d’une insertion identique chez ces deux 

patients fut troublante (Nienhuis, Dunbar, et Sorrentino 2006). Les deux enfants atteints de leucémie 

étaient les plus jeunes patients de l’étude, à savoir un mois et trois mois au moment du traitement, 
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alors que les autres enfants avaient au moins six mois. De plus, ils avaient reçu les doses les plus 

importantes de cellules thérapeutiques. 

Aux vues des investigations menées et en considérant que 9 enfants ont ainsi pu être sauvés, 

l’AFSSAPS a autorisé la reprise de l’essai en mai 2004 avec la mise en place de modifications de 

protocole afin de diminuer le risque de survenue de cet effet indésirable.   

3.1.1.2. AAV 

Les virus associé à l’adénovirus (AAV) sont des virus naturellement déficients pour leur réplication et 

qui n’ont jamais été associés à une maladie quelconque chez l’homme. Il s’agit de petits virus à ADN 

(parvovirus) capables de transduire des cellules quiescentes. Les AAV offrent des avantages potentiels 

par rapport aux adénovirus. En effet, ils s’intègrent dans le génome de la cellule et permettraient donc 

une expression plus longue du transgène. Ces virus sont peu immunogènes. Néanmoins, ils sont 

difficiles à cultiver et peuvent transporter des trangènes de petites tailles (inférieure à 4.8 kb). L’ADNc 

CFTR représentant quasiment la taille maximale d’insertion (4443 pb), ceci pose un problème pour le 

choix du promoteur. 

Les AAV reconnaissent deux récepteurs cellulaires. D’une part, les HSPG exprimés à la membrane 

basolatérale des épithéliums respiratoires et d’autre part, les acides sialiques également abondants sur 

l’épithélium respiratoire. L’AAV de sérotype 6 s’est révélé le plus efficace dans la transduction 

d’épithélium respiratoire (Halbert, Allen, et A D Miller 2001). Des essais cliniques de phase I et II ont 

été réalisés avec différents sérotypes d’AAV (John A Wagner et al. 2002; Moss et al. 2004). Aucune 

réponse inflammatoire et aucun phénomène de toxicité n’a été mis en évidence à la suite de ces essais. 

Cependant, aucun bénéfice clinique n’a été obtenu pour les patients ainsi traités.  

3.1.1.3. Adénovirus et vecteurs adénoviraux 

Les vecteurs adénoviraux ont été les premiers vecteurs de transfert de gène utilisés dans la lutte contre 

la mucoviscidose (R H Simon et al. 1993; Douglas et al. 1996). Ces vecteurs présentent plusieurs 

avantages. Le virus parental, l’Adénovirus, est très faiblement pathogène et présente un tropisme 

naturel pour les voies respiratoires (en particulier les sérotypes 2 et 5 appartenant au sous-groupe C). Il 

s’agit d’un virus non intégratif qui n’interfère donc pas avec l’intégrité du génome cellulaire. Il est 

possible d’insérer des transgènes d’une taille comprise entre 5 et 8 kpb. L’adénovirus est produit à 

haut titre et est facilement manipulable. Plusieurs sérotypes du sous-groupe C sont désormais bien 

caractérisés et sont utilisés comme vecteur d’expression in vivo et in vitro.  

Le premier essai de thérapie génique de la mucoviscidose utilisant un vecteur adénoviral a été réalisé 

en 1993. Des doses croissantes de vecteur non réplicatif, dit de première génération et portant le 

transgène CFTR, ont été administrées à des primates (R H Simon et al. 1993; Douglas et al. 1996). 

Cette première étude a permis de démontrer qu’il existe une corrélation entre le niveau d’expression 
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du trangène CFTR, l’intensité de la réponse inflammatoire et la dose virale administrée. Les essais 

suivant furent entrepris directement sur des patients mucoviscidosiques (Boucher et al. 1994; Crystal 

et al. 1994). Le transgène fut détecté in vivo. Aucune réponse inflammatoire significative n’a été 

détectée pour des doses virales inférieures à 2.109 pfu.  

L’année 1995 fut propice à la réalisation de plusieurs essais cliniques utilisant des vecteurs 

adénoviraux de première génération directement appliqués sur l’épithélium nasal des patients (Crystal 

et al. 1994; Knowles et al. 1995; M J Welsh et al. 1995). Un très faible, voir aucun, bénéfice clinique 

pour les patients fut observé. Le transgène CFTR a pu être détecté par RT-PCR pendant plus de 

8 jours mais aucune restauration de l’activité canal chlorure ne fut observée in vivo (ceci étant dû à 

l’apparition d’une réponse immunitaire par l’organisme receveur). L’équipe du Pr.Bellon administra 

ce vecteur sous forme d’aérosol au niveau nasal et bronchique (Bellon et al. 1996). Le transgène 

CFTR fut détecté jusqu’à 21 jours après administration. Aucun effet toxique et aucune élévation du 

titre d’anticorps neutralisant anti-adénovirus n’ont été détectés. En effet, les doses de vecteurs utilisés 

étaient comprises entre 105 et 5,4.108 pfu, doses identifiées comme étant en dessous du seuil de 

toxicité. Ces études montrent que les vecteurs adénoviraux sont de bons vecteurs de transfert de gène 

lorsqu’ils sont utilisés à une dose inférieure à 2.109 pfu. 

Par la suite, l’administration répétée à quelques semaines d’intervalles de doses croissantes de vecteurs 

adénoviraux (jusqu’à 10.10 pfu) a été réalisé au niveau de l’épithélium nasal de patients CF. Cette 

étude a montré une correction partielle de l’activité canal à ions chlorure du CFTR ainsi que 

l’apparition modérée d’une réponse humorale chez les patients (J Zabner et al. 1996). Des doses de 

vecteurs comprises entre 3.106 et 2.109 pfu ont été administrées de façon répétée par spray 

endobronchique. Aucune réponse immunitaire dirigée contre le vecteur n’a été détectée. L’expression 

transitoire du CFTR a été mis en évidence jusqu’à 30 jours après administration. Cependant cette 

expression diminue dès la seconde administration et n’est plus détectée à la 3ème administration 

(Harvey et al. 1999). 

En 2001, 2 essais cliniques menés par les Docteurs Joseph et Perricone (Joseph et al. 2001; Perricone 

et al. 2001) déterminent les différentes réponses de patients CF suivant le mode d’application du 

vecteur adénoviral.   

Un premier bilan des différents essais cliniques réalisés jusqu’à ce jour peut être réalisé. Le transfert 

direct in vivo dans les cellules épithéliales pulmonaires est possible, et cela avec un minimum d’effets 

indésirables. Cependant, quelque soit le vecteur viral employé, l’expression du gène CFTR est 

transitoire et l’efficacité de correction de l’activité canal à ions chlorure est faible. Il est actuellement 

indispensable d’optimiser les conditions d’administration de ces vecteurs pour permettre d’envisager 

de traiter au long terme la mucoviscidose. 
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3.2. Thérapie protéique 

Cette stratégie thérapeutique a pour but de palier l’effet délétère des différentes mutations, et de 

permettre une expression apicale de la protéine CFTR. Les différentes approches pharmacologiques 

varient suivant la classe de mutation envisagée. 

3.2.1. Mutations de classe I 

Ces thérapies traitant les mutations "non-sens" de classe I interviennent sur l'étape de traduction de 

l'ARN messager, en empêchant une mutation aboutissant à la formation d'un codon stop, et donc 

provoquant l'arrêt de la synthèse protéique. La protéine CFTR issue de cet ARN messager est donc 

tronquée. La protéine CFTR n'ayant pas une conformation tridimensionnelle normale, est inactive.  

Certaines molécules, par exemple des aminosides comme la gentamycine, peuvent influencer cette 

étape de traduction, en diminuant l'affinité de liaison de l'ARNt sur le codon correspondant. Grâce à la 

gentamycine, un ARNt pourra se lier au niveau d'un codon stop, permettant ainsi l'incorporation d'un 

acide aminé ; le processus de traduction pourra se poursuivre (Bedwell et al. 1997). En effet, Howard 

et al. ont démontré, après transfection de cellules possédant la mutation G542X ou R553X par l’ADN 

complémentaire de CFTR en présence d’aminoglycosides G418, la synthèse d’une protéine CFTR 

fonctionnelle et de taille normale (Howard, R A Frizzell, et Bedwell 1996). 

Un essai clinique a été entrepris. Il correspond à une étude réalisée sur 9 patients homozygotes pour 

une mutation de classe I ayant reçu un traitement par gentamycine pendant 14 jours (Wilschanski et al. 

2003). Une modification de la différence de potentiel nasal a été observée ainsi qu’un effet bénéfique 

de la gentamycine. Cependant des effets secondaires graves (néphropathies et surdité) se sont 

développés après administration de l’antibiotique ne permettant pas une administration à long terme.  

3.2.2. Mutations de classe II 

Les mutations de classe II correspondent à un défaut de maturation cellulaire de la protéine CFTR 

(absence de modifications post-traductionnelles), la plus connue étant la mutation F508. Le rôle des 

traitements en vue de corriger les mutations de cette classe sera celui de "chaperon" pour la protéine 

CFTR, afin que la protéine puisse migrer du réticulum endoplasmique vers l'appareil de Golgi sans 

être dégradée, et s'exprimer au niveau membranaire. Ainsi, après le phénylbutyrate qui a fait l'objet 

d'un essai clinique de phase II dés 1998, sans nouvelles données cliniques depuis (R C Rubenstein et P 

L Zeitlin 1998) , une autre étude démontrant l'activité de la génistéine (isoflavone inhibitrice de 

tyrosine kinase), et du 8-cyclopentyl-1,3-dipropylxanthine (CPX) a été réalisée sur des cellules 

épithéliales bronchiques exprimant la mutation F508 : une expression apicale de CFTR et un efflux 

d’ions chlorure ont été observés (Andersson et Roomans 2000). D’autres molécules ont été identifiées 

depuis, telles que les aminoarylthiazoles ou encore les gunazoline (Pedemonte et al. 2007; Van Goor 

et al. 2006). 
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L’équipe du Pr. F. Becq a mis en évidence une molécule permettant le ré-adressage à la membrane 

cellulaire de la protéine CFTR F508, le miglustat. Des tests in vivo, sur des souris CFTR F508, se 

sont révélés être très encourageants (Norez et al. 2006). Utilisée pour traiter deux maladies rares (les 

maladies de Gaucher et de Niemann Pick de type C), sa sécurité et sa tolérance ont déjà été évalués sur 

l’Homme. Un essai clinique sur 25 patients homozygotes pour la mutation F508 a été entrepris dès 

septembre 2007. Des études complémentaires ont montré les effets bénéfiques du miglustat. Une étude 

datée de 2009, menée par l’équipe du Pr. Becq, démontre que le traitement quotidien de cellules 

pulmonaires humaines homozygotes F508/ F508 par de faibles concentrations de miglustat permet 

une correction progressive, maintenue et reversible du phénotype malade (Norez et al. 2009). La 

correction est observée dès 3 à 4 jours de traitement puis se stabilise. Si le traitement est stoppé, les 

cellules présentent de nouveau un phénotype malade. Une seconde étude, menée par B. Lubamba et 

ses collaborateurs, in vivo, sur des souris CFTR F508 confirme les résultats précédents. Une 

administration de miglustat à faible concentration au niveau de l’épithélium nasal de ces souris 

normalise le transport des ions chlorure et sodium au bout d’une heure (Lubamba et al. 2009).  

Cependant, les résultats de l’essai clinique entrepris dès 2007 ne sont pas concluants. Le miglustat 

n’aurait aucun effet sur les patients présentant la mutation F508. Néanmoins, les résultats issus des 

travaux scientifiques de plusieurs laboratoires démontrent les effets bénéfiques de cette molécule. Des 

études complémentaires pré-cliniques sont nécessaires pour comprendre l’absence d’effet au cours du 

premier essai clinique afin de transposer chez le patient les résultats obtenus au laboratoire.  

3.2.3. Mutations de classe III 

Cette approche vise à corriger le défaut de la fonction canal à ions chlorure du CFTR lorsque celle-ci 

est correctement insérée à la membrane. Un essai clinique de phase I a été réalisé avec du CPX et a 

permis de mettre en évidence le rôle de cette molécule sur la conductance de la protéine CFTR (Arispe 

et al. 1998). Le CPX permettrait de traiter les mutations de classe II et III. Une nouvelle molécule 

potentialisatrice du CFTR a récemment été découverte. Il s’agit du Vertex-770 (VX-770), aussi connu 

sous le nom d’Ivacaftor (Van Goor et al. 2009). Le VX-770 corrige directement l’activité canal à ions 

chlorure du CFTR en activant l’ouverture AMPc-dépendante du canal, permettant ainsi le transport 

des ions chlorure à travers la membrane cellulaire. Une première étude présentant les résultats d’un 

essai clinique de phase II portant sur 39 patients adultes porteurs d’au moins une mutation G551D a 

été publiée à la fin de l’année 2010 (Accurso et al. 2010). Cette étude présente le potentiel 

thérapeutique du VX-770 administré par voie orale. Les résultats montrent plusieurs éléments 

encourageants notament une diminution sensible de la concentration en ions chlorure dans la salive, 

une restauration partielle de l’activité à ions chlorure du CFTR et une amélioration faible mais 

sensible des fonctions pulmonaires. Récemment, l’étude clinique de phase III dénommée STRIVE 

menée sur un grand nombre de patients (161) et sur une plus longue période (48 semaines) a révélé 
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une amélioration clinique significative chez les patients porteurs de la mutation G551D. Au-delà du 

VX-770 qui concerne la mutation G551D affectant 4 à 5 % des malades, ces résultats démontrent 

qu’une intervention pharmacologique sur la protéine CFTR défectueuse permet une correction de cette 

dernière. Cette avancée est source d’espoir pour les patients porteurs d’autres mutations du CFTR pour 

lesquelles des molécules sont en cours d’essais cliniques. Des résultats d’un essai clinique de phase II, 

combinant les molécules VX-770 et VX-809, réalisé sur des patients homozygotes pour la mutation 

F508, sont attendus au cours de l’année 2011. 

3.2.4. Mutations de classe IV 

Les mutations de classe IV sont responsables d'un défaut de conductance de l'ion chlore. Une étude 

réalisée sur l'épithélium nasal d'un modèle murin porteur d'une mutation de classe IV (R117H) a 

montré que la milrinone (inhibiteur des phosphodiestérases de classe 3) couplée à la forskoline 

(appartenant à la famille des diterpènes, activateur de l’adenyl cyclase) est capable de favoriser la 

conduction de chlore en élevant l'AMPc intracellulaire (K Kunzelmann et Schreiber 1999). Ces 

résultats prometteurs pourraient inciter au passage en clinique, cependant, un effet non négligeable de 

la milrinone (action inotrope positive), la rend difficilement utilisable actuellement chez des patients 

mucoviscidosiques. 
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II. Les vecteurs adénoviraux 
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1. Classification des Adénovirus 

Les Adénovirus ont été isolés en 1953 par Rowe et al. (Rowe WP, 1953) à partir de fragments 

d’amygdales. Après 2 à 3 semaines de culture, une dégénérescence des tissus était observée. Lors de la 

mise en contact du surnageant de culture avec des cellules saines, l’effet cytopathique était transféré 

aux cellules. Le Dr Rowe venait ainsi de mettre en évidence un nouvel agent pathogène : 

l’Adénovirus, initialement dénommé virus APC (Adeno-Pharyngo-Conjonctival).  

Les Adénovirus ont été isolés chez de nombreux vertébrés (Davidson et al, 2003). Ils possèdent un 

génome à ADN double brin ; ils sont alors classés dans le groupe I de la classification de Baltimore. 

Ils appartiennent à la famille Adenoviridae, divisée en 4 genres distincts : les Mastadenovirus isolés 

chez les mammifères, y compris chez l’Homme ; les Aviadenivirus (virus aviaires), les Atadenovirus 

isolés chez les ruminants et les Siadenovirus infectant certaines espèces de grenouilles et d’oiseaux.  

On distingue actuellement 52 sérotypes d’adénovirus humains, divisés en 7 sous-groupes : A, B, C, D, 

E, F et G (Tableau 3). Cette classification repose sur plusieurs critères : (i) le potentiel d’agglutination 

des érythrocytes de rat ou de singe, (ii) leur pouvoir oncogène, (iii) le pourcentage d’homologie de 

séquence et la teneur de leur génome en nucléotides G et C, (iv) le profil de restriction du génome 

viral ainsi que le profil polypeptidique du virion par SDS-PAGE et (v) la longueur de la fibre. La 

subdivision en sérotypes au sein d’un sous-groupe est basée sur la réactivité antigénique croisée (Kaier 

et Wigand 1986). Chez l’Homme, les adénovirus sont la cause de gastroentérites, d’infections 

oculaires ou d’infections respiratoires. 

Les adénovirus de sérotypes 2 et 5 appartenant au sous-groupe C ont été les plus étudiés et 

correspondent aux adénovirus les plus utilisés en thérapie génique.  
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Sous-groupe Sérotype 
A 12, 18, 31 

B 3, 7, 16, 21, 50, 11, 14, 34, 35 

C 1, 2, 5, 6 

D 8, 9, 10, 13, 15, 17, 19, 20, 22-30, 32, 33, 36-39, 42-49, 51 

E 4 

F 40, 41 

G 52 

Tableau 3 : Classification des adénovirus humain 
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Figure 7 : Structure d’une particule adénovirale.  
Le virion est constitué d’un ADN génomique de 36kb, lié à des protéines basiques. Une capside protéique 
icosaédrique protège ce cœur nucléoprotéique. La protéine majoritaire de cette capside est l’hexon et à chaque 
sommet un complexe base de penton-fibre est présent. De nombreuses protéines secondaires mineures 
contribuent également à la formation de la capside et jouent un rôle dans l’assemblage de celle-ci et dans 
l’enpaquetage de l’ADN viral. 
D’après (W C Russell 2000a)  
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2. Structure de l’Adénovirus 

Les adénovirus sont des virus non enveloppés à capside icosaédrique de 70 à 90 nm de 

diamètre (Figure 7). Onze protéines constituent le virion (Tableau 4). Ces protéines ont été identifiées 

par migration en gel dénaturant SDS PAGE (Maizel JV, 1971). Elles sont numérotées de I à XII 

suivant leur ordre de migration. Sept protéines constituent la capside réparties en 3 protéines 

majoritaires : l’hexon (protéine II), la base de penton (pentamère de pIII) et la fibre (trimère de pIV) ; 

et 4 protéines mineures : pI, pVI, pVIII, pIX.  

L’hexon (protéine II) est le constituant majoritaire de la capside. En effet, cette protéine 

constitue les faces de l’icosaèdre à raison de 240 trimères par particules virales (P A Boulanger et 

Puvion 1974). L’hexon est associé à la protéine IX (pIX). La pIX se localise entre les capsomères 

d’hexon et permet ainsi de stabiliser la capside (Ugai et al. 2010). Elle serait de plus impliquée dans 

l’encapsidation du génome viral (Ghosh-Choudhury, Haj-Ahmad, et F L Graham 1987). Les protéines 

pVI et pVIII formeraient des ponts entre la capside et le core du virion agissant ainsi sur la stabilité de 

la capside et du génome viral. 

La base de penton (pentamère de pIII) et la fibre (trimère de pIV) forment le penton présent à 

chacun des 12 sommets de la particule virale. Ces protéines interviennent dans les étapes 

d’attachement (la fibre) et d’internalisation (la base de penton) du virus dans la cellule hôte. Lors du 

processus d’entrée du virus dans la cellule hôte, la base de penton, plus spécifiquement la séquence 

conservée Arg-Gly-Asp (RGD) présente dans une région variable accessible à la surface de la 

protéine, interagit avec les molécules d’intégrines αv à la membrane cellulaire (Mathias et al. 1994). 

La structure de la base de penton de l’Ad5 (Figure 8) a été récemment résolue par cristallographie 

(Zubieta et al. 2005). Un tonneau constitué de 8 brins  forme la partie basale de la base de penton 

alors que sa partie supérieure est constituée d’hélice  et de boucles lui donnant un aspect en tulipe. 

Les résidus Gln-482 et Ile-484 sont responsables de l’interaction avec la fibre. Suite à cette interaction, 

un réarrangement coopératif de la fibre a lieu. Le changement de la structure d’un monomère n’est 

possible dans l’environnement stérique que si l’ensemble des monomères change de configuration. 

Cependant, dans le contexte d’une particule virale, le mode de fixation de la fibre sur la base de penton 

n’est pas connu. 
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Polypeptide Masse moléculaire 
du monomère (kDa) 

Nombre de copie de protein par 
particules adénoviralel 

II (hexon) 109 240 trimères (720) 

III (penton base) 63 12 pentamères (60) 

IIIa 63 60 monomères 

IV (fibre) 62 12 trimères (36) 

V (core) 41 160 monomères 

TP (protein terminale, core) 55 2 monomères 

VI 22 60 hexamères (360) 

VII (core) 19 630 monomères 

VIII 15 - 

IX 14 80 trimères (240) 

 (core) ± 4 100 monomères 

Tableau 4 : Les onze protéines de structure de l’adénovirus 

Figure 8 : Reconstitution par microscopie cryo-électronique de la protéine penton-base (capsomère de 
penton) de l’Ad5.  
D’après (Zubieta et al. 2005). Deux boucles RGD sont visibles.  

Figure 9 : Structure du bouton terminal de la fibre.  
Selon le modèle tridimensionnel de la fibre établi par (Xia et al. 1994), le domaine globulaire (bouton) ressemble 
à une hélice de bateau constituée de feuillets  reliés par des boucles. La boucle HI, qui relie les feuillets H et I, 
est exposée en dehors du bouton et fournit un lieu d’insertion privilégié pour des ligands hétérologues. 
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La fibre, polypeptide de 582 acides aminés chez l’Ad2, est liée de façon non covalente par son 

extrémité N-terminale à la surface de la base de penton (Devaux et al. 1987; Zubieta et al. 2005). 

Trente six copies de cette protéine sont assemblées en trimère au niveau des 12 sommets de la capside. 

La séquence FNPVYPY, proche de son extrémité N-terminale, est hautement conservée entre les 

sérotypes (Zubieta et al. 2005). De nombreuses liaisons hydrogène et des ponts salins contribuent à la 

stabilité de l’interaction avec la base de penton. Cette fixation induit des modifications 

conformationnelles coopératives qui laissent uniquement de la place à un trimère de fibre. La 

trimérisation de la fibre dépend à la fois des séquences du domaine « knob » et de la tige (Jiali Li et al. 

2006). 

Classiquement, la fibre est composée de 3 domaines principaux :  

- une queue flexible, en N-terminal, responsable de l’interaction avec la base de penton 

- un domaine central, nommé ″tige″ , de longueur variable en fonction du sérotype de 

l’adénovirus 

- un domaine globulaire ″knob″, en C-terminal, qui permet l’interaction avec le récepteur 

primaire 

La longueur de la fibre varie en fonction du nombre de motifs répétés qu’elle contient. Chacun de ces 

motifs structuraux est composé de 15 acides aminés où l’on retrouve invariablement un résidu proline 

ou glycine et des résidus hydrophobes (van Raaij et al. 1999). Le nombre de répétitions est différent 

selon le sérotype d’Ad considéré : 22 répétitions pour l’Ad5 et l’Ad2 (Green et al. 1983), 12 pour 

l’Ad4 et 6 pour l’Ad3 (Signäs, Akusjärvi, et U Pettersson 1985). 

La tige expose le plus efficacement possible le domaine ″knob″, domaine responsable de l’attachement 

au récepteur primaire CAR (L J Henry et al. 1994). Ce domaine intervient également dans la 

trimérisation de la fibre (J S Hong et Engler 1996). Ce rôle structural est indispensable à la liaison de 

la fibre à la base de penton et donc à l’incorporation du complexe de penton à la particule virale 

(Novelli et P A Boulanger 1991).  

La structure du ″knob″ a été déterminée par cristallographie aux rayonx X dès 1994 par Xia D. et ses 

collaborateurs (Figure 9) (Xia et al. 1994). La co-cristallisation du domaine "knob" avec le récepteur 

CAR a permis de localiser les régions impliquées dans cette interaction (Bewley 1999; Kirby et al. 

2000). Le domaine globulaire est constitué d’une succession de feuillets β anti-parallèles nommés de 

A à J où les feuillets β A et B sont impliqués dans la reconnaissance du CAR. D’autres séquences 

présentes dans les feuillets β D, G et I ainsi que dans les boucles DG et HI semblent intervenir dans la 

trimérisation de la fibre (Santis et al. 1999).  
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Figure 10 : Schéma représentant l’organisation du génome des adénovirus de sérotype 2 et 5 
Sur cette carte, les unités de transcription précoces sont indiquées en bleu, celles exprimées à temps 
intermédiaires en orange et celles exprimées à un stade tardif en trait noir fin. Chaque extrémité du génome est 
flanquée par des séquences inversées répétées ou ITR de 100 à 200 nucléotides (Internal Terminal Repeat). 
L’ITR 5’ est suivie d’une séquence d’encapsidation du génome dans la particule virale : la séquence . VA RNA, 
Virus-associated RNA ; ORF, Open Reading frame ; DBP, DNA Binding-protein ; pTP, preterminal protein ; 
Pol, adenovirus DNA-polymerase. 
D’après (Flint S Jane 2001) 

5’ 3’ 
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3. Le Génome viral 

Le génome de l’adénovirus est constitué d’un ADN double brin linéaire de 36kb. Il présente une 

organisation en unités de transcription précoces (E1 à E4), intermédiaires (pIX et pIVa2) et tardives 

(L1 à L5) qui s’expriment de manière séquentielle (Figure 10). 

Les gènes précoces codent des protéines régulatrices qui bloquent les mécanismes anti-viraux de la 

cellule hôte et préparent la réplication virale alors que les gènes tardifs codent des protéines de 

structure (W C Russell 2000b). La molécule d’ADN présente à ses extrémités des séquences inversées 

répétées (ITR pour Inverted Terminal Repeat region) de 100 à 200 nucléotides qui contiennent 

l’origine de réplication virale et interviennent donc dans la réplication du génome. 

4. Le cycle viral 

Le cycle viral complet dure de 30 à 36 heures et aboutit à la libération d’environ 10 000 néovirions 

après lyse de la cellule infectée. Le cycle se divise en trois étapes, une phase précoce, une phase de 

réplication de l’ADN viral et une phase tardive d’assemblage et de libération des virions. 

4.1. Phase précoce 

La phase précoce débute par l’attachement de la particule virale à la cellule cible et par son 

internalisation dans cette dernière.  

 4.1.1. Entrée 

L’entrée des adénovirus a beaucoup été étudiée pour les adénovirus de sérotypes 2 et 5 appartenant à 

la famille C. Cette entrée est séquentielle et repose sur l’interaction avec des protéines cellulaires. 

L’attachement de la particule virale à la cellule cible est médiée par la fibre. La fibre des adénovirus 

de sérotypes 2 et 5 interagit avec le récepteur cellulaire CAR (Coxsackie and Adenovirus Receptor), 

récepteur commun aux virus Coxsackie B3 de la famille des Picornaviridae et aux adénovirus de la 

famille A, C, E, et éventuellement D (L J Henry et al. 1994; Louis et al. 1994). Ainsi, la tête de la fibre 

se lie au récepteur CAR via les boucles AB et DE ainsi que les feuillets  B, E et F et plus précisément 

par les résidus suivant : A405, S408, P409, K417, Y477, L485, Y491, 489-TAYT (Bewley 1999; 

Kirby et al. 2000). 
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L5, L2, TP 

E1A, E2A, E4 

E2A, TP, POL 

E1A, E2A, Iva2 

L1-L5, pIX 

E1A, E1B, E4, 
VARNA, L4 

E1B, L3 

VARNA, E1A 

E3 

Figure 11: Description temporelle des étapes du cycle viral et de l’expression des gènes.  
Cette étude a été réalisée sur cellules HeLa. D’après Gogev et Thiry, 1999. 
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Ceci conduit à un changement de conformation permettant d’exposer le motif RGD (Arginine-

Glycine-Acide aspartique) présent sur une boucle à la surface de chaque monomère de la base de 

penton. Il y aura alors interaction entre ce motif et les intégrines cellulaires v 1, v 3, v 5 (Davison 

et al. 1997; Salone et al. 2003) et 5 1, 3 1. En l’absence de récepteur primaire CAR, les intégrines v 

peuvent servir de récepteur de faible affinité. L’exposition de 5 motifs RGD portés par la base de 

penton permet l’association simultanée de plusieurs molécules d’intégrines (Chiu et al. 1999). Ce 

recrutement des intégrines permet l’entrée rapide de l’adénovirus par endocytose. 

4.1.2. Trafic intracellulaire 

Le virus est internalisé par la voie des vésicules à clathrine puis est ensuite retrouvé dans les 

endosomes (U F Greber et al. 1993). Les mécanismes qui sont à l’origine de la rupture des endosomes 

ne sont pas clairement élucidés. Suite à l’acidification des endosomes précoces, les protéines IIIa et 

VIII se dissocient. La sous-unité 5 des intégrines v 5 porte au niveau de son domaine cytoplasmique 

le motif TVD (Thréonine-Valine-Acide aspartique). Ce motif serait impliqué dans l’initiation de 

l’endosomolyse (Campos et M. A Barry 2007). D’autres protéines virales et cellulaires seraient 

également impliquées dans ce processus. Les dernières étapes de dissociation des protéines virales 

semblent faire intervenir la protéase virale L3-23K, par digestion de la protéine VI, qui maintient la 

capside et le core viral (U F Greber et al. 1996; Wiethoff et al. 2005). Le core viral est alors transporté 

au noyau par un transport actif le long des microtubules par le couple dynéine/ dynactine. Les 

molécules d’hexon vont se fixer au complexe du port nucléaire puis l’ADN viral, protégé par les 

protéines TP, V, et VII pénètre dans le noyau (Trotman et al. 2001).  

4.1.3. Activation des gènes viraux 

L’expression des premiers gènes viraux peut débuter une à deux heures après l’entrée du virus dans la 

cellule (Figure 11). Le virus va moduler l’environnement cellulaire afin de favoriser sa réplication. 

Ceci inclut une dérégulation du cycle cellulaire tout en contrôlant l’apoptose de la cellule infectée et 

son échappement au système immunitaire.  

La transcription débute au niveau des gènes précoces E1 et E4 ; l’unité de transcription E1A aboutit à 

la synthèse d’une protéine de 243 acides aminés (243R) et une protéine de 289 acides aminés (289R). 

Ces deux protéines vont orienter le cycle cellulaire en phase S. 
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Figure 12 : Réplication du génome adénoviral 
1 : la réplication du génome adénoviral est initiée par la fixation au sein des ITR du complexe constitué de 

l’ADN polymérase virale (Pol) et de la protéine pTP associées aux activateurs de transcription cellulaires Nf1 

(Nuclear factor 1) et Oct-1 (Octamer Transcription factor binding protein-1)  

2 : L’ADN polymérase synthétise le nouveau brin dans le sens 5’-3’ par un processus continu de déplacement de 

brin. Le simple brin déplacé est recouvert de la protéine virale DBP qui stabilise la matrice. 

3 : Le brin d’ADN déplacé se circularise grâce à l’hybridation des 2 ITR complémentaires situées aux extrémités 

du brin. 

4 : La réplication est initiée par le complexe ADN polymérase-pTP. 

5 : Les deux brins néo-synthétisés s’associent en structure bicaténaire.  

D’après (Flint S Jane 2001) 
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L’entrée en phase S active également la voie apoptotique p53 dépendante. Les protéines virales 19K et 

55K synthétisées à partir de E1B contrebalancent cet effet (Ben-Israel et Kleinberger 2002). 

L’unité de transcription E4 code au moins six polypeptides (ORF1, ORF2, ORF3, ORF4, ORF6, 

ORF6/7). Ces protéines sont impliquées dans la régulation transcriptionnelle, le transport d’ARNm, la 

régulation de la transcription virale, l’expression des gènes tardifs, dans l’extinction des gènes 

cellulaires et apoptotiques. 

La région E3 code 9 protéines désignées en fonction de leur masse moléculaire. Ces protéines 

interviennent dans la réplication virale, l’échappement à l’apoptose et la modulation de la réponse 

immunitaire vis-à-vis de la cellule infectée.  

Les régions E2A et E2B codent l’ADN polymérase adénovirale (AdPol), le précurseur de la protéine 

terminale (pTP) et la protéine de liaison à l’ADN (DBP pour DNA Binding Protein). Ces trois 

protéines sont indispensables à la réplication de l’ADN viral. 

4.1.4. Réplication du génome viral 

La réplication de l’ADN viral des Ad2 et Ad5 débute 5 à 8h après le début de l’infection. Ce 

temps correspond au temps nécessaire à l’expression des protéines DBP codée par la région E2A, pTP 

et l’ADN polymérase virale codées par la région E2B.  

Ce mécanisme fait appel à un mécanisme de déplacement de brin continu semi conservatif (Figure 

12). La réplication est initiée par la fixation de la protéine pTP sur les 51 premières bases de l’ITR 3’ 

(de Jong, van der Vliet, et Brenkman 2003). Cette protéine reste liée à l’extrémité 5’ du génome 

pendant le processus de réplication.  

 L’ADN polymérase virale synthétise la chaîne fille dans le sens 5’-3’ par un mécanisme de 

déplacement de brin continu. Le brin déplacé se recouvre alors de la protéine virale DBP. Cette 

protéine agit comme un facteur de processivité pour le déplacement de l’ADN polymérase le long du 

génome viral et sur la stabilité de l’ADN simple brin libéré. Des protéines cellulaires sont également 

impliquées telles que des topoisomérases et des activateurs transcriptionnels. Une fois les nouveaux 

brins synthétisés, la protéase virale clive la protéine pTP pour donner la protéine 55K (nommée 

protéine terminale TP). Cette étape a lieu au cours de l’assemblage de la particule virale.   



Les Vecteurs Adénoviraux 

58 

Figure 13 : Vecteurs utilisés en essais cliniques 
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4.2. Phase tardive 

La phase tardive correspond à l’expression des protéines de structure et à l’assemblage des nouveaux 

virions. L’unité de transcription tardive est la dernière à être exprimée dans la cellule sous le contrôle 

du promoteur MLP. Ce promoteur est activé par les protéines précoces codées par la région E4 et les 

protéines intermédiaires IX et IVa2 (Lutz, Rosa-Calatrava, et Kedinger 1997). L’unité de transcription 

tardive code un transcrit primaire de 29kb à l’origine des 5 familles d’ARNm (L1 à L5) codant 

13 protéines différentes. Tous les transcrits issus du promoteur MLP contiennent une séquence non 

codante de 200 nucléotides nommée tripartite leader (TPL), ainsi qu’une coiffe en 5’ permettant leur 

polyadénylation et donc leur stabilité. La transcription virale tardive permet la synthèse de protéines 

de structure ainsi que quelques protéines accessoires impliquées dans l’assemblage comme 33K et 

p52/55K (Edvardsson et al. 1976). 

L’assemblage des protéines de structure a lieu dans le noyau de la cellule hôte. Les trimères d’hexon et 

les oligomères de base de penton associés à la fibre se forment et sont transportés au noyau seuls ou 

guidés par des protéines chaperonnes. L’assemblage de l’hexon trimérique nécessite l’intervention de 

la protéine chaperonne 100K (Cepko et Sharp 1983; Hong et al. 2005) puis est acheminé dans le noyau 

par la protéine VI (Harald Wodrich et al. 2003). La trimérisation de la fibre ne nécessite pas de 

protéine chaperonne ; elle est dirigée par un signal situé dans la tête de la fibre (Novelli et P. A. 

Boulanger 1991). Son transport dans le compartiment nucléaire est initié par la séquence NLS 

(Nuclear Localisation Signal) situé dans son domaine tige (Hong et al., 1991). La protéine VII initie le 

transport de l’ADN génomique viral dans le compartiment nucléaire (Harald Wodrich et al. 2006).  

Les particules virales dites « légères » sont composées des capsomères et des protéines précurseurs des 

protéines IIIa, VI et VIII mais sont dépourvues d’ADN génomique et des protéines du « core ». Ces 

particules sont converties en particules dites « lourdes » lors de l’incorporation polarisée du génome 

viral avec le concours de la séquence d’encapsidation  localisée à l’extrémité gauche du génome. Les 

particules virales infectieuses sont formées après maturation par clivage protéolytique de protéines de 

structure par la protéase virale p23. 

Les virions nouvellement synthétisés sont libérés par lyse de la cellule. Ce mécanisme serait 

dépendant de la protéine ADP (Adenovirus Death Particule), protéine synthétisée lors de la phase 

tardive de l’infection virale sous le contrôle du promoteur MLP (Tollefson et al. 1996; Subramanian, 

Vijayalingam, et Chinnadurai 2006). La fibre serait également impliquée dans la libération des 

particules infectieuses. En effet, la fibre, produite en excès au cours du cycle viral, pourrait perturber 

localement la barrière épithéliale en se fixant à son récepteur primaire CAR. Ceci induirait une 

perturbation des jonctions serrées et aboutirait à une diffusion efficace des virions entre les cellules 

épithéliales (Walters et al. 2002; Trotman et al. 2001). 

La production virale est très efficace car elle conduit à la formation de 104-105 particules virales par 

cellule. Les adénovirus possèdent de nombreux avantages et représentent des candidats intéressants  
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Figure 14 : Représentation schématique du trafic intracellulaire des adénovirus des sous-groupes A et B. 

Au cours du processus infectieux, un adénovirus peut emprunter une des cinq voies majoritairement décrites 
pour transiter dans la cellule jusqu’au noyau. Ces voies sont différenciées suivant le récepteur permettant 
l’attachement de la particule adénovirale et le devenir des protéines majoritaires de capside.  

- Attachement : trois voies débutent par la fixation des adénovirus de sous-groupe C au récepteur CAR 
[(i) : CAR/nuclear enveloppe ; (ii) CAR/MTOC ; (iii) CAR/late endosome] ; les adénovirus de sous-
groupe B se fixent au récepteur CD46 (v) et les protéines du sérum empruntent des récepteurs adéquats 
(vi).  

- Entrée : les particules adénovirales sont endocytosées via des vésicules à manteau de clathrine. Ce sont 
les calvéoles qui permettent leur endocytose lors de l’infection de lymphocytes. 

- Lyse : le mécanisme d’échappement de l’endosome est observé rapidement pour les adénovirus de 
sous-groupe C alors que les adénovirus de sous-groupe B s’accumulent dans les endosomes tardifs et 
les lysosomes.  

- Translocation jusqu’au noyau : les particules adénovirales sont transportées jusqu’au noyau de la cellule 
via le système des microtubules 

D’après (Leopold et Crystal 2007) 
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comme vecteurs pour la thérapie génique. Ils correspondent au système le plus utilisé en essais 

cliniques comptant pour 24,1 % des essais actuels (Figure 13).  

4.3. Variations observées pour l’Ad5F35 

Le vecteur chimérique Ad5F35 (vecteur adénoviral de sérotype 5 pseudotypé par la fibre du sérotype 

35) présente le même cycle viral qu’un adénovirus de sous groupe B. 

La comparaison des diverses phases du cycle viral des adénovirus de sous groupe C et B a permis de 

mettre en évidence plusieurs différences (Figure 14).  

Une première différence a été observée au niveau de l’attachement et de l’entrée du virus dans la 

cellule hôte. La fibre des adénovirus de sérotype 35 interagit avec le récepteur cellulaire CD46, 

protéine exprimée de façon ubiquitaire à la surface de la majorité des cellules humaines (Anuj Gaggar, 

Dmitry M Shayakhmetov, et André Lieber 2003; A. Gaggar et al. 2005). 

Une seconde variation est observée au cours du trafic intracellulaire du virus. Les adénovirus de sous-

groupe B s’accumulent dans les endosomes tardifs et les lysosomes, contrairement aux adénovirus de 

sous groupe C qui sont rapidement transportés jusqu’au noyau (Defer et al. 1990; D. M Shayakhmetov 

et al. 2003; Dmitry M Shayakhmetov, Eberly, et al. 2005). Les particules virales de sous groupe B 

seront donc libérées plus tardivement dans le cytosol. En effet, les adénovirus de sous-groupe B lysent 

la membrane endosomale à un pH plus acide que les adénovirus de sous groupe C (Miyazawa et al. 

1999). Il est important de noter que le trafic cellulaire via les compartiments tardifs ne conduit pas à 

une perte en ADN viral. Ces compartiments ne correspondent pas à une impasse pour le virus. Cette 

voie serait considérée comme une voie alternative permettant au virus d’être transporté au noyau sans 

utiliser les microtubules (Leopold et Crystal 2007).  



Les Vecteurs Adénoviraux 

62 

Figure 15 : Représentation schématique des différents récepteurs cellulaires permettant l’attachement et 
l’entrée des adénovirus (Ad).  

De gauche à droite : le domaine knob de la fibre (en jaune) des Ad de sous-groupe D se fixe à l’acide sialique ; le 

domaine knob des Ad de sous-groupe B se fixe au CD46 ou au CD80 / 86 ; la tige de la fibre (en trait noir) des 

Ad de sous-groupe C se fixe au héparanes sulfates ; le domaine knob des Ad de sous-groupe C se fixe à VCAM-

1, au complexe majeur d’histocompatibilité de classe I (CMH-I) ou au Scavenger récepteur (SR) suivant un 

mécanisme inconnu ; le motif RGD de la base de penton (en rouge) des Ad de sous-groupe A-E se fixe aux 

intégrines ; le domaine knob des Ad de sous-groupe A, C et F se fixe au récepteur CAR. D’après (N. Arnberg 

2009).
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5. Récepteurs cellulaires 

L’adsorption des adénovirus à la surface de la cellule hôte se fait par l’intermédiaire d’une liaison de 

haute affinité entre le domaine knob de la fibre et son récepteur cellulaire. Plusieurs récepteurs 

primaires ont déjà été identifiés (Figure 15, Tableau 5). 

5.1. Le récepteur CAR « Coxsackie and Adenovirus Receptor »  

Dès 1976, il est démontré que les adénovirus humains du sous-groupe C et les virus Coxsackie 

B3 de la famille des Piconaviridae (Lonberg-Holm, Crowell, et Philipson 1976) ont un récepteur 

commun. Ce récepteur a été identifié en 1997 (Bergelson 1997), il s’agit du récepteur CAR pour 

Coxsackie and Adenovirus Receptor. Les sérotypes d’adénovirus humains appartenant aux sous-

groupes A, C, D et E se lient à CAR et l’utilisent comme récepteur primaire (Bergelson 1997; Howitt 

2003). La protéine CAR est exprimée sur un large spectre de type cellulaire (Howitt 2003). On la 

retrouve notamment au niveau du cœur, du pancréas, du système nerveux, des poumons, du foie, etc. 

(Meier et Urs F Greber 2004). Au niveau des cellules épithéliales polarisées, CAR assure les jonctions 

intercellulaires au niveau de la surface basolatérale. Des études ont permis de localiser la protéine 

CAR au niveau des jonctions serrées des épithéliums (Cohen et al. 2001; Raschperger et al. 2006) où 

elle est associée à d’autres protéines telle que la protéine Zonula Occludens 1. La protéine CAR est 

donc impliquée dans l’interaction cellulaire homotypique, dans l’adhésion et la formation de tissus. 

Le récepteur CAR est une glycoprotéine transmembranaire de 46 kDa appartenant à la 

superfamille des immunoglobulines (Ig). Il est constitué d’un domaine extracellulaire et d’un domaine 

intracellulaire séparés par un domaine transmembranaire. Les domaines cytoplasmique et 

transmembranaire n’interviennent pas dans l’infection ; ils constituent le point d’ancrage de CAR dans 

les cellules (H. Wang et al. 2008). Le domaine extracellulaire est formé de 2 domaines Ig, D1 et D2, 

D1 étant le domaine de liaison à la particule virale via le domaine knob de la fibre. Des études de 

critallographie et de RMN ont montré que 2 domaines D1 interagissent avec une tête de fibre 

trimérique. Le site de liaison est localisé au niveau des boucles AB et DE du knob (Bewley 1999; 

Kirby et al. 2000; Law et Davidson 2005).

CAR aurait un rôle supplémentaire dans l’infection adénoviral (Figure 16). Il a été démontré que suite 

à l’infection d’un épithélium respiratoire humain par le pôle basolatéral par un adénovirus (Ad), les 

virus néo-synthétisés pouvaient se localiser au pôle apical de l’épithélium (Walters et al. 2002). Ces 

épithéliums présentent une forte étanchéité assurée par les jonctions cellulaires. Des études par 

cristallographie suggèrent que le knob de la fibre perturbe les interactions CAR-CAR et donc améliore 

la perméabilité de l’épithélium (van Raaij et al. 1999; Walters et al. 2002). Le knob permettrait donc 

de faciliter le passage des Ad au travers des barrières physiques existantes dans les tissus (Walters et 

al. 2002). 
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Sous-
groupe

Sérotype Récepteur Longueur 
fibre 

Tropisme Référence

A 12, 18, 31 CAR 28-31 Gastro-
intestinal 

(Bewley 1999) 
(Roelvink et al. 1998) 

B1 
3, 7 CD46, CD80/86, 

HSPG, 
Desmoglein 2 

(DSG-2) 
9-11 

Respiratoire 

Oculaire 

Rénale 

(Christoph Fleischli et 
al. 2007) 

(Dominique Sirena et 
al. 2004) 

(Sirena et al. 2004) 
(Joshua J Short et al. 

2006) 
(Sebastian Tuve et al. 

2008) 
(Hongjie Wang et al. 

2011) 

16, 21, 50 CD46, CD80/86 

B2 
11, 35 CD46, DSG-2 

14 
34 

DSG-2 
CD46, CD80/86 

C 
1, 2, 5, 6 CAR, HSPG, 

CMH-I, VCAM-I, 
Intégrines 

23-31 Respiratoire (Bergelson 1997)  
(S S Hong et al. 1997) 

(Y Chu et al. 2001) 
(Dechecchi, Melotti, 

Bonizzato, 
Santacatterina, 

Chilosi, et Cabrini 
2001a) 

D 
8, 9, 10, 13, 15, 17, 
19, 20, 22-30, 32, 

33, 36-39, 42-49, 51 

CAR, acide 
scialique, CD46 

12-13 Oculaire (Roelvink et al. 1998) 
(N Arnberg, Kidd, et 

al. 2000) 

E 4 CAR 17 Respiratoire 
Oculaire 

(Roelvink et al. 1998) 

F 40, 41 CAR 28-33 Gastro-
intestinal 

(Roelvink et al. 1998) 

G 52 Intégrines  Gastro-
intestinal 

(Morris Saffold Jones 
et al. 2007) 

Tableau 5: Récapitulatif des récepteurs connus pour les adénovirus humains.  
Adapté de (A. Sharma et al. 2009) 

Figure 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. D’après (Walters et al. 2002). 
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En effet, l’Ad37 utilise comme récepteur primaire le CD46 mais se fixe avec une forte affinité au CAR 

via le domaine knob de la fibre probablement pour permettre aux virus néo-synthétisés de franchir la 

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

5.2. CD46 

Les adénovirus de sous-groupe B utilisent un récepteur cellulaire différent de CAR. En effet, ces 

adénovirus n’entrent pas en compétition avec les Ad du sous groupe C lors de l’attachement aux 

cellules (Defer et al. 1990; S. C Stevenson et al. 1995). En 2003, Gaggar et al , l’identifient comme 

étant la protéine CD46 (Anuj Gaggar, Dmitry M Shayakhmetov, et André Lieber 2003).  

Le récepteur CD46, aussi connu sous le nom MCP « Membrane cofactor protein », est une 

glycoprotéine transmembranaire de type 1, exprimée de façon ubiquitaire à la surface de la plupart des 

cellules humaines à l’exception des érythrocytes.  

Sa structure peut être divisée en plusieurs domaines (S. Russell 2004): 

- un domaine extracellulaire constitué de 4 modules riches en cystéines dénommés Short 

Concensus Repeats (SCR) : SCR1, SCR2, SCR3 et SCR4 

- une à trois régions riche en sérines, thréonines et prolines (régions STP) 

- un domaine transmembranaire hydrophobe  

- un domaine cytoplasmique en C-terminal 

Les domaines SCR1 et SCR2 sont nécessaires et suffisants pour une liaison optimale des Ad 3, 7, 11, 

et 35 à la surface des cellules (C. Fleischli et al. 2005; A. Gaggar et al. 2005; Christoph Fleischli et al. 

2007). L’interaction entre ces 2 domaines et la particule virale se fait via le domaine knob de la fibre, 

et plus précisément par 4 acides aminés situés au niveau des boucles HI et DG de ce dernier (Phe242, 

Arg279, Ser 292, Glu302). Une mutation ponctuelle au niveau d’un de ces acides aminés inhibe 

totalement l’interaction fibre/CD46 (Gustafsson et al. 2006).  

La protéine CD46 est aussi connue pour réguler la cascade du complément. En effet, elle fixe les 

fractions C3b et C4b du complément et protège ainsi la cellule de la cytolyse.  

De plus, elle a été identifiée comme récepteur de plusieurs pathogènes. Les virus qui 

l’utilisent comme récepteur sont principalement des virus enveloppés à ARN (virus de la 

rougeole) ou ADN (virus de l’Herpes) qui infectent la cellule par fusion avec la membrane 

plasmique (Dmitry M Shayakhmetov, Eberly, et al. 2005). Les sites d’interaction et de 

reconnaissance varient suivant le pathogène.  

5.3. Les Héparanes Sulfates (HS) 

Les HS sont des polysaccharides complexes appartenant à la famille des glycosaminoglycanes. Ils sont 

exprimés en grande quantité à la surface des cellules de mammifères et dans les matrices 

extracellulaires. Ces molécules fixent de nombreuses protéines et modulent ainsi leurs activités 
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biologiques. Ces molécules sont liées à un cœur protéique et forment alors des protéoglycanes 

(HSPGs). Différents virus utilisent les propriétés interactives des HS pour s’adsorber à la surface de 

leurs cibles cellulaires et ainsi faciliter leurs interactions avec leurs récepteurs d’entrée. L’Ad2 et 

l’Ad5 interagissent avec les HSPGs (Dechecchi, Melotti, Bonizzato, Santacatterina, Chilosi, et Cabrini 

2001a; Gaden et al. 2004) via le motif KKTK situé dans la tige de la fibre (Cardin et al. 1989). L’étude 

menée par Smith et al en 2003, démontre que la mutation de ce motif modifie le tropisme des 

adénovirus in vivo ; une modification de la liaison du virus aux HSPGs n’a pas été montrée (Theodore 

A G Smith et al. 2003). Ce motif est conservé chez les adénovirus du sous-groupe C. L’Ad3 

appartenant au sous-groupe B présente une particularité. En effet, bien que le virus complet ne se fixe 

pas aux HSPGs, des pseudos particules formées suite à l’auto-assemblage de 12 protéines penton 

dénommées « dodécaèdres » présentent une affinité très importante pour les HSPGs (Vivès et al. 2004; 

P. Fender et al. 2008). Ceci facilite la fixation aux intégrines cellulaires, étape indispensable à l’entrée 

des dodécaèdres dans la cellule. La fixation des pseudos particules aux HSPGs est médiée via la 

boucle RGD (Gout et al. 2010).   

5.4. L’acide sialique 

L’acide sialique est utilisé comme récepteur par plusieurs virus : les orthomyxovirus, paramyxovirus, 

picornavirus, papovavirus, coronavirus, réovirus et les parvovirus (Dormitzer et al. 2002; T Stehle et S 

C Harrison 1997; Weis et al. 1988). Plusieurs sérotypes d’adénovirus appartenant au sous groupe D 

(Ad8, Ad19a, Ad37) utilisent également cette molécule comme récepteur cellulaire. Ces adénovirus 

sont associés à des kératoconjonctivites épidémiques (N Arnberg, Edlund, et al. 2000; N Arnberg, 

Kidd, et al. 2000). Les domaines knob des fibres de l’Ad8, Ad19a et Ad37 sont caractérisés par des 

points isoélectriques élevés (pI=9.1) contrairement à celui de l’acide sialique qui est bas (pI=2.3). 

L’interaction entre ces deux partenaires est dépendante de la charge (N Arnberg, Y f Mei, et Wadell 

1997). 

5.5. Complexe majeur d’histocompatibilité de classe I (CMH-I) 

La région C-terminale du domaine 2 du complexe majeur d’histocompatibilité de classe I est présent 

au niveau de la majorité des tissus humains. Cette protéine est exprimée par les cellules HeLa et 

Daudi et est reconnue par l’Ad2 et l’Ad5 comme récepteur primaire permettant l’entrée dans ces 

cellules (S S Hong et al. 1997). Cependant, lorsque ce récepteur est coexprimé avec le récepteur CAR 

à la surface des cellules CHO, l’Ad5 se fixe majoritairement au CAR (Davison et al. 1999). Le CMH-I 

serait impliqué dans les étapes d’attachement et d’internalisation de l’Ad2 et de l’Ad5 uniquement si 

le récepteur CAR est absent. Des données complémentaires sont nécessaires pour comprendre le rôle 

joué par cette protéine dans l’infection adénovirale.  
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5.6. VCAM-1 (Vascular Cell Adhesion Molecule -1) 

Cette glycoprotéine, également connue sous le nom de CD106, appartient à la superfamille des 

immunoglobulines qui, comme le récepteur CAR, est reconnue par l’Ad5. Le domaine D7 de  

VCAM-1 présente une forte homologie avec le domaine D1 de CAR (Y Chu et al. 2001).  

5.7. CD80/CD86 

Les protéines CD80 et CD86 sont des glycoprotéines appartenant aussi à la superfamille des 

immunoglobulines. Elles participent à l’activation des lymphocytes T (Greenwald, Freeman, et Sharpe 

2005). Certains adénovirus du sous-groupe B tel que l’Ad3 interagissent avec ces deux protéines 

(Joshua J Short et al. 2004) et non avec le récepteur CD46 (Joshua J Short et al. 2006). 

Les adénovirus du sous-groupe B utilisent plusieurs récepteurs pour se fixer à la cellule cible et être 

internalisé. La majorité des Ad du sous groupe B utilisent le CD46 alors que d’autres vont se fixer aux 

CD80 / 86, ainsi qu’à un récepteur identifié récemment : la Desmogléine 2 (DSG-2).  

5.8. Desmogléine-2 

La desmogléine-2 est une glycoprotéine transmembranaire appartenant à la famille des cadhérines. 

Cette protéine est impliquée dans l’adhésion intercellulaire. Son domaine cytoplasmique interagit avec 

plusieurs protéines directement en contact avec des protéines régulatrices impliquées dans l’adhésion 

cellulaire et les jonctions intercellulaires. DSG-2 a récemment été identifié comme étant le récepteur 

de haute affinité des adénovirus appartenant au sous-groupe B2 (Ad3, Ad7, Ad11 et Ad14). 

L’interaction entre ces adénovirus et la DSG-2 conduit à l’ouverture des jonctions intercellulaires et 

permet ainsi aux particules adénovirales d’avoir accès à d’autres récepteurs piégés à ce niveau 

(Hongjie Wang et al. 2011).  

5.9. GD1a glycane 

Cette molécule correspond à un glycane désialylé trouvé au niveau du ganglioside GD1a. Le glycane 

GD1a a été identifié comme étant un récepteur cellulaire de l’Ad37, responsable d’épidémies de 

conjonctivites (Nilsson et al. 2011). 
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Figure 17 : Représentation schématique de la séquence en acides aminés du FX.  
D’après (Venkateswarlu et al. 2002).
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6. Tropisme des vecteurs adénoviraux : rôle du facteur de coagulation X (FX) 

6.1. Le Facteur X 

6.1.1. Historique 

La première description du facteur X date des années 1950. En 1956, le Dr. Telfer rapporte le cas 

d’une jeune fille nommée Prower dont le temps de génération de thrombine est extrêmement long 

(TELFER, DENSON, et WRIGHT 1956). Un an plus tard, le Dr. Hougie décrit les paramètres 

anormaux de coagulation d’une patiente dénommée Stuart, qui peuvent être corrigés en mélangeant 

son sérum à celui d’un patient déficient en facteur VII (HOUGIE, BARROW, et GRAHAM 1957). 

La protéine déficiente fut initialement appelée « Facteur de Stuart-Prower » puis pris le nom de facteur 

X lors de la création de la nomenclature officielle des facteurs de coagulation en 1962 (Uprichard et 

Perry 2002). Généralement, il est abrégé sous la forme écrite FX pour le zymogène et FXa pour la 

forme active.  

6.1.2. Le gène F10 

Le gène codant pour le facteur X humain, nommé F10, est localisé sur le bras long du chromosome 13 

dans la région q34-ter (Pfeiffer et al. 1982). Il s’étend sur 22 kb et comprend une région codante où 

8 exons séparés par 7 introns ont été détectés et une région non codante située en 3’ (Uprichard et 

Perry 2002). Il est transcrit en un ARNm de 1502pb et code une protéine mature de 488 acides aminés 

(Uprichard et Perry 2002). 

6.1.2.1. Structure de la protéine FX 

Le FX est une sérine protéase vitamine K-dépendante, synthétisée dans le foie et présent dans la 

circulation sanguine à une concentration de 8μg/mL. Ce facteur correspond à une glycoprotéine de 58 

kDa (Kaul et al. 1986) constituée d’une chaîne légère de 139 acides aminés (16,9 kDa) et d’une chaîne 

lourde de 306 acides aminés (42,1 kDa) reliées de façon covalente par un pont disulfure (Leytus et al. 

1986).  

La chaîne légère est constituée de trois domaines structuraux (Figure 17), à savoir le domaine Gla, 

constitué de 11 acides -carboxyglutamiques et un acide -hydroxyaspartique, une courte séquence 

hydrophobe et deux domaines similaires au facteur de croissance épidermique EGF1 (Asp 46-Phe 84) 

et EGF2 (Thr 85- Gly 128). 

La chaîne lourde comprend le domaine sérine protéase et le peptide d’activation (52 acides aminés) 

glycosylé en Asn-181 et Asn 191. Ce peptide sera libéré suite au clivage du lien Arg 194- Ile 195, le 

FX sera alors activé (Venkateswarlu et al. 2002).  
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Figure 18: Représentation schématique des récepteurs cellulaires jouant un rôle direct ou indirect dans la 
liaison ou l’internalisation des particules adénovirales.  

L’adénovirus se fixe à différents récepteurs tels que CAR, l’acide sialique, le CD86, le CD80, le CMH de 
classe I ainsi qu’aux héparanes sulfate protéoglycanes (HSPG), ce dernier étant le récepteur principal de 
l’adénovirus après injection par voie intraveineuse en utilisant le facteur X comme pont entre le virus et le 
récepteur. Les lactoferrines agissent à l’instar du FX pour certains sérotypes sur des tissus spécifiques. D’après
(Henaff et Eric J Kremer 2008). 



Les Vecteurs Adénoviraux 

71 

6.1.3. Rôle des facteurs de coagulation et plus précisément du FX dans le 
tropisme in vivo des adénovirus 

La biodistribution de l’Ad5 chez l’animal ne corrèle pas directement avec l’expression du 

récepteur CAR. Plusieurs laboratoires ont montré qu’une injection par voie intraveineuse de vecteurs 

Ad5 entraînait une excellente transduction des cellules du foie, plus spécifiquement des hépatocytes 

(Dmitry M Shayakhmetov, Anuj Gaggar, et al. 2005). Lorsque le site de liaison à CAR est muté sur la 

fibre, empêchant ainsi la fixation au récepteur, le vecteur administré par voie systémique continue à 

transduire efficacement le foie (Andrew H Baker et al. 2007). 

Shayakhmetov et ses collègues ont démontré que l’Ad5 interagit avec le facteur de coagulation IX et 

la protéine C4b. L’équipe de Parker démontre que d’autres facteurs de coagulations tels que le facteur 

VII, le FX et la protéine C sont également impliqués dans la transduction efficace des hépatocytes par 

l’Ad5 (Alan L Parker et al. 2006). Andrew Baker et ses collaborateurs ont testé la liaison des 

adénovirus aux différents facteurs de coagulation ; ils ont trouvé une forte interaction avec le facteur X 

(Alan L Parker et al. 2006). La liaison entre le FX et l’Ad5 muté au niveau de la fibre reste possible, 

démontrant ainsi l’intervention d’une autre protéine de capside dans cette interaction. Il s’agit de la 

protéine hexon (S Waddington et al. 2008). Des analyses par cryo-électromicroscopie et par SPR 

(Résonnance Plasmonique de Surface) démontrent que les domaines Gla et sérine protéase du FX se 

fixent au centre des trimères d’hexon (1 molécule de FX par trimère d’hexon – 240 trimères au total) 

dans une région composée des boucles hypervariables entre les différents sérotypes. Cette étude révèle 

un niveau d’affinité différent suivant les sérotypes d’adénovirus considérés (Figure 18). Seule 

l’espèce D n’interagit pas avec le FX. Récemment, les acides aminés essentiels dans la région 

hypervariable de l’Ad5 ont été identifiés (Raul Alba et al. 2009). 

7. Thérapie génique de la mucoviscidose et vecteurs adénoviraux 

7.1. Vecteurs adénoviraux comme vecteurs de transfert de gène 

Dans les années 1970, il a été démontré qu’au cours de leur production sur cellules eucaryotes, les 

adénovirus sont capables de se recombiner entre eux ou avec des plasmides. Cette observation a 

permis d’ouvrir la voie à la génération de vecteurs adénoviraux d’expression. Cependant, la fréquence 

de recombinaison en système eucaryote est faible. D’autres systèmes ont été développés afin d’obtenir 

des vecteurs recombinants plus rapidement tels que le système de recombinaison en système bactérien. 

Les premiers vecteurs adénoviraux ont été générés dans les années 1990 dans le but de réaliser un 

transfert de gène en thérapie génique principalement. Un essai de transfert du gène CFTR chez le rat 

du cotton a été réalisé dès l’année 1992 à l’aide d’un vecteur adénoviral défectif pour la réplication (M 

A Rosenfeld et al. 1992). Le transgène a pu être détecté jusqu’à 12 jours après administration du 

vecteur.  
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. 
Figure 19: Représentation schématique des trois générations de vecteurs dérivés de l’adénovirus humain. 
Il existe trois principaux types de vecteurs adénoviraux : 

- les vecteurs de première génération portant une délétion des régions E1 et E3. 
- les vecteurs de seconde génération ne possédant plus les régions E1, E3, E2A et E4 
- les vecteurs "gutless" dépourvus de génome viral à l’exception des extrémités ITR et de la séquence 

d’encapsidation . 
D’après (R Alba, Bosch, et Chillon 2005) 

Type de vecteurs 

adénoviraux 

Délétions Taille maximale de la 

cassette d’insertion 

Expression/ Application 

potentielle 

Première génération E1 / E3 8,2 kb Expression forte sur le court 

terme / Vaccination 

Seconde génération E1 / E3/ E2A / E4 14 kb Expression forte sur le court 

terme / Vaccination 

Gutless 

Génome complet à 

l’exception des 

extrémités ITR et 

36 kb 

Expression forte sur le long 

terme dans les cellules 

quiescentes / Thérapie génique 

Tableau 6: Caractéristiques et applications potentielles des vecteurs adénoviraux. 
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Des vecteurs d’abord réplicatifs ensuite non réplicatifs, ont été ainsi constuits. Nous nous interesserons 

spécifiquement aux vecteurs non réplicatifs. 

7.1.1. Les vecteurs adénoviraux défectifs pour la réplication 

Afin d’augmenter la sécurité biologique lors de l’administration de vecteurs adénoviraux et d’étendre 

ainsi leur champ d’application, des vecteurs défectifs pour la réplication dits de première et seconde 

génération ont été développés par excision des régions impliquées dans la réplication virale (Figure 

19).  

7.1.1.1. Vecteurs adénoviraux de première génération  

Les vecteurs défectifs pour la replication dits de première génération sont synthétisés suite à la 

délétion de la région E1. Cette région est impliquée dans la réplication virale. En effet, les deux 

protéines de la région E1A interviennent dans l’activation des promoteurs viraux. La suppression de la 

région E1 permet d’insérer un transgène d’une taille de 5,5 kb (Bett, Prevec, et F L Graham 1993). La 

production de ces vecteurs est aisée grâce à l’utilisation d’une lignée transcomplémentante, les cellules 

HEK-293, apportant en trans les produits des gènes de la région E1. 

La majorité des vecteurs de première génération présente également une délétion de la région E3. 

Cette région n’est pas essentielle à la réplication virale et peut donc être supprimée. Ce type de 

vecteurs doublement délétés permet d’insérer des cassettes d’expression d’une taille de 8,2 kb 

(Danthinne et Imperiale 2000). (Tableau 6). 

Cependant, une étude in vivo, sur modèle murin, menée par Bruder et al en 1997 a démontré 

l’importance de la protéine gp19K (produit du gène codé en E3) dans l’amélioration de l’expression 

du transgène dans le foie et le poumon des souris (Bruder et al. 1997). Ces résultats n’ont pas été 

confirmés par les travaux de Schowalter et al. Cette même protéine n’influencerait pas la durée 

d’expression du transgène in vivo (Schowalter et al. 1997).  

Bien que ces vecteurs soient dans l’incapacité de se répliquer, leur administration est associée à une 

forte réponse immunitaire anti-virale et à une toxicité cellulaire. Il pré-existe dans notre organisme des 

anticorps neutralisants dirigés contre l’adénovirus de sérotype 5 qui limitent en grande partie l’action 

de ces vecteurs (Chirmule et al. 1999). Plusieurs travaux ont été menés afin d’améliorer le niveau 

d’expression du transgène et ainsi permettre de diminuer la dose virale à administrer. Ceci diminuerait 

par conséquent la toxicité cellulaire (Gerdes, Castro, et Löwenstein 2000). L’un de ces travaux 

démontre l’utilisation de promoteurs viraux tels que le promoteur du Cytomégalovirus (CMV) ou le 

promoteur du virus du sarcome de Rous (RSV) afin d’obtenir une très forte expression du trangène 

dans une grande variété de tissus.  



Les Vecteurs Adénoviraux 

74 

Figure 20: Représentation schématique de la production de vecteur adénoviraux "gutless" via le système 
Cre/LoxP. 
Les génomes des vecteurs auxiliaires "helper" et de 3ème génération "gutless" sont cotransfectés dans des cellules 

293 exprimant la recombinase CRE. Les deux génomes sont amplifiés et les protéines virales produites. La 

séquence d’encapsidation  du vecteur auxiliaire est exisée par la recombinase CRE empéchant ainsi son 

encapsidation dans la particule virale. Le vecteur "gutless" est pur à 90-99 %. 

D’après (R Alba, Bosch, et Chillon 2005)  
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Les vecteurs adénoviraux de première génération sont largement utilisés. Ils sont produits à haut titre 

et permettent une expression maximale du transgène. Les vecteurs adénoviraux utilisés au cours de ma 

thèse correspondent à ce type de vecteur. 

7.1.1.2. Vecteurs adénoviraux de seconde génération

Une nouvelle génération de vecteurs adénoviraux a été construite afin d’accroître la capacité 

d’insertion du transgène et de diminuer l’immunogénicité des vecteurs. Le principe est d’empêcher 

l’expression résiduelle de protéines virales tardives dans la cellule transduite (M Lusky et al. 1998). 

Les régions E2 et E4 ont alors été mutées ou délétées du génome viral afin de générer des vecteurs 

adénoviraux de seconde génération. 

Les premières constructions de vecteurs adénoviraux de seconde génération comportaient des 

mutations thermosensibles dans la région E2A. Ces vecteurs ont été testés comme vecteurs de transfert 

du gène CFTR dans un essai pré-clinique sur babouins. Une comparaison avec un vecteur de première 

génération a été réalisée. Le vecteur de première génération était administré dans un lobe pulmonaire 

et le vecteur de seconde génération était administré dans l’autre lobe. Cette étude a démontré que 

l’administration de vecteur de seconde génération permettait d’obtenir une diminution de 

l’inflammation pulmonaire et une expression stable du transgène (Goldman et al. 1995). Une 

diminution de la synthèse de la protéine de capside hexon a également été notée.  

Ces résultats prometteurs ont conduit à la construction de vecteurs totalement délétés de la région E2A 

permettant d’insérer un transgène d’une taille d’environ 9 kb. Une diminution des synthèses virales a 

également été observée mais aucune diminution de la réponse immunitaire de l’hôte n’a été obtenue 

(M Lusky et al. 1998). 

Ces résultats contradictoires peuvent s’expliquer par l’absence de la protéine E2-DBP chez les 

vecteurs délétés de la région E2A. L’expression des protéines codées par la région E4 n’est plus 

régulée et influe sur la réponse immunitaire. Une délétion de la région E4 conduit à une diminution 

significative de l’expression des gènes viraux (M Lusky et al. 1998).  

L’effet bénéfique sur la persistance du transgène reste cependant controversé. Une comparaison entre 

le niveau d’expression d’un même transgène délivré par un vecteur délété de la région E4 et par un 

vecteur de première génération a été établie. L’expression du transgène délivré par un vecteur délété 

d’E4 est beaucoup plus faible. Ceci peut s’expliquer du fait de la dépendance des promoteurs CMV ou 

RSV aux protéines codées par la région E4 (Brough et al. 1997). La conservation de certains Orf de la 

région E4 tels que l’Orf 3 et 4 ont permi d’améliorer l’expression du transgène (Grave et al. 2000). 

Par étapes successives, les vecteurs de seconde génération ont été mis au point. Ces vecteurs 

présentent une capacité d’insertion d’un transgène d’une taille d’environ 14 kb (Danthinne et 
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Imperiale 2000). Le but d’utilisation de ces vecteurs était de diminuer l’immunogénicité tout en 

améliorant la durée d’expression du trangène.  

7.1.1.3. Vecteurs "gutless" 

Ces vecteurs sont dépourvus de l’ensemble des gènes viraux, ils ne conservent que les extrémités ITR 

du génome et la séquence d’encapsidation  (Hardy et al. 1997). La taille du transgène pouvant être 

inséré est alors de 36 kb. Néanmoins, une taille minimale de l’insert est requise. En effet, afin d’être 

correctement encapsidé et produit, l’insert doit avoir une taille d’au minimum 28 kb soit 75 % du 

génome total (R J Parks et F L Graham 1997). Il est peu commun d’employer des constructions d’une 

telle taille, c’est pour cette raison que des séquences d’ADN de remplissage sont utilisées. Ces 

séquences se doivent d’être optimisées car elles influeraient sur la stabilité du génome viral et donc sur 

son encapsidation dans la particule virale (R J Parks et F L Graham 1997). 

La création de lignées transcomplémentantes s’est révélée impossible dû à la toxicité et à la nécessité 

de produire de grande quantité de protéines virales. Il est indispensable d’ajouter, au cours de la 

production des vecteurs gutless, un vecteur auxiliaire dit "helper" (Figure 20). Ce vecteur apporte en 

trans les protéines nécessaires à la réplication et à l’assemblage des particules virales. Plusieurs 

systèmes ont été développés afin de diminuer la contamination du stock viral par le vecteur "helper" 

tels que les systèmes FLP/frt (Ng et al. 2001) et Cre/LoxP (R J Parks et al. 1996). 

Les vecteurs "gutless" sont capables de transduire efficacement les cellules in vivo sans induire de 

toxicité cellulaire et de réponse anti-virale ce qui permet une expression stable du transgène sur le long 

terme dans les cellules quiescentes.  
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III. Les vésicules membranaires : 

Microvésicules et Exosomes 
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Figure 21: Représentation schématique des différents compartiments endocytaires.  

Suite à son internalisation dans la cellule (ici depuis un puits recouvert de clathrine), la protéine est envoyée à un 

endosome de tri (1). La protéine peut alors suivre différentes voies : elle peut être recyclée à la membrane 

plasmique directement (2) ou en passant par un endosome de recyclage (3). Si elle doit être dégradée, la protéine 

est reconnue par la machinerie de tri et de formation de l’endosome multivésiculaire (MVB) qui la séquestre 

dans les vésicules internes de ce compartiment (4). Cette machinerie reconnaît également les protéines issues de 

la voie de néosynthèse (5). Ce compartiment évolue/fusionne avec les endosomes tardifs (6) puis avec les 

lysosomes permetttant la dégradation de son contenu (7). Dans certains types cellulaires, l’endosome 

multivésiculaire fusionne avec la membrane plasmique, libérant ainsi des exosomes (8).

D’après (Camilla Raiborg, Rusten, et Harald Stenmark 2003). 
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1. Introduction générale 

L’identification de petites vésicules libérées par un grand nombre, voir l’ensemble des cellules, 

permettant une communication intercellulaire a été proposée il y a environ une vingtaine d’année 

(Bastida et al. 1984). Il était admis que la communication entre cellules était médiée uniquement par 

des molécules, telles que les neurotransmetteurs ou les hormones, libérées par une cellule ou exposées 

à sa surface et reconnues par une autre cellule via son récepteur spécifique. De discrètes vésicules 

fréquemment observées en microscopie électronique au niveau de l’espace intercellulaire étaient 

d’après les scientifiques le résultat de dommages cellulaires (nécrose, apoptose, etc.). Une idée plus 

précise sur la nature de ces vésicules a émergé lorsque ces petites particules ont été associées à deux 

processus spécifiques de libération (Beaudoin et Grondin 1991; Lakkaraju et Rodriguezboulan 2008). 

Chacun des processus conduit à la sécrétion de types distincts de vésicules. Il s’agit de l’exocytose de 

corps multivésiculaires (Multivesicular Bodies ; MVB) permettant la libération d’exosomes, et du 

bourgeonnement des vésicules directement à partir de la membrane plasmique appelées 

microvésicules (Mv). Dès leur libération, ces vésicules circulent dans l’espace extracellulaire proche 

de leur site de synthèse. Certaines se déplacent par diffusion passive et apparaissent dans les liquides 

biologiques alors que d’autres se décomposent en quelques minutes.  

2. La voie endocytaire 

L’expression de protéines membranaires par une cellule résulte d’un équilibre entre les processus de 

synthèse/sécrétion et de dégradation de ces dernières. Le processus de dégradation est assuré par la 

voie endocytaire (Figure 21). La dégradation ciblée des protéines est un mécanisme fondamental 

indispensable au bon fonctionnement de la cellule. Ces mécanismes d’apport et de dégradation jouent 

un rôle déterminant dans de nombreux processus biologiques, en régulant les interactions de la cellule 

avec son environnement extérieur. 

2.1. Endosomes de tri 

Après traduction dans le réticulum endoplasmique et maturation dans l’appareil de Golgi, les protéines 

membranaires sont envoyées dans des vésicules de sécrétion qui fusionnent à la membrane plasmique. 

Les protéines sont alors ancrées à la surface cellulaire.  

Ces protéines et les lipides membranaires subissent un renouvellement constant. Ils sont internalisés 

dans des vésicules d’endocytose et envoyés dans des endosomes précoces, compartiments dans 

lesquels s’effectuera un tri des protéines (H J Geuze, J W Slot, et Schwartz 1987). Elles peuvent être 

recyclées à la membrane plasmique. Elles se concentrent alors dans les parties tubulaires des 

endosomes précoces qui se détachent pour donner des endosomes de recyclage. Les protéines 

présentant un signal de dégradation vont elles s’accumuler dans la partie vacuolaire de l’endosome  
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Complexe Protéines de levure Homologues 

humains 

Fonction proposée

ESCRT-0 
Vps27 Hrs Interaction avec PI3P 

Hse 1 STAM 1, 2 Interaction avec Hua1 
et Rsp5 

ESCRT-I 
Vps23 Tsg 101 Interagit avec les 

cargos etVps27 
Vps28 Vps28 Assemblage avec 

ESCRT- II (Vps36) 
Vps37 Vps37A, B, C, D  

ESCRT-II 

Vps22 EAP30, SNF8 Interagit avec les 

cargos et PI3P

Vps25 EAP20 Assemblage avec 
ESCRT-III (Vps20) 

Vps36 EAP45 Assemblage avec 
ESCRT-I (Vps28) 

ESCRT-III 

Vps20 CHMP6 Assemblage avec 
ESCRT-II (Vps25) 

Déformation 
membranaire, 

Invagination des 
vésicules

Vps32/Snf7 CHMP4A, B, C 

Vps2/Did4 CHMP2A, B 

Vps24 CHMP3 

Modulateurs / 

adaptateurs 

Vps4 VPS4A, B/ SKD1 AAA-ATPase, 
Désassemblage et 

recyclage des ESCRT

Vps31/Bro1 Alix/AIP1 Recrute Doa4, interagit 
avec ESCRT I et III

Vps60/Mos10 CHMP5 

Vps46/Did2 CHMP1A, B 

Vta1 LIP5 Régulateur positif de 
Vps4

Ubiquitine-ligase Rsp5 Nedd4 Ubiquitinylation des 
cargos

Désubiquitinylases 
Doa4 UBPY/USP8 Désubiquitinylation des 

cargos

Ubp7 AMSH Désubiquitinylation des 
cargos

Tableau 7: Protéines de classe E constitutives des complexes ESCRT chez la levure et leurs homologues 
chez l’Homme.  
D’après (Saksena et al. 2007) . 
AAA : ATPases Associated with a variety of cellular Activities, AIP: Alg2 interacting protein 1, AMSH: 
Associated molecule with SH3 domain of STAM , Bro: BCK1-like resistance to osmotic shock protein 1, CHMP: 
Charged MVB proteins, or chromatin modifying protein, Did: Doa4 independant degradation, Doa: darkener of 
apricot, EAP: eIF4E associated protein, HRS: hepatocyte growth factor HGF) regulated tyrosine-kinase 
substrate, PI3P : Phosphatidyl Inositol 3-phosphate, Rsp: reverse SPT phenotype protein, SNF: sucrose non 
fermenting, SKD: Suppressor of K+ transport growth defect 1, UBP: Ubiquitin binding protein, USP: ubiquitin 
specific procesing protease, Vps: Vacuolar protein Sorting. 
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précoce. Elles sont regroupées dans des zones de membrane qui vont bourgeonner appelées ILV 

(intraluminal vesicles) qui se détachent dans le lumen de l’endosome. Cette partie vésiculaire donne 

naissance aux corps multivésiculaires (MultiVesicular Body ou MVB) contenant les exosomes 

(Gruenberg, Griffiths, et Howell 1989). 

2.2. Les corps multivésiculaires (Multivesicular bodies ou MVBs)  

Au cours des toutes premières analyses par microscopie électronique, il fut observé des structures 

intracellulaires riches en vésicules d’une taille comprise entre 200 et 500 nm de diamètre (PALADE 

1955). Ces structures furent nommées « corps multivésiculaires ou MVB (Multi Vésicular Bodies) » ; 

les vésicules les constituant furent appelées vésicules intraluminales (Intralumen vesicles ILV). Suite à 

l’observation d’invaginations de la membrane limitante des MVBs, il a été suggéré que ces structures 

pouvaient représenter une forme d’autophagie (Hirsch, Fedorko, et Z A Cohn 1968). Il est désormais 

admis que ces structures sont impliquées dans la voie d’endocytose, les ILVs étant impliquées dans la 

voie de dégradation des protéines. Ces compartiments ne peuvent ni fusionner entre eux, ni avec les 

endosomes précoces, mais ont la capacité de fusionner avec les compartiments tardifs de façon 

dépendante des microtubules (van Deurs et al. 1993). Ces endosomes multivésiculaires se 

différencient des autres organites à membrane interne tels que les corps d’autophagie ou les lysosomes 

par l’expression de marqueurs de l’endocytose. 

2.2.1. Lipides et protéines caractéristiques 

Les corps multivésiculaires concentrent certains lipides par rapport aux autres membranes de la 

cellule. Il s’agit du phosphatidylinositol-3-phosphate (PI(3)P), de sphingolipides (céramides et 

gangliosides) et du cholestérol. On note de plus la présence exclusive de LBPA (Lyso-bis-

phosphatidic acid). 

- PI(3)P : ce lipide est enrichi du côté cytosolique de la membrane endosomale. Il est associé 

directement aux ILVs et permet le recrutement de protéines impliquées dans le mécanisme de 

tri du MVB (Piper et Katzmann 2007). Il est observé à plus forte concentration dans les 

endosomes précoces en comparaison aux endosomes tardifs.  

- Cholestérol : il est également impliqué dans la biogénèse des MVB de par son enrichissement 

dans ces structures. Il réside principalement dans les vésicules intraluminales (W Möbius et al. 

2003). Le cholestérol peut faciliter le tri dans les MVB et la formation des ILV en créant à la 

surface de l’endosome un environnement favorable au recrutement de protéines telles que les 

tétraspanines et à l’invagination de la membrane. 

- LBPA : ce lipide est enrichi dans les endosomes tardifs et les lysosomes mais est absent dans 

les endosomes précoces ou la formation active d’ILV a lieu. 
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Figure 22: Tri des protéines et formation du MVB.  
Les protéines de type GGA et Vps27/Hse1 reconnaissent les cargos ubiquitinés et les retiennent au niveau de 
microdomaines particuliers de l’endosome enrichis en clathrine. Vps27 recrute le complexe ESCRT-I depuis le 
cytoplasme jusqu’à la membrane de l’endosome où il reconnaît à son tour le cargo ubiquitiné par l’intermédiaire 
de Vps23. ESCRT-I active ESCRT-II qui à son tour permet la formation du complexe ESCRT-III. ESCRT-III 
recrute des protéines accessoires comme Bro1 ou l’ATPase Vps4. Bro1 recrute l’enzyme de désubiquitination 
Doa4 qui enlève l’étiquette ubiquitine du cargo avant son entrée dans les vésicules internes du MVB. L’ATPase 
Vps4 catalyse la dissociation de la machinerie ESCRT et la libération des protéines de classe E pour qu’elles 
puissent participer de nouveau au tri d’un nouveau cargo. D’après (Markus Babst 2005). 
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2.2.2. Les signaux de tri vers les MVBs 

La dégradation ciblée des protéines est un mécanisme fondamental dans la régulation de la synthèse 

protéique ainsi que dans le contrôle qualité de la cellule. Les protéines solubles, destinées à être 

dégradées par le protéasome sont polyubiquitinées. Elles sont envoyées au niveau de la sous-unité 

catalytique du protéasome. Ce processus est parfaitement régulé et hautement spécifique (Figure 22). 

Un mécanisme différent est utilisé pour la dégradation des protéines transmembranaires. Ces protéines 

sont mono-ubiquitinylées et ainsi destinées à être dégradées par les lysosomes.  

L’ubiquitine est une protéine de 76 acides aminés, très conservée, qui peut être attachée covalemment 

à une autre protéine par un lien isopeptidique entre le groupement NH2 de la chaîne latérale d’une 

lysine de la protéine cible et le groupement COOH de la glycine terminale de l’ubiquitine. 

L’ubiquitination des protéines de surface cellulaire intervient au moins à deux endroits dans la voie 

endocytaire : à la membrane plasmique comme signal d’internalisation et au niveau de l’endosome de 

tri comme signal d’entrée dans les vésicules intraluminales du MVB. Le rôle de l’ubiquitine dans le tri 

a été initialement décrit par plusieurs études chez la levure Saccharomyces cerevisiae (Hicke et Dunn 

2003). Ce processus est utilisé également par des virus bourgeonnant tel que le VIH-1 (Martin-Serrano 

et al. 2005).

2.2.2.1. Les complexes ESCRT (Endosomique Sorting Complexes required for 
transport ou complexe d’adressage endosomal requis pour le transport) dans la biogénèse des 
MVB. 

Les acteurs de la machinerie de tri ont été mis en évidence chez S.cerevisiae, les homologues de ces 

protéines sont présentes chez les mammifères et leur étude indique que leurs fonctions sont 

conservées. Ces protéines appartiennent aux protéines Vps (Vacuolar protein sorting) de classe E 

(Tableau 7), groupe de protéines indispensables au trafic de certaines enzymes de la vacuole 

(Raymond et al. 1992) et de protéines destinées à la dégradation (Odorizzi, M Babst, et S D Emr 

1998). L’essentiel des protéines Vps de classe E sont assemblées en complexe protéique 

hétéromérique, les complexes ESCRT (Endosomique Sorting Complexes required for transport).  

- ESCRT 0 :  

Ce complexe est constitué de deux protéines. Il s’agit chez l’Homme de la protéine Hrs (Hépatocyte 

Growth factor regulated tyrosine kinase substrate, ou Vps27 chez la levure) et de la protéine STAM 

(Signal transducing adaptator molecule ou Hse1 chez la levure). ESCRT-0 permet une sélection 

initiale des protéines cargos mono-ubiquitynilées à la membrane endosomale. Ce complexe s’associe 

aux endosomes via l’interaction du domaine FYVE (Fab1, YOTB, Vac1 Early endosome Ag 1) de Hrs 

avec le phosphatidylinositol 3-phosphate (PI(3)P) (Raiborg et al., 2001).  
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Figure 23: Représentation schématique de la biosynthèse des exosomes dans le MVB. 

A. Les ILV, précurseurs des exosomes, sont formés à partir de l’invagination de la membrane interne 
limitante du MVB. 

B. L’initiation de la formation des ILV débute par la formation d’un cluster de LBPA à pH acide (pH 5,5) 
créant ainsi un excès de lipides (SM) au niveau de la membrane interne du MVB. Les lipides chargés 
négativement (LPC et PA) permettent, grâce à leur domaine Bar, de rapprocher les extrémités de l’ILV. 

C. La fission de l’ILV se produit lorsque les lipides des deux extrémités de l’ILV sont assez proches pour 
se mélanger : PA et PC à une extrémité et LBPA à une autre extrémité. LBPA reste localisé au niveau 
de la membrane du MVB après séparation de l’ILV.   

PC: phosphatidylcholine, LPC: lysophosphatidylcholine, PE: phosphatidyléthanolamine, PS: 
phosphatidylsérine, PI: phosphatidylinositol, SM: sphingomyéline, LBPA: lyso-bisphosphatidic acid, PA: 
phosphatidic acid, MVB: multivesicular bodies, BAR: Bin/amphiphysin/Rvs.
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Hrs/STAM se fixe alors à la clathrine et séquestre ainsi la protéine cargo ubiquitinylée dans des 

microdomaines couverts de clathrine qui formeront après invagination de la membrane les vésicules 

contenues dans les MVB (C Raiborg et al. 2001).  

- ESCRT-I : 

Chez l’Homme, ce complexe est constitué des protéines Tsg101, Vps28 et d’un des quatre isotypes de 

Vps37 (A à D) (Bishop et Woodman 2001; Martin-Serrano et al. 2005). ESCRT-I se fixe directement 

aux protéines cargo monoubiquitinées par l’intermédiaire du domaine UEV (Ubiquitine E2 variant) 

situé en N terminal de Tsg101. 

- ESCRT-II : 

Ce complexe, constitué de deux copies de protéine Vsp25, d’une protéine Vps22 et Vps36, intéragit 

avec les protéines cargo, la membrane endosomale et les complexes ESCRT-I et ESCRT-III (Markus 

Babst et al. 2002) . 

- ESCRT-III :  

Ce complexe est constitué de quatre protéines : Vps2, Vps20, Vps24 et Snf7. La protéine Bro1 est 

associée aux complexes. Elle recrute l’enzyme Doa4 qui a pour rôle de désubiquitinyler les protéines 

cargos. Les cargos se regroupent dans les invaginations membranaires et forment ainsi les vésicules 

« ILV » (Figure 23). Parallèlement, la protéine Vsp4 (ATPase de type AAA : ATPase Associated with 

diverse cellular activities) s’associe à ESCRT-III et permet une dissociation des complexes ESCRT. 

Les composants des 4 complexes ESCRT sont ainsi recyclés dans le cytosol où ils pourront être 

utilisés au cours d’un nouveau cycle de bourgeonnement (M Babst et al. 1998). 

3. Les microvésicules (Mv) 
3.1. Biosynthèse  

La structure des membranes cellulaires humaines repose essentiellement sur une bicouche de 

phospholipides ou s’enchâssent différents éléments dont de nombreuses protéines. Cette bicouche se 

compose de deux feuillets : un feuillet interne appelé cytoplasmique et un feuillet externe dit 

plasmatique. Les composés majoritaires de ces feuillets correspondent aux phospholipides.  

Les cellules au repos présentent une asymétrie de distribution des phospholipides au niveau de leur 

membrane plasmique, les aminophospholipides (phosphatidylsérines et phosphatidyléthanolamines) 

étant séquestrés dans le feuillet interne de la membrane. Cette asymétrie de répartition est un processus 

actif nécessitant la consommation d’énergie produite par l’ATP sous la dépendance de trois acteurs 

principaux : la « flippase », aminophospholipide translocase spécifique du transport des 

aminophospholipides vers le feuillet interne de la membrane plasmique, la « floppase » qui permet  
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Figure 24: Fonctionnement de la flippase, de la floppase et de la scramblase.  
Une inhibition de la flippase conjointement à une activation de la floppase et de la scramblase est observée à la 

suite de la destructuration de la membrane plasmique qui permet la formation des microvésicules. PC, 

Phosphatidylcholine ; SM, Sshingomyéline ; PS, Phospatidylsérine ; PE, Phosphatidyléthanolamine. 

D’après (R F A Zwaal, Comfurius, et Bevers 2005)

Figure 25 : Rôle du calcium dans la genèse des microvésicules.  
Adapté de (R F Zwaal et Schroit 1997)
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leur externalisation, et la « scramblase » permettant un transport aspécifique bidirectionnel (Figure. 

24).

3.2. Composition 

L’augmentation brutale du calcium cytosolique (Figure 25) en réponse à une stimulation 

s’accompagne d’une externalisation précoce des phosphatidylsérines consécutive à l’inhibition de 

l’activité « flippase » ainsi qu’à l’activation parallèle de la « floppase » et de la « scramblase ». 

Simultanément, une protéolyse calcium dépendante du cytosquelette est observée. En effet,

l’augmentation de la concentration en calcium cytosolique va activer une enzyme : la calpaïne. Cette 

enzyme va découper les filaments d’actine ou encore détruire la taline, autre constituant du 

cytosquelette. La calpaïne va ainsi faciliter la séparation des Mv depuis la membrane cellulaire. Sous 

l’effet combiné d’une surcharge lipidique transitoire et de la protéolyse du cytosquelette, la membrane 

plasmique bourgeonne et libère des microvésicules (Mv) caractéristiques de la cellule émettrice (J-M 

Freyssinet 2003; Muralidharan-Chari et al. 2010) (Figure 26). De par leur petite taille, les Mv 

diffusent rapidement dans les fluides biologiques, échappant ainsi en partie à la phagocytose. La 

quantité de Mv libérées peut être augmentée après stimulation des cellules par différents agents. En 

effet, après stimulation par le calcium (Ca²+) de cellules dendritiques et de « microglia » une 

augmentation du nombre de Mv libérées est observées (J Ratajczak, Wysoczynski, et al. 2006). Un 

second stimulus correspond à l’ester de phorbol activateur de la protéine kinase C (Sidhu et al. 2004; 

Baj-Krzyworzeka et al. 2006). Les cellules PC12 sécrètent plus de Mv après application d’ester de 

phorbol et non d’ionophores de calcium (Cocucci et al. 2007). Suivant le stimulus utilisé, le temps de 

génération de Mv varie de quelques secondes à 1-2 minute. Bien que le principe de formation des Mv 

soit schématiquement identique quel que soit le type de cellule à l’origine de leur production, toutes 

les Mv ne présentent pas une composition et une structure identique (Figure 27).  

La membrane des Mv est constituée d’une infime proportion de la membrane de la cellule dont elles 

sont issues (dite cellule « mère »). Une partie du cytoplasme de la cellule-mère est emporté par ces 

Mv. Lors de l’analyse des Mv, on y retrouve logiquement les protéines de surface et des constituants 

cytosoliques caractéristiques de la cellule-mère. Cependant, cette composition en protéines varie en 

fonction du type cellulaire et des conditions physio-pathologiques. Ainsi, pour un même type 

cellulaire, la composition lipido-protéique des Mv varie en fonction du stimulus à l’origine de leur 

synthèse. En effet, les Mv issues des cellules endothéliales seront enrichies en E-selectine suite à une 

stimulation inflammatoire alors qu’elles seront riches en CD31 suite à une stimulation apoptotique 

(Jimenez et al. 2003; Abid Hussein et al. 2003). 

De plus, il a été démontré que les Mv issues d’un type cellulaire n’exprimaient pas obligatoirement 

tous les marqueurs spécifiques de leur cellule-mère y compris les plus abondants (Blanchard et al. 

2002). A l’inverse, on peut observer, en surface des Mv, une concentration bien plus élevée de 

certaines protéines par rapport à la densité notée dans la population cellulaire « mère ».  
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Figure 26: Représentation schématique de la formation de microvésicules.  
Les microvésicules sont formées à la suite du bourgeonnement de la membrane plasmique d’une cellule. Les 
protéines membranaires ne sont pas toutes incorporées dans ces vésicules. Différents types de protéines et des 
acides nucléiques ont été retrouvés dans ces vésicules. Elles sont enrichies en lipides tel que le cholestérol. 
D’après (Muralidharan-Chari et al. 2010). 

Figure 27: Représentation schématique d’une microvésicule et de ses principaux constituants. 
Les microvésicules sont issues du bourgeonnement de la membrane plasmique d’une cellule émettrice. Elles 
contiennent des protéines cytoplasmiques ainsi que des lipides bioactifs impliqués dans de nombreux processus 
fondamentaux. Cette représentation n’est pas une représentation exhaustive des composants protéiques ou 
lipidiques possibles. D’après (Bénédicte Hugel et al. 2005). 

CMH, Complexe majeur d’histocompatibilité, GPI, glycosylphosphatidylinositol. 



Microvésicules et Exosomes 

91 

(Sims et al. 1988). Il est important de noter que, suite à leur libération, les Mv sont à même de 

transmettre ou d’acquérir d’autres marqueurs dont certains n’existent pas sur la cellule mère (Scholz et 

al. 2002). La biosynthèse des Mv résulte donc d’un processus complexe très contrôlé aboutissant à des 

populations vésiculaires différentes. Cette hétérogénéité des Mv et leurs caractéristiques structurales 

ont deux implications pratiques principales. D’une part, par leurs composants lipidiques et protéiques, 

ces vésicules peuvent transmettre des messages complexes et variables à des cibles diverses. Ceci leur 

confère un rôle primordial de bio-effecteur aux conséquences physiopathologiques probablement 

majeures. D’autre part, par leurs caractéristiques antigéniques et leurs potentiels biologiques, ces Mv 

peuvent être isolées en laboratoire, analysées et quantifiées dans les liquides biologiques par des 

techniques enzymatiques et immunologiques.  

En résumé, les Mv constituent un vecteur d’échange d’informations entre cellules de différentes 

origines. Elles sont capables de transférer des protéines (récepteurs,…), des organelles, des ARN dans 

la cellule cible (J Ratajczak, Miekus, et al. 2006). De par les interactions diverses, ces vésicules 

provoquent des modifications structurelles et fonctionnelles physiologiques ou pathologiques. Ces 

particules sont capables de moduler alors de nombreuses réponses vasculaires comme l’hémostase, 

l’inflammation, l’angiogenèse. 

4. Les exosomes 

D’un point de vue étymologique, le terme exosome vient du grec exô- qui signifie ″hors de″ et de –

sôma signifiant ″corps″. Les exosomes sont de petites vésicules membranaires sécrétées dans le milieu 

extracellulaire par différents types de cellules. La composition moléculaire et la fonction de ces 

exosomes peuvent varier en fonction du type de cellules libérant ces vésicules. Les paramètres de 

morphologie et de taille restent quant à eux relativement constants : de forme sphérique, les exosomes 

ont un diamètre variant de 50 à 100 nm.  

4.1. Historique 

Le concept d’exosome est un concept récent, né dans les années 1980, lors de l’étude du trafic du 

récepteur de la transferrine (RTf) au cours de la maturation des réticulocytes. Considérés comme 

artéfacts expérimentaux par la communauté scientifique, ce concept fut validé par la suite grâce à la 

multiplicité des expériences et des modèles utilisés (Johnstone, Bianchini, et K Teng 1989). La 

sécrétion d’exosomes était envisagée comme un moyen mis en place par la cellule pour éliminer les 

protéines devenues inutiles telle que le RTf.  
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Figure 28: Principales protéines présentes au sein des exosomes. 
Les protéines listées ici ont été retrouvées dans environ 30% des exosomes répertoriés dans la littérature 
(sécrétés par des cellules en culture et retrouvés dans les fluides biologiques), celles marquées d’un astérisque 
dans 50% des exosomes répertoriés.  

EEF: Eucaryotic Translation Elongation Factor, ERM: Ezrin, Radixin et Moesin, GAPDH: glyceraldéhyde 3-
phosphate dehydrogenase-activating protein, HSP: Heat shock protein, MFGE8: Milk fat globule EGF 8 
protein, MVB: multivesicular body, MVP: Major Vault protein, RAP1b: RAS related protein 1b, Rho GDI: Rho 
GDP dissociation inhibitor, TSG101: tumour susceptibility gene 101. 
D’après (Mathivanan, Ji, et Simpson 2010)



Microvésicules et Exosomes 

93 

Depuis, les études sur les exosomes se sont multipliées. Ces vésicules membranaires ont été isolées 

dans le surnageant de culture de nombreux types cellulaires tels que les cellules impliquées dans la 

réponse immunitaire comme les lymphocytes B (G Raposo et al. 1996; Escola et al. 1998), les 

lymphocytes T (Peters et al. 1989; Blanchard et al. 2002) et les cellules dendritiques (Théry et al., 

1999) ; mais aussi dans le surnageant de culture de cellules cancéreuses issus de mélanomes (Riteau et 

al. 2003) et d’adénocarcinomes mammaires (Wolfers et al., 2001), de cellules épithéliales (Utleg et al. 

2003) et de plaquettes sanguines (H F Heijnen et al. 1998).  

Les exosomes sont, de plus, présents dans les fluides corporels. Ils ont été mis en évidence dans l’urine 

(Pisitkun, Shen, et Knepper 2004), l’effusion pleurale (Bard 2004), le lait maternel (Admyre et al. 

2007), le plasma (Caby et al. 2005).  

4.2. Composition moléculaire 

4.2.1. Composition protéique et lipidique 

L’étude de la structure moléculaire des exosomes repose sur la qualité de purification de ces vésicules. 

Les exosomes peuvent être purifiés à partir de fluides biologiques ou de surnageant de culture 

cellulaire par ultracentrifugation différentielle (G Raposo et al. 1996). Une première centrifugation à 

faible vitesse permet l’élimination des débris cellulaires ; les exosomes sont collectés par 

ultracentrifugation à 100 000 g. Une étape supplémentaire de purification consiste à déposer sur le 

culot exosomal ainsi obtenu un gradient de sucrose (G Raposo et al. 1996). Les exosomes flottent à  

une densité comprise entre 1,12 g/ml et 1,19 g/ml en fonction des cellules utilisées et de la 

composition en vésicules. 

4.2.2. Protéines ubiquitaires 

Un premier groupe de protéines exprimées de façon ubiquitaire correspond aux protéines du 

cytosquelette telles que l’actine ou la tubuline (Théry et al. 1999). Ces protéines représentent une 

faible proportion des protéines exosomales et ne sont pas impliquées dans la biogenèse et le maintien 

des vésicules.  

Les tétraspanines sont retrouvées constitutivement dans les exosomes. Elles constituent un réseau au 

niveau des membranes en s’associant entre elles ou à d’autres protéines comme les intégrines 

(Berditchevski 2001) ou au cholestérol (Charrin et al. 2003).  

Des molécules d’adhésion comme les intégrines sont associées aux exosomes. 

Plusieurs protéines de la famille des GTPases sont également présentes. Il s’agit par exemple de 

Rab11 et Rab7 présentes dans les vésicules issues de cellules dendritiques (Théry et al. 2001), de Rab 

4 et Rab5 présentent dans les exosomes issues de réticulocytes.  

Les exosomes contiennent également les protéines chaperonnes Hsp70 et Hsp90, des molécules 

impliquées dans la présentation d’antigène : CMH de classe I (Figure 28). 
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Figure 29: Représentation schématique des différents mécanismes éventuels utilisés par les exosomes pour 
permettre une communication intercellulaire.  

A : Les protéines membranaires situées à la surface des exosomes pourraient interagir avec les 
récepteurs cellulaires appropriés et ainsi activer une ou plusieurs voies de signalisation intracellulaire. 

B : Les protéines membranaires situées à la surface des exosomes pourraient être clivées par des 
protéases dans l’espace extracellulaire. Les produits de clivage pourraient agir comme des ligands solubles qui se 
fixeraient aux récepteurs cellulaires appropriés. Cette interaction permettrait d’activer des voies de signalisation 
intracellulaire.  

C : Les exosomes pourraient fusionner avec la membrane de la cellule cible et délivrer leur contenu 
dans celle-ci (ARNm, protéines, miARN). La composition protéique et lipidique de la membrane plasmique de 
la cellule cible pourrait aussi être modifiée du fait de l’ajout de nouvelles protéines et de nouveaux lipides. 

D’après (Mathivanan, Ji, et Simpson 2010)  
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4.2.3. Lipides 

Peu de données existent sur la composition lipidique des exosomes. Quatre types d’exosomes ont été 

étudiés quant à leur composition lipidique : les exosomes issus de réticulocytes (M Vidal et al. 1989), 

d’une lignée cellulaire de lymphocytes B (Wubbolts et al. 2003), de mastocytes et de cellules 

dendritiques (Laulagnier et al. 2004). Ces études ont permis de mettre en évidence, quel que soit 

l’exosome étudié, un enrichissement en phospholipides (phospholipides saturés, glyco-phospholipides, 

et phosphatidyl-ethanolamine), en sphingolipides (sphingomyéline, céramide et ganglioside) et en 

cholestérol. Des différences sont à noter selon l’origine cellulaire de l’exosome (Subra et al. 2007).

4.3. Régulation de la sécrétion des exosomes 

Peu d’informations sont connues sur la régulation de l’étape de fusion des MVB avec la membrane 

plasmique. Plusieurs études suggèrent l’implication du calcium (Ca²+) intracellulaire au cours de cette 

étape. Tout comme la sécrétion lysosomale (Idone et al. 2008) les ionophores du Ca²+ stimulent la 

libération d’exosomes par différents types cellulaires. L’étude menée par Savina et ses collaborateurs 

en 2005 sur la lignée K562 a montré qu’en présence d’ionophores du Ca²+ (A23187 ou monensine) les 

cellules sécrètent une quantité plus importante d’exosomes. A l’inverse, en présence de chélateur du 

Ca²+ intracellulaire (BAPTA-AM), la sécrétion d’exosomes est diminuée (Hoffman et al. 2009).  

Le Ca²+ présent dans le réticulum endoplasmique (RE) pourrait également intervenir. En bloquant la 

capture du Ca²+ par le RE, on note une augmentation de la concentration en Ca²+ dans le cytosol. La 

cellule libère alors plus d’exosomes (Savina et al. 2003). 

L’ensemble de ces résultats suggère une implication de Ca²+ d’origine extra ou intracellulaire dans la 

production des exosomes. Le Ca²+ pourrait jouer un rôle dans la genèse des ILV dans l’endosome et/ou 

dans l’étape de fusion des MVB avec la membrane plasmique.  

4.4. Fonctions  

4.4.1. Les exosomes permettent une communication intercellulaire 

L’interaction entre cellules est indispensable à la progression, à l’angiogenèse et à l’envahissement des 

tissus par les cellules tumorales. Ces interactions seraient régulées par des protéines de surface telle 

que l’EGFR, ou des molécules solubles telle que l’IL12, qui interagiraient avec les récepteurs 

cellulaires et activeraient ainsi la cellule. Un nouveau mode de communication intercellulaire a 

récemment été mis en évidence et intéresse vivement le monde scientifique. Il s’agit de la 

communication médiée par les exosomes.  

Plusieurs mécanismes de communication médiés par les exosomes sont proposés (Figure 28). Le 

premier mécanisme correspond à la signalisation dite « juxtacrine ». Les protéines situées à la surface 

de l’exosome pourraient interagir avec leurs récepteurs spécifiques localisés à la surface de la cellule 

cible et activer ainsi les voies de signalisation intracellulaire. De plus, les protéines exosomales 
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pourraient être clivées par des protéases dans l’espace extracellulaire. Les fragments clivés agiraient 

comme des ligands solubles qui se fixeraient aux récepteurs cellulaires spécifiques. Il y aurait 

activation de différentes voies de signalisation. Enfin, le dernier mécanisme proposé correspond à la 

fusion de l’exosome à la cellule cible. Il y aurait ainsi un transfert non sélectif du contenu exosomal 

dans la cellule réceptrice (protéines, ARN, micro ARN,…). La surface de la cellule réceptrice pourrait 

être modifiée par l’addition de nouveaux récepteurs membranaires (issus de la membrane exosomale) 

et par une composition lipidique différente. L’équipe de Barry OP a montré le transfert d’acide 

arachidonique de microvésicules issues de plaquettes aux leucocytes et aux cellules endothéliales (O P 

Barry, Kazanietz, et al. 1999). 

4.4.2. Transfert d’ARN 

L’étude menée par Valadi H et ses collaborateurs en 2007 a montré que les exosomes sécrétés par les 

mastocytes contiennent des ARNs. Approximativement 1300 transcrits différents d’ARNm ont été 

détectés parmi lesquels 270 spécifiques aux exosomes. Ces ARNm sont fonctionnels et peuvent être 

traduits en protéines uniquement dans la cellule réceptrice, les exosomes ne possèdant pas la 

machinerie nécessaire à la synthèse de protéine. En effet, lorsque des exosomes sécrétés par des 

mastocytes murins sont incubés en présence de mastocytes humains en culture, les cellules humaines 

expriment des protéines murines codées par les ARNm issus des exosomes (Valadi et al. 2007). 

4.4.3. Nouveau véhicule "contrôlé" de thérapie génique 

Il est admis que les exosomes permettent le transfert de protéines et de matériel génétique (ARN, etc.) 

d’une cellule donneuse à une cellule réceptrice. Les scientifiques tentent désormais de charger ces 

vésicules en matériel spécifique qui délivreraient leurs contenus à un tissu ou une cellule cible 

déterminée.  

Des scientifiques de l’université d’Oxford tentent actuellement d’utiliser les exosomes pour 

transporter du matériel génétique spécifique à travers la barrière hémato-encéphalique. La barrière 

hémato-encéphalique constitue un mécanisme de défense vital empêchant les agents contaminant du 

sang d’infecter le cerveau ce qui rend difficile l’acheminement de molécules thérapeutiques 

directement au cerveau par l’intermédiaire de vecteur viral. 

L’équipe d’Oxford d’Alvarez-Erviti L. a reussi à fusionner à la membrane des exosomes des 

molécules présentant la capacité à se fixer aux cellules du système nerveux central et aux myocytes. 

Ces molécules permettent aux exosomes de cibler ainsi des tissus spécifiques et d’y délivrer leur 

contenu. Cette étude a démontré que les exosomes se lient aux cellules du système nerveux et y 

délivrent des siRNA spécifiques du gène BACE1, gène défectueux chez les patients atteints de la 

maladie d’Alzheimer. Aucune réponse immunitaire contre les cellules ainsi modifiées n’a été détectée. 
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Ces résultats prometteurs, obtenus in vivo en modèle murin, sont à confirmer sur cellules humaines de 

patients atteints de la maladie d’Alzheimer (Alvarez-Erviti et al. 2011). 

Les exosomes peuvent donc être chargés de façon spécifique et ciblés à un tissu ou à un organe. Cette 

étude ouvre la voie à l’utilisation de ces vésicules membranaires comme agents spécifiques de 

transfert ciblé de matériel aussi bien génique que protéique. 

5. Implications médicales des microvésicules et exosomes 

Plusieurs équipes de recherche tentent de déterminer si des modifications perceptibles dans la 

répartition ou la quantité des MV et des exosomes peuvent être associées à certaines maladies. Les 

MV et les exosomes sont impliqués dans de multiples cadres pathologiques. Nous donnerons ici 

quelques exemples de pathologies associées à ces deux types de vésicules membranaires.  

5.1. Microvésicules et pathologies cardio-vasculaires 

Plusieurs pathologies cardio-vasculaires sont associées à une augmentation de la quantité des MV 

sanguines circulantes (Z Mallat et al. 2000). Ceci est observé dans l’infarctus du myocarde, 

l’hypertension artérielle (Amabile et al. 2008), l’insuffisance cardiaque, les accidents vasculaires 

cérébraux (Chironi et al. 2009), etc. On ne peut cependant pas affirmer que les variations observées au 

niveau des MV soient la cause ou la conséquence de la maladie.  

Les MV sont capables de moduler le tonus vasculaire. La modulation de celui-ci constitue un 

phénomène homéostasique primordial dévolu à l’endothélium. On a montré que les MV purifiées du 

sang d’individus sains n’engendraient pas de dysfonctionnement endothélial (C M Boulanger et al. 

2001; Amabile et al. 2005) alors que celles obtenues à partir de sang de patients atteints de pathologies 

aigües telles que les syndrômes coronariens ou chroniques (diabète, insuffisance rénale terminale) 

induisaient une relaxation vasculaire in vitro (Brodsky et al. 2004). Les MV ont également des 

activités pro-coagulantes et pro-inflammatoires. 

5.2. Microvésicules et maladies auto-immunes 

Il a été démontré que le taux de microvésicules circulantes d’origine plaquettaire et leucocytaire 

s’élevait au cours de maladies auto-immunes telles que le lupus systémique érythémateux, la 

polyarthrite rhumatoïde et le syndrome de Gougerot-Sjögren (Sellam et al. 2009). Identifier et 

quantifier les MV permet ainsi d’obtenir des informations complémentaires, des marqueurs pronostics 

clinico-biologiques, mais aussi d’envisager des pistes de recherche et de nouvelles cibles 

thérapeutiques.  

5.3. Rôles des exosomes en oncologie 

Les exosomes libérés par les cellules tumorales présentent plusieurs fonctions. 
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Ils sont capables de favoriser le processus tumoral via les molécules présentées à leur surface ou 

contenues à l’intérieur. En effet, les exosomes tumoraux sont endocytosés par les cellules 

environnantes où ils y délivrent leur matériel protéique et génétique (ARNm, miARN). Les ARNm 

exosomaux codent majoritairement des protéines (telle que le récepteur EGFRvIII) impliquées dans le 

processus oncogénique (en particulier la prolifération cellulaire et la néo-angiogénèse tumorale) (Skog 

et al. 2008). Ces ARNm détectables dans les exosomes isolés du sang des patients peuvent donc 

constituer d’excellents biomarqueurs sériques. Les exosomes présentent un intérêt biologique pour la 

cellule tumorale. Grâce à la libération de ces vésicules membranaires, la cellule tumorale peut 

détourner son micro-environnement à son profit et ainsi favoriser le développement tumoral. Le 

recueil des exosomes et l’analyse de leur contenu moléculaire constituerait donc une piste intéressante 

pour la surveillance biologique des patients atteints de cancer.  

Cependant certaines cellules cancéreuses expriment des antigènes tumoraux qui, une fois associés au 

complexe majeur d’histocompatibilité (CMH), peuvent être reconnus par des lymphocytes T 

spécifiques (LT) de la tumeur. Néanmoins, cette reconnaissance ne conduit pas à la destruction de la 

tumeur (Ochsenbein 2002; Pardoll 2003). Les LT naïfs ne reconnaissent pas le complexe CMH-peptide 

à la surface des tumeurs : ils doivent être en contact avec une cellule présentatrice d’antigène (CPA), 

la cellule dendritique, portant ce complexe CMH-peptide spécifique. Cette présentation dite croisée est 

possible par le transfert de molécules exprimées à la surface ou contenues dans les exosomes. Les 

exosomes sont utilisés ici comme source d’antigènes tumoraux pour la cellule dendritique (Wolfers et 

al. 2001; Blanc et Michel Vidal 2008). In vivo, la ou les cellules cancéreuses se multiplient, les 

exosomes sécrétés par ces dernières sont capturés par une cellule dendritique et utilisés pour former le 

complexe CMH-peptide tumoral. Celui-ci active alors les LT ; une réponse immunitaire T spécifique 

de l’antigène tumoral est mise en place. Une régression tumorale, voire une destruction totale de la 

tumeur, est observée. 

La sécrétion physiologique d’exosomes joue par conséquent un rôle dans les réponses immunitaires 

développées par l’organisme. Ceci permet d’envisager de nouvelles stratégies d’immunothérapies anti-

cancéreuses. 

Deux essais cliniques utilisant ces exosomes ont été menés sur des patients atteints de mélanome et de 

cancer du poumon (Lamparski et al. 2002; Escudier et al. 2005). Ces essais cliniques sont basés sur la 

méthode d’isolement et de purification d’exosomes issus de cellules dendritiques développée par 

l’équipe du Dr. Lamparski. Cette méthode consiste en une combinaison d’ultrafiltrations sur 

membrane 500K et d’ultracentrifugations sur coussin de sucrose 30 % et d’oxyde de deuterium 80 % 

du surnageant de culture de cellules dendritiques afin de purifier les exosomes. Les observations 

préliminaires démontrent que l’injection d’exosomes est sans danger pour les patients et est associée à 

une régression tumorale et à une stabilisation au long terme (Escudier et al. 2005). 
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Les objectifs de ce travail de thèse ont été multiples et scindés en plusieurs parties. 

Dans un premier temps, nous nous sommes focalisés sur l’utilisation des vecteurs adénoviraux comme 

vecteurs de gène thérapeutique dans la lutte contre la mucoviscidose. 

Ces vecteurs ont été les premiers à être utilisés en essais cliniques pour le transfert d’un gène de 

réparation contre la mucoviscidose chez l’Homme (J Zabner et al. 1993). Bien que décriée par la 

communauté scientifique, ces vecteurs sont jusqu’à présent les vecteurs les plus efficaces pour le 

transfert de gène dans le poumon humain. Ils restent des vecteurs candidats pour la mucoviscidose. 

Nous disposons au laboratoire de deux vecteurs adénoviraux, le premier correspondant au vecteur 

adénoviral de sérotype 5 (Ad5) et le second correspondant au vecteur adénoviral chimérique 

exprimant la fibre du sérotype 35 sur une capside de sérotype 5 (Ad5F35). Nous avons voulu 

déterminer les mécanismes d’entrée et de trafic intracellulaire de ces deux vecteurs en présence ou non 

de facteur X de coagulation. L’Ad5 et l’Ad5F35 utilisent des voies d’entrée et de trafic cellulaire 

différentes pouvant expliquer les différences observées au niveau de leur efficacité de transduction 

respective. Le but de notre étude a été de caractériser et de développer un vecteur adénoviral 

présentant une efficacité de transduction d’épithélium respiratoire humain améliorée (l’Ad5F35) en 

comparaison au vecteur adénoviral le plus utilisé au cours des essais cliniques de la mucoviscidose 

(l’Ad5). Ce travail a fait l’objet du premier article décrit dans la première partie des résultats de cette 

thèse. 

Une étude précédente menée au laboratoire (Granio et al. 2007) a démontré que l’utilisation de 

vecteurs adénoviraux exprimant la protéine CFTR sauvage fusionnée à la protéine fluorescente verte 

GFP permettait d’étudier la localisation et le trafic intracellulaire du canal chorure grâce à son 

étiquetage GFP dans des lignées cellulaires et dans des épithéliums reconstitués de voies aériennes 

humaines. Une restauration de l’activité canal chlorure du CFTR, proportionnelle à la dose virale, a été 

obtenue. Cependant, une inhibition de l’activité du CFTR à forte dose virale a été mise en évidence in 

vitro. Ce résultat intéressant a constitué le point de départ de notre seconde étude. 

Nous avons recherché les causes de cette inhibition et avons trouvé qu’elle était liée à la protéine base 

de penton du vecteur adénoviral. L’utilisation du vecteur chimérique Ad5F35 mentionné précédement 

a permis de contourner ce problème. Une augmentation de l’efficacité de transduction des cellules 

épithéliales pulmonaires et du niveau d’expression du transgène ont été obtenues. Notre vecteur 

chimérique Ad5F35 est un vecteur potentiel de thérapie génique dans le cas de la mucoviscidose. Ce 

travail est décrit dans la seconde partie des résultats et fait l’objet d’un second article. 

Dans un troisième temps, nous avons voulu utiliser un nouvel outil de transfert de matériel non 

génétique pour le traitement de la mucoviscidose. Il s’agit des vésicules membranaires (microvésicules 
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et exosomes) chargées en molécules bioactives CFTR ou en ARNm codant pour le CFTR. Ces 

vésicules pourraient constituer un nouvel agent de transfert du CFTR aux cellules CF. Dans ce travail 

nous démontrons que les cellules exprimant le CFTR émettent des vésicules membranaires exprimant 

à leur surface la protéine CFTR et contenant de l’ARNm CFTR. De plus, ces vésicules présentent la 

capacité de transférer à des cellules réceptrices leur contenu "cytoplasmique" ainsi que les protéines 

exprimées à leur surface.  

La protéine CFTR ainsi transférée est exprimée à la surface des cellules réceptrices. Nous proposons 

cet outil comme nouvel agent de transfert "non génique" de la protéine CFTR pouvant être utilisé dans 

la majorité des modèles de laboratoire. Ces travaux sont développés dans la troisième partie des 

résultats de cette thèse et font l’objet d’un troisième article. 
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1. Culture cellulaire 

1.1. Les cellules HEK-293 

Les cellules HEK-293 sont une lignée de cellules rénales embryonnaires humaines cultivées en milieu 

DMEM (Dubelcco’s modified Eagle’s medium) à haute teneur en glucose (4,5g/l) (Invitrogen, France) 

complémenté par 10% de sérum de veau fétal (SVF) (Invitrogen, France), de la pénicilline (200 U/ml) 

et de la streptomycine (200 μg/ml) à 37°C en atmosphère humide avec 5% de CO2. Ces cellules sont 

utilisées pour la production des stocks viraux et ont été obtenues de l’ATCC (American Type Culture 

collection CRL-1573). Elles expriment les protéines de la région E1 et apportent par 

transcomplémentation les protéines indispensables à la réplication des adénovirus de sérotype 5. 

1.2. Les cellules CHO (Chinese Hamster Ovary) 

Les cellules CHO sont des cellules ovariennes de hamster chinois. Il s’agit de cellules adhérentes, à 

morphologie de type épithélial cultivées en milieu -MEM (Minimum Essential Media alpha) 

(Invitrogen, France) complémenté par 10 % de sérum de veau fétal (SVF) (Invitrogen, France), de la 

pénicilline (200 U/ml) et de la streptomycine (200 μg/ml) à 37°C en atmosphère humide avec 5% de 

CO2. Ces cellules sont utilisées pour former un pool de microvésicules et exosomes témoin ne 

contenant pas la protéine GFP-CFTRwt. Elles sont également transfectées par le plasmide pCEP4-

GFP-CFTRwt. La lignée stable CHO-GFP-CFTRwt est ainsi créée.  

1.3. Les cellules CHO -GFP-CFTR 

Les cellules CHO sont des cellules ovariennes de hamster chinois exprimant la protéine GFP-CFTRwt 

suite à la transfection du plasmide épisomal pCEP4-GFP-CFTRwt. Les cellules expriment la protéine 

GFP-CFTRwt et sont maintenues en culture sous une pression de sélection à l’hygromycine 

(50 μg/mL). 

2. Virus 

2.1. Les vecteurs adénoviraux 

Plusieurs vecteurs ont été utilisés dans cette étude. Le virus Ad5-GFP-CFTRwt, vecteur dérivé de 

l’Ad5 de première génération a été fourni par la société Transgène SA (Strasbourg).  

Ce vecteur a été construit par recombinaison homologue dans la souche BJ 5183. L’insert se situe dans 

la région E1 du génome adénoviral. Les vecteurs Ad5Fi35-GFP et Ad5Fi35-GFP-CFTRwt ont été 
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construits respectivement à partir de l’Ad5-GFP et de l’Ad5-GFP-CFTRwt par substitution de la partie 

codant la fibre de sérotype 5 avec la fibre de sérotype 35. Ces deux vecteurs ont été synthétisés par la 

société Got-A-Gene (Suède). 

2.1.1. Production des stocks adénoviraux 

2.1.1.1. Amplification 

L’amplification des stocks adénoviraux débute à partir d’une plage de lyse isolée. Cette dernière est 

utilisée pour infecter les cellules HEK-293 cultivées dans un puit d’une plaque 24 puits. L’infection 

est réalisée pendant 1h à 37°C dans un volume minimal afin d’optimiser les contacts cellules-virus. 

Une fois totalement lysées, les cellules et le milieu d’infection sont récoltés. Ils vont subir une lyse 

physique totale constituée de trois cycles de congélation-décongélation. Ces cycles successifs 

permettent la libération des particules adénovirales dans le surnageant. Le surnageant sera ensuite 

centrifugé 10 minutes à 30 000 tr/min et sera utilisé pour infecter des cellules HEK-293 disposées en 

un puit d’une plaque 6 puits. L’amplification est ainsi réalisée en augmentant à chaque étape le 

nombre de cellules HEK-293 infectées (1 flasque 25 cm2 puis 1 flasque 75 cm2 et 2 flasques 150 cm2). 

Le surnageant des 2 flasques 150 cm2 sera utilisé pour infecter 60 boîtes de Pétri de 90 mm de 

diamètre contenant des cellules HEK-293. Ces boîtes constitueront les stocks viraux. 

2.1.1.2. Préparation des stocks viraux 

Les stocks viraux ont été constitués comme décrit précédemment. Une fois l’effet cytophatogène 

observé (2 à 3 jours après infection), les cellules sont récoltées et centrifugées 10 minutes à 

30 000 tr/min. Le culot cellulaire est resuspendu dans 36 mL de milieu d’infection et subit 3 cycles de 

congélation décongélation. Après centrifugation à 30 000 tr/min pendant 10 min, le surnageant 

comportant les particules virales est déposé sur un gradient de chlorure de césium (CsCl) afin d’être 

purifié. 

2.1.1.3. Purification des stocks adénoviraux 

La purification des particules virales se réalise par deux ultracentrigfugations successives sur gradient 

de CsCl. La première centrifugation permet d’isoler les particules virales ; la seconde permet de les 

concentrer et de les purifier. Le surnageant contenant les particules virales (6 mL/ tube) est 

délicatement déposé sur le gradient de CsCl de densité comprise entre 1.25 et 1.4 (2.5 mL de CsCl de 

densité 1.25 et 2.5 mL de CsCl de densité 1.4). Les tubes sont alors centrifugés 2h30 à 18°C à 

30 000 tr/min. Les particules virales se disposent sous forme d’anneau récupéré à l’aide d’une 

seringue. Il est ensuite déposé dans un tube contenant du CsCl de densité 1.34. Le tube est centrifugé 

pendant 20h à 30 000 tr/min à 18°C. L’anneau viral est de nouveau récupéré à l’aide d’une seringue, 

mélangé à du glycérol stérile et conservé à -20°C.   
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2.1.1.4. Titration des stocks adénoviraux 

2.1.1.4.1. Le titre viral infectieux 

Une gamme de dilution du stock viral allant de 10-1 à 10-11 est réalisée. Les dilutions 10-7 à 10-11 sont 

utilisées pour infecter des cellules HEK-293 cultivées en boîtes de Pétri de 60 mm de diamètre. 

Chaque infection est réalisée en duplicat. Après 1h d’infection à 37°C, le milieu d’infection est 

remplacé par un mélange volume à volume de DMEM 2X supplémenté avec 2% de SVF final et 

d’agar. Les cellules sont incubées à 37°C en atmosphère enrichie en CO2 (5%). Chaque jour un 

dénombrement des plages de lyse est réalisé jusqu’à ce qu’il n’y ait plus d’apparition de nouvelles 

plages. Le titre infectieux (pfu pour plaque forming unit) est alors déterminé selon la formule 

suivante : 

Titre (pfu/mL) = 2.5x (Nb Plage de lyse 1+ Nb Plage de lyse 2) x Facteur de dilution 
      2 

2.1.1.4.2. Le titre viral en particules physiques 

Les particules virales sont lysées dans du SDS 1% sous forte agitation pendant 5 minutes. La mesure 

de la densité optique à 260 nm, correspondant à la détection de l’ADN viral permet de déterminer le 

nombre de particules physiques (pp) selon la formule suivante : 

Titre (en pp/mL) = DO260nm x Facteur de dilution x 1,1.1012 

2.2. Infection adénovirale  

L’infection des cellules par un vecteur adénoviral est réalisée en diluant le stock d’adénovirus dans du 

milieu de culture contenant 5% de sérum de vœu fœtal afin d’obtenir un nombre précis de particules 

physiques par cellules dénommé MOI (Multiplicity of infection). Les cellules sont incubées 1 heure à 

37°C dans un volume minimal afin de favoriser le contact entre cellules et virus. Après ce temps 

d’incubation, du milieu frais est ajouté aux cellules. 

2.3. Marquage à l’Alexa 488 et à l’Alexa 555 respectivement des vecteurs adénoviraux et 
du FX. 

Les vecteurs Ad5 et Ad5Fi35 (1.1012 pp/cellule) sont marqués par l’Alexa 488 (tétrafluorophenyl 

ester ; Molecular probes ; Invitrogen) en tampon HEPES (0.05M, pH 7.2) pendant 2 heures à 

température ambiante en atmosphère argon. La réaction est stoppée suite à l’ajout d’une solution de 
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lysine concentrée (en tampon HEPES 0.05M, pH 7.2) pendant 1 heure à température ambiante. Les 

vecteurs marqués sont purifiés par filtration sur gel en colonne PD10. 

Le FX (5 mg/mL) est marqué à l’Alexa 555 1mM (succinimidyl ester ; Molecular Probes ; Invitrogen) 

en tampon HEPES (0.05M, pH 7.2) pendant 1 heure à température ambiante. Le FX marqué est purifié 

par dialyse sur du PBS.  

3. Quantification des protéines par la technique de Bradford 

Les échantillons à doser correspondent aux microvésicules et exosomes préalablement purifiés. Les 

échantillons (200 μL) sont mis en contact avec le réactif de Bradford. Après un temps d’incubation de 

5 min, la densité optique à 595 nm est mesurée. La quantité de protéine est obtenue après comparaison 

avec une gamme étalon de BSA réalisée au même moment.  

4. Détection des protéines par cytométrie en flux 

Cette technique permet de quantifier le nombre de cellules exprimant le gène rapporteur GFP (Green 

Fluorescent protein) ainsi que le niveau d’expression du gène GFP. Ces cellules sont transduites à 

l’aide de vecteurs adénoviraux exprimant le gène rapporteur GFP ou de microvésicules ou d’exosomes 

portant la protéine GFP.  

A un temps déterminé après transduction, les cellules sont lavées au PBS puis décollées de leur 

support à l’aide de PBS complémenté d’EDTA 5mM. Elles sont récoltées par centrifugation douce 

(2000 rpm pendant 5 min) et fixées dans une solution de PBS contenant 1 % de Paraformaldéhyde 

pendant 15 min minimum. Il est possible de conserver les cellules dans la solution de fixation à 4°C 

pendant plusieurs jours. Après fixation, les cellules sont centrifugées comme précédemment puis 

resuspendues dans 400 μL de PBS et analysées directement par cytométrie en flux.  

5. Techniques de biologie moléculaire 

5.1 Technique de clonage pour l’obtention du plasmide épisomal pCEP4-GFP-CFTR 

Plasmides utilisés pour la réalisation du clonage :  

- pCEP4 (Invitrogen) : plasmide épisomal à réplication autonome contenant l’origine de 

réplication du virus Epstein Barr et le gène EBNA-1. Le plasmide contient le gène de résistance à 

l’hygromycine.

- peGFP-CFTRwt : plasmide construit au laboratoire contenant un gène de résistance à 

l’ampicilline. 
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5.1.1. Digestion par des enzymes de restriction 

Les enzymes de digestion correspondent à des endonucléases qui coupent l’ADN double brin au 

niveau de séquences nucléotidiques spécifiques. 

Environ 5 μg de plasmide pCEP4 ("plasmide vecteur") sont digérés par 50 unités d’enzyme de 

restriction dans un volume final de 100 μL contenant du tampon spécifique de l’enzyme concentré 

fourni par le fabriquant. Environ 25 μg de plasmide peGFP-CFTRwt (plasmide fournissant l’insert) 

sont digérés comme précédemment. La réaction se fait pendant 2 heures à la température préconisée 

pour une action optimale de l’enzyme (fourni par le fournisseur). 

5.1.2. Purification des produits de digestion sur gel d’agarose : purification de 
l’insert "eGFP-CFTRwt"  

Les produits de digestion sont séparés sur gel d’agarose 1% en tampon TAE 0,8%. La bande d’agarose 

contenant les fragments d’ADN d’intérêt est découpée puis l’ADN est purifié à l’aide du kit 

Nucleospin Extract II (Macherey Nagel). 

5.1.3. Purification des produits de digestion du plasmide "vecteur" par extraction 
phénol-chloroforme 

Afin d’inactiver et d’éliminer les protéines de l’ADN, l’extraction est réalisée par phénol-chloroforme. 

Du phénol et du chloroforme volume à volume sont ajoutés à la solution d’ADN de plasmide digéré. 

Le mix est mélangé par retournement puis centrifugé à forte vitesse (10 000 rpm pendant 1 min à 

température ambiante). La phase organique contenant le plasmide est récupérée dans un nouveau tube 

eppendorf. Un volume identique de solution de chloroforme/isoamylalccol (24 :1) est ajouté. La 

solution obtenue est mélangée par retournement puis centrifugée à forte vitesse (10 000 rpm pendant 1 

min à température ambiante). La phase organique est disposée dans un nouveau tube eppendorf puis 

l’ADN est précipité par ajout d’un volume d’acétate de sodium pH 5,2 et de deux volumes d’éthanol 

100 %. La solution est incubée une nuit à -20°C puis centrifugée à température ambiante, 10 min à 

10 000 rpm. Le culot d’ADN précipité est repris dans de l’éthanol 70 %. Le mix est centrifugé 5 min à 

10 000 rpm. Le culot d’ADN est alors séché au bain sec puis repris dans de l’eau dépourvue de 

DNAses et de RNAses. 

5.1.4. Ligation 

Classiquement, la ligation est effectuée selon un rapport insert sur vecteur de 5. La ligation est réalisée 

dans un volume de 30 μL contenant la T4 DNA ligase en présence de son tampon à température 

ambiante pendant 2 heures.  
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5.1.5. Transformation bactérienne par choc thermique 

Les bactéries compétentes sont transformées avec le produit de ligation. Cette étape permet 

l’amplification de la construction réalisée précédemment. Environ 100 μL de bactéries compétentes 

sont ajoutées au produit de ligation. Les cellules sont incubées 15 min dans la glace avant d’être 

soumises à un choc thermique de 5 min à 37°C. Les bactéries sont refroidies pendant 2 min dans la 

glace puis 150 μL de LB contenant l’antibiotique de sélection sont ajoutés. La solution est alors 

incubée 30 min à 37°C au bain-marie avant d’être étalée sur des boîtes de Pétri conmportant du milieu 

LB agar contenant l’antibiotique de sélection. Les boîtes de Pétri sont incubées la nuit à l’étuve à 

37°C. 

5.1.6. ″″″″Mini-prep″″″″ d’ADN plasmidique 

Chacune des colonies présentes sur la boîte de Pétri est prélevée stérilement et inoculée dans 2 mL de 

milieu LB contenant l’antibiotique de sélection. La culture bactérienne est incubée sur la nuit à 37°C 

sous agitation. L’ADN plasmidique est ensuite purifié à l’aide du kit mini-prep de Macherey Nagel 

selon les instructions du fournisseur. Le culot d’ADN plasmidique est repris dans 50 μL d’eau 

dépourvue de DNAses et de RNAses. 

5.1.7. Digestion de l’ADN plasmidique pour vérifier la présence de l’insert eGFP-
CFTRwt dans le plasmide vecteur. 

5.1.8. ″″″″Maxi prep″″″″ afin d’amplifier l’ADN plasmidique pCEP4-eGFP-CFTR 

5.2. Extraction ADN  

L’ADN est extrait de lignées cellulaires infectées par des vecteurs adénoviraux et de microvésicules 

ou exosomes purifiés dans le surnageant de culture de ces cellules à l’aide du kit « Quiagen DNA 

Blood mini kit » selon les instructions du fournisseur. 

5.3. Extraction ARN et Transcription inverse 

Afin de détecter et quantifier la présence éventuelle d’ARNm codant la protéine CFTR taguée GFP 

dans les microvésicules et les exosomes préalablement purifiés, les ARN totaux contenus dans ces 

vésicules sont extraits à l’aide du kit « Nucleospin RNA II » (Macherey Nagel) selon les instructions 

du fournisseur.  
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Après extraction, 1 μg d’ARN est reverse transcrit en ADN complémentaire (ADNc) à l’aide du kit 

« SuperScriptTM III first strand Synthesis SuperMix » (Invitrogen). Cet ADNc servira pour quantifier le 

nombre d’ARNm-GFP-CFTRwt par PCR quantitative en temps réel.    

5.4. PCR quantitative en temps réel 

La technique de PCR quantitative en temps réel a permis de mesurer le niveau d’attachement et de 

translocation des vecteurs adénoviraux à travers un tapis cellulaire des CHO-K1 ou CHO 2241. Cette 

technique a également permis de déterminer la présence d’ADNc-GFP-CFTR obtenus après 

transcription inverse des ARN totaux extraits des microvésicules ou exosomes. 

La quantification de l’amplicon synthétisé au cours de la PCR repose sur l’utilisation du Sybrgreen, 

molécule intercalante qui se positionne régulièrement le long de l’ADN double brin autorisant ainsi 

une émission détectable de fluorescence. L’intensité de fluorescence verte associée au SybrGreen est 

ainsi proportionnelle à la quantité d’amplicon présente dans le milieu réactionnel (Figure 30).  

L’appareil Light Cycler (Roche Diagnostics) offre la possibilité d’une quantification en temps réel, par 

détection du niveau de fluorescence à l’issue de chaque cycle d’amplification. Des courbes 

d’amplification correspondant à la fluorescence détectée en fonction du temps sont ainsi obtenues. 

Plus la quantité de séquence cible est importante dans un échantillon, plus la fluorescence sera 

détectée tôt. En comparant les courbes obtenues pour chaque échantillon à celles d’une gamme étalon 

de concentration connue contenant la même séquence amplifiée, il est possible de déduire la quantité 

d’ADN initialement présente dans les échantillons. Le concept du « cycle seuil » (Ct) est à la base 

d’une quantification précise et reproductible. 

L’utilisation de la molécule SybrGreen nous permet de vérifier, à l’issu de la réaction PCR, la 

spécificité de l’amplification par réalisation d’une courbe de fusion. En chauffant très lentement 

l’ADN double brin contenu dans la réaction, il est possible de déterminer une température ou la 

fluorescence chute subitement, correspondant à une dissociation des deux brins d’ADN. Cette 

température nommée température de fusion est spécifique du produit amplifiée. Elle dépend de la 

composition en bases G-C et de la longueur de l’amplicon. 

La réaction est réalisée dans des capillaires en verre dans un volume final de 20 μL, dont 10μL d’ADN 

de la gamme ou des échantillons. Le milieu réactionnel comporte de l’eau dépourvue de DNAses et 

RNases (3.6 μL), du MgCl2 25 mM (2.4 μL), 10 μM d’amorce sens (1 μL), 10 μM d’amorce anti-sens 

(1 μL) et un mix comportant la Taq polymérase, les dNTP, le SybrGreen et 10 mM de MgCl2 (2 μL). 
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Figure 30: PCR quantitative en temps réel en présence de la molécule Sybr Green. 

(a) Durant l’étape de dénaturation, le SybrGreen libre exhibe peu de fluorescence. 

(b) A la température d’appariement, quelques molécules de Sybr Green se lient au double brin d’ADN naissant 

résultant en une émission de fluorescence lors de l’excitation. 

(c) Durant la phase d’élongation, de plus en plus de molécules de Sybr Green se lient au brin naissant : 

l’accroissement du niveau de fluorescence est suivi en temps réel.  



Matériels et Méthodes 

117 

Afin de normaliser le contenu cellulaire en ADN de chaque échantillon, le gène de ménage -Actine 

est employé. Les amorces permettant de détecter le génome viral de l’Ad5-GFP et de l’Ad5F35-GFP 

sont situées dans le gène fibre des vecteurs adénoviraux. Celles permettant de détecter la présence 

d’ADNc-GFP-CFTR sont localisées en 3’ du gène GFP (amorce sens) et en 5’ du gène CFTRwt 

(amorce anti-sens). Le programme utilisé pour déterminer la valeur Ct est présenté en Figure 31. Les 

séquences des amorces utilisées sont répertoriées dans le Tableau 8. 

Les valeurs de Ct obtenues pour le gène d’intérêt dans un échantillon donné sont normalisées par 

rapport aux valeurs de Ct obtenues pour le gène de ménage -Actine. Le nombre de copies génome de 

vecteur adénoviral ou le nombre d’ARNm-GFP-CFTR sont déterminés à l’aide d’une gamme 

standard. 

Nom de l’amorce Séquence 5’ – 3’ 

-Actine sens TGTCCCTGTATGCCTCTGGT 

-Actine anti-sens GATGTCACGCACGATTTCC 

Fibre de l’adénovirus de sérotype 5 sens GCTACAGTTTCAGTTTTGGCTG 

Fibre de l’adénovirus de sérotype 5 anti-sens GTTGTGGCCAGACCAGTCCC 

Fibre de l’adénovirus de sérotype 35 sens GCTTCACACAAAGCCCAGACGGA 

Fibre de l’adénovirus de sérotype 35 anti-sens ACACGTAGCCATTAACAAGCCCTCC 

Protéine GFP-CFTRwt sens AACGAGAAGCGCGATCACATG 

Protéine GFP-CFTRwt anti-sens GCGCTGTCTGTATCCTTTCCTCAA 

Tableau 8 : Séquences des amorces utilisées pour la PCR quantitative en temps réel 

  

  

  



Matériels et Méthodes 

118 

Figure 31: Programmes utilisés pour réaliser les expériences de PCR quantitative en temps réel. 
Modification pour la détection de l’ADNc GFP-CFTRwt en bleu

55
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6. Purification des microvésicules et des exosomes contenant la protéine GFP-CFTRwt 

La purification des vésicules est réalisée à partir du surnageant de culture des cellules CHO- GFP-

CFTRwt. Le surnageant est récolté toutes les 24 heures et conservé à 4°C. 

6.1. Centrifugations différentielles 

Le surnageant de culture est centrifugé une première fois 10 minutes à 2500 g afin d’éliminer les 

cellules mortes et les gros débris. Il est ensuite centrifugé 2 heures à 30 000 g afin de récolter les 

vésicules membranaires dont le diamètre est supérieur à 100 nm. Elles seront nommées 

« Microvésicules ». Le surnageant est enfin centrifugé 2h à 100 000 g. Le culot d’exosomes obtenu est 

soit repris dans 200μL de PBS contenant de la pénicilline (200U/ml) streptomycine (200μg/ml) soit 

repris dans une solution de sucrose à 2.5M pour réaliser un fractionnement sur gradient de sucrose. 

6.2. Fractionnement des exosomes et microvésicules sur gradient continu de sucrose 

Un gradient continu de sucrose 0.25 M (en eau stérile) à 2 M (en eau lourde) est coulé en tube 

Beckman SW41 (volume total du gradient : 10 mL) sur le culot de microvésicules ou d’exosomes 

repris dans 200 μL de sucrose 2.5M. Le gradient est centrifugé 18 h à 100 000 g. Des fractions de 

500 μL sont ensuite prélevées et pesées afin de déterminer la densité (en g/L). Chaque fraction est 

diluée dans 10 mL de PBS pénicilline/streptomycine puis centrifugées 2 h à 100 000 g. Le culot 

obtenu est repris dans 200 μL de PBS pénicilline/streptomycine pour être analysé au niveau nucléique 

et protéique.  

6.3. Microscopie électronique 

Le microscope utilisé pour toutes les observations est un microscope électronique à transmission 

(MET) Joel 1200-EX équipé de la caméra MégaView II high resolution TEM. Les données sont 

analysées grâce au logiciel Soft Imaging System of analyse (Eloïse, Roissy, France). 

Après 1 heure de contact entre les exosomes ou les microvésicules et les cellules réceptrices, la 

préparation est fixée avec du glutharaldhéyde 2% en solution dans du tampon de cacodylate de sodium 

0.1M pH 7.4. Les cellules sont ensuite récoltées et re-fixées par du tétroxyde d’osmium 1% dans du 

tampon cacodylate de sodium 0.1M pH 7.4. Les échantillons sont coupés à l’ultramicrotome puis les 

sections sont placées sur une grille de carbone afin d’être observées au MET.  

7. Tests d’efflux de radiotraceurs 

La technique des efflux de radiotraceurs permet de mesurer l’activité de canaux ioniques à partir d’un 

tapis cellulaire. Il a été démontré que les 2 radiotraceurs 125I et 36Cl pouvaient être considérés comme 

équivalents pour la mesure de l’activité d’un canal chlorure. En effet, ces deux composés appartenant 
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à la famille chimique des halogénures se comportent de façon similaire au niveau des canaux chlorure. 

L’iodure radioactif a l’avantage d’avoir une courte durée de vie comparée à celle du chlorure 

radioactif. L’125I a une demi-vie de 30 jours alors que celle du 36Cl est de 300 000 ans. 

7.1. Principe  

Cette technique repose sur la mesure des changements de concentration en radiotraceur de part et 

d’autre de la membrane plasmique au niveau du tapis cellulaire. L’iodure radioactif est mis en contact 

avec les cellules dans un tampon physiologique. L’125I va alors s’équilibrer de part et d’autre de la 

membrane cellulaire par osmolarité. La mesure de l’activité du canal choisi s’effectue en déterminant 

la quantité de radiotraceur qui sort de la cellule après ajout d’activateur(s) spécifique(s). 

7.2. Protocole standard  

L’expérience est réalisée en utilisant un système robotisé (MultiPROBE IIex-Perkin Elmer life 

sciences, Coutaboeuf, France). Les cellules sont cultivées en plaque 24 puits et analysées après 

transfert de la protéine GFP-CFTRwt via des microvésicules ou des exosomes à différents temps. Les 

cellules sont rincées avec du milieu d’efflux non radioactif (dit "froid") à 37°C. Cette étape permet 

d’éliminer les cellules mortes qui relargueraient le radiotraceur de façon anarchique. Le milieu est 

composé de NaCl : 136,9 mM ; KCl : 5,4 mM, KH2PO4 : 0,3 mM ; NaH2PO4 : 0.3 mM ; NaHCO3 : 4,2 

mM ; CaCl2 : 1,3 mM ; MgCl2 : 0,5 mM ; MgSO4 : 0.4 mM ; D-Glucose : 5,6 mM ; HEPES pH 7,4 : 

10 mM.  

Un premier aliquot de 500 μL est prélevé et servira du premier point de contrôle de la cinétique. Les 

cellules sont ensuite incubées 1h à 37°C avec un milieu de charge (1μCi/mL de 125NaI). L’iodure 

s’équilibre de part et d’autre de la membrane plasmique. Les cellules sont ensuite rincées avec du 

milieu d’efflux "froid" afin d’éliminer la radioactivité extracellulaire. Le surnageant est collecté à 3 

reprises. Ces prélèvements permettent d’établir une ligne de base caractérisant la sortie passive des 

ions iodures.  

La sortie progressive d’125I est déterminée en remplaçant le milieu par 500 μL de milieu d’efflux froid 

contenant les activateurs du CFTR chaque minute pendant 10 minutes. Les activateurs de CFTR 

correspondent à la forskoline (10 μM) et à la génistéine (30 μM). Le surnageant est collecté en tube à 

hémolyse et permettra de déterminer par comptage la radioactivité de chaque fraction. En fin 

d’expérience, les cellules sont lysées par ajout de 500 μL de SDS 0,1 % / 0,1 M NaOH. La lyse 

s’effectue sous agitation lente pendant 45 minutes. Elle permet d’obtenir la radioactivité résiduelle 

contenue dans les cellules. 

La radioactivité contenue dans chaque fraction collectée est comptée grâce à un compteur  (Cobra II, 

packard). L’activité du canal CFTR est déterminée dans les fractions collectées après ajout de la 

forskoline et de la génistéine.  
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7.3. Analyse  

La quantité totale d’ions 125I d’un échantillon diminue avec le temps. En effet, l’125I contenu dans le 

compartiment intracellulaire est libéré dans le domaine extracellulaire due à l’activité du CFTR. La 

fraction d’125I perdu à chaque point de la cinétique peut être déterminée et le taux d’efflux d’125I(k) en 

fonction du temps peut être exprimé suivant la formule suivante : 

k (min-1) = ln (t1
125I / t2

125I) / (t1 - t2) 

L’125I correspond à la quantité d’125I intracellulaire mesurée à un temps t, t1 et t2 sont 2 points 

successifs de la cinétique. 

8. Mesure du potentiel de membrane par la sonde DiSBAC2(3) 

8.1. Principe 

Cette technique repose sur la mesure du potential de membrane d’une cellule lorsque celle-ci est 

stimulée par un ou des activateurs du CFTR. En situation physiologique, il y a autant d’ions chlorure à 

l’intérieur qu’à l’extérieur de la cellule ; il n’y a pas de mouvement de l’anion. Suite à l’ouverture des 

canaux à ions chlorure, une dépolarisation de la membrane est observée. La dépolarisation est 

potentialisée par un gradient d’ions chlorure favorable (intracellulaire/extracellulaire).  La sonde 

DiSBAC2(3) témoigne de cet état par une émission importante de fluorescence. Cette sonde constitue 

un colorant sensible au potentiel de membrane. Elle suit l’équilibre de Nernst. 

8.2. Protocole standard 

L’expérience est réalisée en utilisant le logiciel Ion vision (Impro Vision software, Coventry, UK) et le 

microscope à fluorescence Zaviovert 135 TV (Zeiss). Les cellules sont cultivées sur lamelles de 1 cm 

de diamètre disposées en plaque 24 puits et analysées après transfert des microvésicules et exosomes à 

72 heures. Les cellules sont incubées 30 minutes à température ambiante avec du milieu de charge 

contenant 100 nm de sonde fluorescente DiSBAC2(3). Le milieu est composé de NaCL : 145 mM, 

KCl : 4 mM, CaCl2 : 1 mM, Glucose : 5 mM, sucrose : 50 mM, Hépes : 5 mM ph 7,4. Les cellules 

sont ensuite perfusées avec une solution faiblement concentrée en ions chlorure (8 mEq/L) et 

contenant des activateurs du CFTR, l’AMPc (500 μM) et la Forskoline (10 μM). Cette solution est 

composée de Na gluconate : 145 mM, KCl : 4 mM, CaCl2 : 1 mM, MgCl2 : 1 mM, sucrose : 50 mM, 

tampon HEPES : 50 mM pH 7,4. Les changements d’intensité de fluorescence sont mesurés toutes les 

5 à 7 secondes, sur des régions d’intérêt comprenant environ 10 cellules. Un enregistrement est réalisé 

et analysé à l’aide du logiciel Ion Vision.  
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8.3. Analyse 

Les changements d’intensité de fluorescence pour chaque cellule sont exprimés sous forme d’un 

rapport entre l’intensité de fluorescence mesuré à un instant t (Ft) et l’intensité de fluorescence mesuré 

au moment de l’ajout de la solution contenant les activateurs du CFTR (F0).  

9. Techniques de microscopie 
9.1. Microscopie électronique 

Après 2 heures d’infection, les cellules sont fixées avec du glutaraldéhyde 4 % en solution dans le 

milieu de culture. Les cellules sont fixées de nouveau dans une solution de glutaraldéhyde 4 % en 

solution dans du tampon cacodylate 0,2 M pH 7,4. Les cellules sont récoltées et rinçées à 3 reprises à 

froid (4°C) dans du tampon cacodylate 0.2 M pH 7,4 en solution dans du tampon saccharose 0.4 M. 

Les cellules subissent ensuite une post-fixation dans une solution contenant volume à volume de 

l’osmium 2 % et du cacodylate 0.3 M pH 7,4. Les échantillons sont alors déshydratés dans des bains 

successifs d’éthanol à concentrations croissantes puis inclus dans une résine épone (Epon-812, 

Fulham, Lathman, NY). Ils sont coupés à l’ultramicrotome puis observés au microscope électronique 

Jeol JEM-1400 équipé d’une caméra ORIUS (Gatan, France) et analysé grâce au logiciel Soft Imaging 

System of Analysis (Eloise, Roissy, France).  

9.2. Microscopie confocale 

La couche monocellulaire des CHO-K1 et des CHO 2241 a été infecté avec 35 μL de baculovirus 

spécifique des endosomes tardifs couplé au fluorochrome RFP. Après 4 heures d’infection à 

température ambiante, le milieu est remplacé par du milieu complet frais contenant 10 % de sérum de 

veau fœtal. Les cellules sont incubées la nuit à 37°C sous 5 % de CO2. Les cellules sont ensuite 

transduites par les vecteurs adénoviraux couplés à l’Alexa 488 (MOI 10 000) pendant 1 heure à 4°C. 

Les cellules sont rincées trois fois au PBS froid puis du mileu frais froid est ajouté. Les échantillons 

sont conservés dans la glace jusqu’à ce qu’ils soient transférés dans la chambre d’incubation du 

microscope confocal. La chambre d’incubation présente une atmosphère enrichie en CO2 ainsi qu’une 

température appropriée à la culture cellulaire. Une fois transférées, les cellules sont observées toutes 

les 10 minutes pendant 3 heures à l’aide du microscope confocal LSM 510 Meta, Carl Zeiss en 

utilisant une lentille à immersion à l’huile 63X. 
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VIII. Résultats et Discussion 
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PARTIE I
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6. Première partie : L’entrée et le trafic intracellulaire des adénovirus humains en présence du 

facteur X de coagulation sont déterminés par le sérotype de la fibre et non par l’interaction 

hexon-FX les héparanes sulfates.  

Article en annexe 

6.1. Introduction 

L’adénovirus humain de sérotype 5 (HadV5) a fait l’objet de nombreuses études au cours de ces 20 

dernières années. L’infection adénovirale induit l’activation d’une réponse immunitaire innée ainsi que 

des mécanismes inflammatoires. De ce fait, son utilisation en clinique est peu exploitée. En effet, il 

préexiste dans l’organisme des anticorps dirigés contre l’adénovirus qui neutralisent rapidement les 

vecteurs adénoviraux après leur administration in vivo. De plus, l’injection par voie intraveineuse de 

vecteurs Ad5 résulte en une absorption majoritaire des particules virales par le foie. Ces particules ne 

pourront donc pas atteindre leurs cellules ou tissus cibles. Plusieurs stratégies ont été envisagées afin 

de contourner ces inconvénients en créant des mutants des protéines de capsides ou des vecteurs 

chimériques. Les résultats obtenus ont été malheureusement décevants (Coughlan L et al. 2010).  

De récentes études ont montré que l’accumulation des particules virales dans le foie est due à 

l’interaction entre le vecteur Ad5, via sa protéine hexon au facteur X de coagulation (FX). Le 

complexe Ad5-FX se fixe alors aux héparanes sulfates protéoglycanes (HSPG) présentes en forte 

proportion sur les cellules de Kupffer (Raul Alba et al. 2009; S Waddington et al. 2008; Simon N 

Waddington et al. 2007; Vigant et al. 2008; Dmitry M Shayakhmetov, Anuj Gaggar, et al. 2005).  

Cependant, les vecteurs du sérotype 35 ainsi que les vecteurs chimériques, Ad5F35 et AdV5F2/BAd4, 

ont une transduction hépatique nettement inférieure par rapport aux vecteurs Ad5 (Jenny A Greig et al. 

2009; Rogée et al. 2010). Ces observations suggèrent l’existence de facteurs supplémentaires 

impliqués dans l’absorption des particules d’Ad5 par le foie. 

Nous avons voulu déterminer le rôle des autres protéines majoritaires de capside (la base de penton et 

la fibre) dans la voie d’entrée du complexe FX-Ad5 ainsi que dans la transduction du transgène.  

La démarche expérimentale a consisté, in vitro, à comparer la fixation de l’Ad5, des mutants de l’Ad5 

(au niveau de la base de penton et de la fibre) et du vecteur chimérique Ad5F35 aux héparanes sulfates 

en présence ou non de FX par résonance plasmonique de surface (SPR). Nous avons, par la suite, 

utilisé les vecteurs Ad5 et Ad5F35 pour étudier l’effet du FX sur la transduction de cellules exprimant 

les HSPG et les récepteurs spécifiques à l’Ad5 (CAR) ou à l’Ad5F35 (CD46) ou n’exprimant aucun de 

ces trois récepteurs.   



Résultats et Discussion 

130 

Figure 32: Analyse in vitro, par SPR, de la fixation des capsomères d’hexon de l’Ad5wt et de la fixation de 
vecteurs Ad5 mutés ou non sur des HS immobilisés en présence ou non de FX.  

(A) : Capsomères d’hexon d’Ad5wt en présence ou non de FX ou de FX tronqué (FXGL). 

(B) : Vecteur Ad5wt en présence ou non de FX.  

(C) : Vecteurs mutants : AdV5FTTAT et AdV5PbEGD en présence ou non de FX. 



Résultats et Discussion 

131 

 6.2. Résultats  

6.2.1. Le FX se fixe à la protéine hexon des vecteurs adénoviraux de sérotype 5 
(Ad5) via son domaine  carboxilique (Gla) et sert de ″″″″pont″″″″ pour l’attachement du 
vecteur aux héparanes sulfates (HS) ou aux molécules HSPG cellulaires. 

Il a été démontré que le FX se lie aux HS ou aux HSPG par une séquence riche en résidus lysine situés 

en position Arg240, Lys236, Lys169, Arg165, Lys96, Arg93, and Arg125 (Rezaie 2000). Nous avons 

initialement confirmé que l’interaction entre les HS et la protéine hexon est améliorée en présence de 

FX intact. En effet, la forme tronquée du FX, nommée FXGL, dépourvue du domaine Gla, n’a pas 

d’effet sur l’attachement de l’hexon aux HS (Coughlan L et al. 2010). Les mêmes conclusions sont 

obtenues pour les virions complets d’Ad5wt (Figure 32A et B). 

Nous avons alors analysé deux mutants vis-à-vis de leurs liaisons in vitro aux HS. Le premier est 

l’adénovirus Ad5V5FTTAT qui porte des mutations dans le tétrapeptide KKTK situé sur la fibre et 

identifié comme pouvant correspondre à un site de fixation des molécules HSPG (Dechecchi, Melotti, 

Bonizzato, Santacatterina, Chilosi, et Cabrini 2001b; Dechecchi et al. 2000; Bayo-Puxan et al. 2006). 

Le second vecteur est l’adénovirus Ad5-PbEGD-GFP qui porte la mutation R340E donnant un vecteur 

ou le motif RGD de la base de penton est muté en EGD. Le FX est utilisé à sa concentration 

physiologique de 8 μg/mL. En présence de FX, la fixation des deux mutants aux HS est augmentée 

(Figure 32 C). Comme pour le vecteur Ad5wt, aucune amélioration dans l’attachement des particules 

virales mutantes aux HS n’a été obtenue en présence de FXGL. Ces résultats confirment des résultats 

antérieurs démontrant l’interaction entre le domaine Gla du FX et les capsomères d’hexon 

(Kalyuzhniy, N C Di Paolo, et al. 2008; S Waddington et al. 2008). Les mutations au niveau du 

domaine KKTK et du motif RGD n’altèrent pas cette interaction.  

6.2.2. L’expression d’HSPG à la surface des cellules est nécessaire pour leur 
transduction par l’Ad5wt en présence de FX. 

Afin d’évaluer le rôle des HSPG dans l’efficacité de transduction de l’HAdV5wt, nous utilisons deux 

lignées cellulaires. La première correspond aux CHO-K1 dépourvues du récepteur CAR mais qui 

expriment des HSPG à leur surface. La seconde correspond aux cellules CHO-2241 dépourvues du 

récepteur CAR et des HSPG. Sur cellules CHO-K1, le FX, mais pas le FXGL, améliore de façon dose-

dépendante l’efficacité de transduction du vecteur Ad5wt (Figure 33A). Aucun effet n’est obtenu sur 

les cellules CHO-2241 (Figure 33B). La présence d’HSPG à la surface des cellules CAR- est donc 

indispensable la transduction de ces dernières par l’HAdV5wt en présence de FX (Jenny A Greig et al. 

2009; Coughlan L et al. 2010).  
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Figure 33: Comparaison de l’efficacité de transduction des cellules CHO K1 et CHO-2241 par le vecteur 
Ad5wt-GFP, en présence ou non de FX. 
(A) : Les cellules CHO K1 ont été infectées avec le vecteur Ad5wt-GFP en présence de doses croissantes de FX 
et FXGL. FXmax et FXGLmax correspondent à une concentration de 8 mg/mL. 
(B) : Les cellules CHOK1 et CHO-2241 ont été transduites par le vecteur Ad5wt-GFP à MOI 2500et MOI 5000 
en présence ou non de FX (8 μg/mL). 
L’efficacité de transduction du vecteur est définie comme le pourcentage de cellules GFP positives multiplié par 
l’intensité moyenne de fluorescence. L’efficacité relative de transduction (RTE) correspond à l’efficacité de 
transduction obtenue en présence de FX divisée par l’efficacité de transduction obtenue sans FX. 

Figure 34 : Comparaison de l’efficacité de transduction des cellules CHOK1 et CHO-2241 par des 
vecteurs adénoviraux sauvage et mutants en présence ou non de FX. 
(A) : Trois vecteurs adénoviraux : l’Ad5wt, l’AdV5FTTAT et l’AdV5PbEGD sont utilisés à MOI 2500 pour réaliser 
l’infection ; l’efficacité de transduction (TE) est exprimée en unité arbitraire (AU) 
(B) : Les cellules CHO K1 ont été transduites par le vecteur AdV5FTTAT en présence de doses croissantes de FX. 
Les résultats sont exprimés en efficacité relative de transduction (RTE). 
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6.2.3. Les motifs KKTK (de la fibre) et RGD (de la base de penton) 
n’interviennent pas dans la transduction des cellules exprimant des molécules d’HSPG 
par l’Ad5wt en présence de FX. 

Il est admis que des mutations au niveau du domaine KKTK situé sur la fibre de l’HAdV5wt 

interfèrent dans le transport des virions au noyau de la cellule hôte (Dechecchi, Melotti, Bonizzato, 

Santacatterina, Chilosi, et Cabrini 2001b; Kritz et al. 2007). De plus, une mutation au niveau du 

domaine RGD situé dans la base de penton affecte l’entrée de la particule virale dans la cellule hôte. 

En effet, le motif RGD interagit avec les intégrines cellulaires ce qui permet l’entrée du virus dans la 

cellule. L’efficacité de transduction des cellules CHO-K1 et CHO-2241 en présence de FX a été 

analysée en utilisant les vecteurs adénoviraux mutants AdV5FTTAT et Ad5-PbEGD-GFP. 

L’efficacité de transduction des CHO-K1 et des CHO-2241 par les deux vecteurs est faible en 

l’absence de FX. En présence de doses croissantes de FX, l’efficacité de transduction des CHO-K1 

augmente progressivement alors que celle des CHO-2241 n’est pas modifiée (Figure 34).  

Le FX rétablit l’infectivité des vecteurs AdV5FTTAT et Ad5-PbEGD-GFP dans des cellules présentant 

des HSPG à leur surface. Les motifs KKTK et RGD n’ont aucun rôle dans la fixation du FX aux 

HSPG.  

6.2.4. Mise en évidence d’un comportement paradoxal du vecteur chimérique Ad5F35 
vis-à-vis du FX et des HSPG  

Les travaux précédents ont permis de caractériser les capacités du vecteur chimérique Ad5F35. Ce 

vecteur présente une efficacité de transduction améliorée de 20 fois comparée au vecteur Ad5wt ainsi 

qu’une augmentation du niveau d’expression du transgène de 5 fois. Il n’induit pas ou peu de réponse 

immune une fois introduit dans l’organisme.  

Une analyse phylogénétique des fibres des adénovirus a révélé l’absence du domaine KKTK dans la 

plupart des sous-groupes adénoviraux à l’exception du sous-groupe C (Darr et al. 2009). Notre vecteur 

chimérique est donc dépourvu de ce motif, tout comme le vecteur AdV5FTTAT, et interagit avec les 

HSPG via des domaines de protéines de capsides autres que le knob de la fibre (Sebastian Tuve et al. 

2008). Nous avons évalué la capacité du vecteur Ad5F35 à se fixer aux HS en présence ou non de FX. 

Nous avons tout d’abord validé l’interaction entre le FX et l’Ad5F35 par SPR. L’Ad5F35 se fixe 

fortement au FX en comparaison à l’Ad5wt et interagit avec les HS en présence de FX (Figure 35). 

L’efficacité de transduction des CHO-K1 par l’Ad5F35 en présence de FX a alors été déterminée et 

comparée à celle obtenue pour l’Ad5wt.
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Figure 35 : Analyse par SPR de la fixation du vecteur chimérique AdV5F35 à la surface de FX immobilisé 
(A) et d’HS immobilisés (B, C) en présence de FX. 
(A) : L’Ad5wt et l’AdV5F35 ont été injectés à deux concentrations : 2.109 pp/mL et 4.109 pp/mL. 
(B) : Comparaison de la fixation des particules adénovirales d’Ad5wt et d’AdV5F35 (2.109 pp/mL) aux HS en 
présence de FX ou FXGL (720 copies / pp). 
(C): La fixation de l’AdV5F35 aux HS est dépendant de la concentration en FX utilisée.
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Une nette diminution (d’un facteur 3 à 4) de celle-ci a été obtenue pour de fortes MOI (Figure 36). Ce 

résultat est paradoxal. En effet, les vecteurs Ad5wt et Ad5F35 possèdent les mêmes protéines d’hexon 

(de sérotype 5) et se fixent au FX. Le complexe FX-Ad5F35 interagit avec les HS immobilisés et les 

HSPG avec une meilleure affinité que l’Ad5wt.  

La prochaine étape de notre étude a consisté à déterminer les raisons d’un tel paradoxe. 

6.2.5. Fixation et internalisation du complexe FX-Ad5F35 dans les cellules CHO 
exprimant les molécules d’HSPG. 

Nous avons alors comparé les étapes précoces du cycle viral des deux vecteurs en présence de FX. 

Pour cela, nous utilisons les cellules CHO-K1, cellules permettant d’étudier l’entrée des complexes via 

la fixation du FX aux HSPG uniquement. 

6.2.5.1. Fixation aux cellules 

Les cellules CHO-K1 sont transduites par le complexe FX-vecteur adénoviral (MOI 5000) à froid 

(4°C) afin de permettre uniquement l’étape de fixation alors que les autres étapes du cycle viral sont 

bloquées à cette température (Gaden et al. 2004). Nous démontrons, par analyse qPCR, que le FX 

augmente la fixation de l’Ad5 d’un facteur 5 et celle de l’Ad5F35 d’un facteur 10 (Figure 37 A). Ces 

résultats confirment nos précédents résultats mais n’expliquent pas la faible efficacité de transduction 

du complexe FX-Ad5F35. 

6.2.5.2. Entrée dans la cellule 

Les étapes d’endocytose, d’internalisation et d’échappement du complexe FX-vecteur adénoviral sont 

alors analysées par qPCR. On observe, en présence de FX, une augmentation de l’absorption des 

particules d’Ad5 et d’Ad5F35 respectivement d’un facteur 2 et d’un facteur 4 (Figure 37 A). Ces 

étapes ne sont pas impliquées. 
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Figure 36: Comparaison de l’efficacité de transduction et du niveau d’expression du transgène GFP entre 
les vecteurs adénoviraux Ad5wt, AdV5F35 à différentes MOI (200, 1000, et 5000) en présence ou non de 
FX. 

Les cellules CHO K1 et CHO-CD46 ont été transduites aux différentes doses virales en présence ou non de FX 
puis analysées par cytométrie en flux. Les résultats sont exprimés en pourcentage de cellules GFP positives (A) 
ou (B) en efficacité relative de transduction (RTE).  

Figure 37: Comparaison de l’absorption cellulaire (A) et de la libération cellulaire (B) des vecteurs Ad5wt 
et AdV5F35 par les cellules CHO K1. 

(A) La fixation des particules adénovirales (MOI 5000) aux cellules CHO K1 est réalisée pendant 1h à 4°C puis 
l’étape d’internalisation est réalisée à 37°C pendant 1h en présence ou non de FX. Une analyse par qPCR permet 
de déterminer le nombre de copie génome d’Ad par cellule. 

(B) La présence de vecteurs adénoviraux associés aux exosomes ou microvésicules présents dans le milieu 
extracellulaire récolté 72h post-infection est déterminé par qPCR. 



Résultats et Discussion 

137 

6.2.5.3. Libération extracellulaire 

La voie d’exocytose a alors été étudiée. L’Ad5F35 peut être libéré dans le milieu extracellulaire via 

des vésicules membranaires bourgeonnant de la membrane plasmique, les microvésicules, ou via les 

exosomes libérés après exocytose des corps multivésiculaires (Cocucci et al. 2007). Les 

microvésicules et exosomes sont purifiés à partir du surnageant de culture des cellules infectées par les 

2 vecteurs adénoviraux en présence ou non de FX pendant 2 heures et 48 heures. L’ADN des 

populations vésiculaires est extrait et analysé par qPCR (Figure 37 B). En l’absence de FX, 

d’importantes quantités de génome d’Ad5 sont détectées dans les microvésicules et les exosomes. Ces 

quantités diminuent lorsque la transduction est réalisée en présence de FX. Concernant l’Ad5F35, 

aucun génome n’est détecté dans les vésicules en l’absence de FX. En revanche, le nombre de 

génomes d’Ad5F35 augmente drastiquement en présence de FX et cette observation s’observe 

majoritairement dans les exosomes. Le trafic intracellulaire du vecteur Ad5F35 est donc responsable 

de la faible efficacité de transduction des cellules CHO-K1. La suite de notre étude consiste à 

déterminer quel compartiment cellulaire est impliqué.  

6.2.6. Trafic intracellulaire et compartimentalisation du complexe FX-Ad5F35 
dans les cellules CHO K1 

6.2.6.1. Imagerie cellulaire en temps réel 

Afin de visualiser le trafic intracellulaire des deux vecteurs Ad5 et Ad5F35 complexés au FX au cours 

des 4 premières heures de l’infection, les capsides de l’Ad5 et de l’Ad5F35 ont été marquées à l’Alexa 

488. Dès 20 à 30 minutes post-infection, la majorité des particules d’Ad5 sont observées à proximité 

ou à l’intérieur du noyau (Figure 38 A). Cette observation confirme le processus rapide d’endocytose, 

d’échappement de l’endosome et du trafic intracellulaire des vecteurs Ad5wt décrit par Greber (U F 

Greber et al. 1993; U F Greber et al. 1996). Nos données suggèrent que le FX n’a aucun effet sur les 

particules d’Ad5wt internalisées et sur la cinétique de leur transport dans la cellule. Le FX agit donc 

au cours des étapes précoces de l’infection, l’attachement et l’entrée cellulaire.  

Le profil obtenu pour l’Ad5F35 est différent. Les particules sont observées uniquement dans le 

cytoplasme de la cellule jusqu’à 3h post-infection. Aucune d’entre elles n’est retrouvée au niveau du 

noyau. (Figure 38 B). L’Ad5F35 présente un trafic intracellulaire ralenti. 
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Figure 38: Clichés de microscopie confocale sur les cellules CHO K1 transduites par différents vecteurs 
adénoviraux. 

Les cellules CHO K1 ont été transduites avec le vecteur Ad5wt (A) et le vecteur AdV5F35 (B, C). L’observation 
a été réalisée respectivement 30 min post-infection (A) et 3h post-infection (B, C). Concernant le cliché C, les 
cellules CHO K1 ont été transduites avec un vecteur baculoviral exprimant le marqueur des endosomes tardifs, 
lamp1 couplé à la rhodamine (signal orange, C (iii) 24 heures avant l’infection adénovirale. Les vecteurs 
adénoviraux sont marqués à l’Alexa 488 (signal vert, i). Les images (ii) correspondent à l’observation en 
contraste de phase. La superposition des signaux sont visibles en (A, B iii et en C iv).  
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6.2.6.2. Rétention de l’Ad5F35 dans le compartiment endosomal tardif. 

Afin de déterminer dans quel compartiment l’Ad5F35 est séquestré, nous avons transduit les cellules 

CHO à l’aide du vecteur adénoviral Ad5F35 et de vecteurs baculoriraux exprimant des marqueurs 

spécifiques des différents compartiments cellulaires. Une colocalisation entre les particules 

adénovirales et le baculovirus exprimant le marqueur Lamp-1 couplé au fluorochrome RFP est 

observé. LAMP-1 est un marqueur du compartiment endosomal tardif / lysosome (Figure 38 C). 

L’Ad5F35 serait donc séquestré dans le compartiment endosomal tardif, ce qui expliquerait le retard 

observé lors de son trafic intracellulaire. 

6.2.7. Observation des particules d’Ad5wt et d’Ad5F35 internalisées dans les 
cellules en présence ou non de FX par microscopie électronique. 

En l’absence de FX, comme attendu, peu de particules d’Ad5wt sont observées dans les vésicules ou 

le cytoplasme des cellules CHO-K1 dépourvues de CAR (Figure 39 A). L’Ad5 se fixe à un récepteur 

alternatif exprimé par les CHO-K1.  

En présence de FX, les quelques virions d’Ad5wt retrouvés dans des vésicules semblent être associés à 

du matériel peu dense aux électrons. Très peu de particules sont retrouvées dans les cellules 24h post-

infection (Figure 39 B). Ceci concorde avec le transport rapide des particules d’Ad5wt au noyau.  

Le profil obtenu est différent pour les cellules CHO K1 infectées par l’Ad5F35 pendant 2h en présence 

de FX. Nous observons uniquement de larges vésicules contenant en quantité importante du matériel 

dense aux électrons (Figure 40). Ces observations confirment nos résultats obtenus en microscopie 

confocale démontrant l’accumulation d’Ad5F35 dans les lysosomes. Ce vecteur se fixe à la surface 

des cellules par l’intermédiaire d’un « pont » correspondant à du matériel filamenteux (Figure 40 b à 

d). La taille du « pont » varie de 80 à 140 nm, valeur pouvant correspondre à l’épaisseur de la couche 

microfibrilaire du glycocalix.  

Sur CHO-CD46 en absence de FX, l’Ad5F35 est observé à une distance d’environ 13 nm de la 

membrane plasmique. Cette distance correspond à la longueur de sa fibre lui permettant de se fixer au 

récepteur CD46. Un agrandissement au niveau du site de fixation des particules permet d’observer du 

matériel flou décorant la capside (Figure 40 d). Ceci confère au complexe Ad5F35-FX un plus grand 

diamètre (soit 107 nm +/- 6 nm). Nous supposons que le matériel émanant de la cellule correspond aux 

HSPG constitutifs du glycocalix alors que le matériel décorant la capside virale correspond au FX fixé 

aux protéines hexon.  



Résultats et Discussion 

140 

Figure 39: Clichés de microscopie électronique des cellules CHO K1 transduites par le vecteur Ad5wt. 
Les cellules CHO K1 ont été infectées par le vecteur Ad5wt à une dose virale de 10 000 pp/cellules en absence 
de FX (A) ou en présence de FX (B). Les clichés (A, i) et (A, ii) montrent une vue d’ensemble d’une cellule ou 
des particules adénovirales intravésiculaires (i) et cytoplasmiques (ii) sont observées. Les clichés (A, iii) et (A, 
iv) montrent une particule adénovirale dans une vésicule à clathrine (CCV). 
En présence de FX (B), les particules adénovirales sont endocytosées dans une vésicule située à proximité de 
pores nucléaires (B, i), ou sont en train de franchir le pore nucléaire (B, ii). 
NPC, Nuclear Pore Complex  
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6.2.8. Absorption cellulaire et rétention du FX en présence ou non des particules 
adénovirales. 

Il était important de connaître le devenir du FX après la fixation du complexe Ad-FX à la cellule. 

Etait-il coendocytosé avec les particules virales ou restait-il à l’extérieur de la cellule ? 

Nous avons réalisé alors plusieurs marquages fluorescents. Le FX a été marqué à l’Alexa 555 et les 

particules adénovirales ont été marquées à l’Alexa 488. Une co-incubation est alors réalisée. Le FX 

couplé aux particules adénovirales est utilisé pour réaliser l’infection des cellules CHO K1. Le FX 

seul, utilisé comme contrôle, a été incubé aux cellules CHO K1. 

Le FX seul se fixe aux CHO K1 et pénètre rapidement par endocytose dans les cellules en 15 à 

20 minutes. Les cellules transduites par le complexe Ad5-FX ou Ad5F35-FX émettent le double signal 

fluorescent dès 15 à 20 min post infection. Les 2 signaux colocalisent dans le cytoplasme des cellules 

(Figure 41). Après 45 à 60 min d’infection, les particules d’Ad5 sont localisées dans le noyau (moins 

de colocalisation avec le FX est observée). Les particules d’Ad5F35 et le FX restent colocalisés dans 

le cytoplasme. Ces résultats confirment nos précédentes données. L’Ad5 transite rapidement dans la 

cellule alors que l’Ad5F35 est retenu dans des vésicules.  

Nous nous sommes intéressés aux conditions de rétention de l’Ad5F35 complexé au FX dans les 

endosomes tardifs dont le contenu est plus acide (pH 5,7) que celui des endosomes précoces (pH 6,3) . 

Nous avons analysé, par SPR, l’affinité entre le FX et les capsomères d’hexon de sérotype 5 communs 

aux deux vecteurs adénoviraux. Le FX est immobilisé sur la puce, les protéines d’hexon sont diluées 

dans un tampon de pH variable. A pH acide (pH 5,7) l’affinité apparente de l’hexon pour le FX est 

supérieure à celle obtenue à pH 6,3 ou à pH neutre (Figure 42). La rétention des particules dans ces 

compartiments serait la conséquence d’une forte affinité entre le FX et ces dernières à pH acide.
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Figure 40: Clichés de microscopie électronique des cellules CHO K1 transduites par le vecteur AdV5F35.
Les cellules CHO K1 et CHO-CD46 ont été transduites avec le vecteur AdV5F35 à une dose virale de 
10 000 pp/cellules en présence de FX (8 μg/mL).  
Dans les cellules CHO K1, des vésicules contenant du matériel dense aux électrons sont observées (a). Une 
comparaison de la fixation des particules adénovirales à la surface des cellules CHO K1et CHO-CD46 est 
montrée dans les clichés (b-d, e). Une différence de taille et de netteté du contour de la particule virale est 
observée suivant le type cellulaire considéré. 
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6.3. Conclusions et perspectives 

Dans cette étude nous avons mis en évidence certains indices pouvant expliquer pourquoi les Ads de 

sous-groupe B tel que l’Ad35 ou le vecteur chimérique Ad5F35 présentent un tropisme hépatique 

diminué. 

Bien que le facteur X de coagulation améliore l’interaction entre l’Ad5F35 et les HS in vitro, ainsi que 

l’interaction entre l’Ad5F35 et les HSPG in vivo, ce dernier inhibe la transduction des cellules CHO 

CAR (-), CD46 (-), HSPG (+) par l’Ad5F35. 

Nous avons analysé les voies d’entrée et de trafic intracellulaire de l’Ad5F35 complexé au facteur X. 

L’étape d’attachement n’est pas impliquée. Le facteur X (FX) interviendrait au niveau du trafic 

intracellulaire de la particule dans la cellule cible (Greig et al., 2009). La protéine fibre 35 s’est révélée 

déterminante dans l’internalisation et le transit intracellulaire du vecteur chimérique. En effet, cette 

protéine adresse les particules aénovirales aux compartiments endosomales tardifs et/ou lysosomales. 

En présence du FX, l’Ad5F35 est séquestré dans ces compartiments et atteindra le noyau de la cellule 

plus tardivement. Nous avons montré que les complexes FX-Ad5F35 sont éliminés par de petites 

vésicules membranaires libérées par exocytose, les exosomes. Ce mécanisme n’est pas observé pour 

les particules d’Ad5 complexées ou non au FX. Le FX a donc un effet inhibiteur sur l’infection 

adénovirale médiée par les Ad de sous-groupe B ou apparentés.   

Nous avons ainsi démontré que la protéine fibre a un effet prédominant sur le trafic intracellulaire des 

particules adénovirales même en absence du récepteur cellulaire primaire. L’endocytose et la 

séquestration du complexe FX-Ad5F35 dans le compartiment endosomal tardif sont caractéristiques 

d’un effet prépondérant de la fibre par rapport à l’interaction de haute affinité entre le FX et la protéine 

hexon de l’Ad5. Il serait intéressant de déterminer les mécanismes moléculaires et les facteurs 

impliqués dans ce déterminisme cellulaire. 
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Figure 41 : Clichés de microscopie confocale de cellules CHO K1 incubées avec du FX seul ou des vecteurs 
adénoviraux. 
Les cellules CHO K1 ont été transduites avec le FX seul ou couplé avec le vecteur Ad5wt (B, C), ou le vecteur 
AdV5F35 (D). Les vecteurs adénoviraux sont marqués à l’Alexa 488 (signal vert, iii), le FX est marqué à 
l’Alexa-555 (signal orange, ii). Les images ont été réalisées toutes les 10 minutes jusqu’à 3h post-infection.
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Figure 42 : Analyse par SPR de l’interaction entre le FX et la protéine hexon en fonction du pH.  
Le FX est immobilisé sur les puces. Plusieurs solutions de protéine hexon à différents pH sont testées (pH 5.7, 

6.3, et 7).  
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PARTIE II
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Figure 43 : Mise en évidence de l’effet négatif d’un vecteur adénoviral sur l’activité CFTR. 
(a) Les cellules CF-KM4 ont été transduites par le vecteur Ad5-GFP-CFTR à différentes doses virales comprises 
entre 500 et 2500 pp/cellule pendant 48 et 96 heures. 
(b) Analyse par RT-PCR quantitative de l’expression du transgène GFP-CFTR dans les cellules CF-KM4 et 
MM39 transduites par le vecteur Ad5-GFP-CFTR à des doses virales comprises entre 500 et 2000 pp/cellule.  
(c) Clichés de microscopie confocale sur les cellules CF-KM4 transduites par le vecteur Ad5-GFP-CFTR à MOI 
1250 et 2500 et fixées à 48h après infection.
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7. Deuxième partie : Le vecteur chimérique Ad5F35-GFP-CFTR permet de restaurer 

l’activité CFTR après transduction par le pôle apical d’épithéliums respiratoires 

reconstitués de patients atteints de mucoviscidose et sans effets cytotoxiques apparentés. 

Article en annexe 

7.1. Introduction 

La mucoviscidose est une maladie génétique causée par des mutations dans le gène CFTR (Cystic 

Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator). L’objectif de cette étude a été de caractériser et 

comparer les vecteurs Ad5-GFP-CFTR et Ad5F35-GFP-CFTR en termes d’efficacité de transduction 

et de restauration de l’activité canal à ions chlorure du CFTR au sein d’épithéliums pulmonaires 

reconstitué. Un phénomène de toxicité cellulaire, caractérisé par l’inhibition de l’activité canal à 

chlorure du CFTR, après transduction à hautes doses virales d’Ad5-GFP-CFTR sur les cellules CF-

KM4 et MM39 a été mis en évidence précédemment au laboratoire (Granio et al. 2007).  

Notre démarche expérimentale a été tout d’abord de déterminer quelle pouvait être la cause de cet effet 

négatif sur l’activité canal à chlorure du CFTR. Est-ce dû au transgène lui-même, à l’expression des 

gènes viraux ou à une/des protéines virales de la capside ? 

Nous avons adapté le vecteur chimérique Ad5F35-GFP développé au laboratoire dans l’optique d’une 

application en thérapie génique de la mucoviscidose, et construisant le vecteur Ad5F35-GFP-CFTR. 

Nous l’avons caractérisé en termes d’amélioration d’efficacité de transduction et de correction de 

l’activité canal à chlorure CFTR. 

7.2. Résultats et discussion 

7.2.1. Mise en évidence d’un effet inhibiteur sur l’activité canal à chlorure du 
CFTR après transduction par le vecteur Ad5-GFP-CFTR. 

Il a précédemment été démontré que le vecteur Ad5-GFP-CFTR est capable de restaurer l’activité 

canal à ions chlorure CFTR dans les cellules CF-KM4 et dans les cellules constitutives d’épithéliums 

primaires pulmonaires reconstitués (HAE) (Granio et al. 2007). Cependant, une relative inhibition de 

l’activité canal à chlorure a été observée à la suite de la transduction, à hautes doses virales, de deux 

lignées cellulaires : CF-KM4 et MM39. La lignée CF-KM4 est déficiente en CFTR (mutation ΔF508) 

et la lignée MM39 possède un CFTR normal. Le phénomène d’inhibiton du CFTR agit donc au niveau 

du CFTR exogène (apporté par le vecteur) et du CFTR endogène présent dans les cellules MM39 

(Figure 44 a). Afin de déterminer si cet effet inhibiteur survenait à l’étape transcriptionnelle, les 

cellules MM39 ont été transduites avec des doses croissantes de vecteur Ad5-GFP-CFTR. L’effet 

inhibiteur est retrouvé à la dose de 2500 particules physiques / cellules, dose considérée comme 

toxique pour l’Ad5-GFP-CFTR. L’analyse par PCR quantitative du niveau d’expression de l’ARNm  
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Figure 44 : Mise en évidence de l’effet négatif d’un vecteur adénoviral sur l’activité CFTR.  

Les cellules MM39 ont été transduites par des doses croissantes de vecteurs adénoviraux Ad5-GFP-CFTR ou 
Ad5-GFP (de 250 à 2500 pp/cellule) ou de particules vides dépourvues de génome adénoviral.  
(a) Les cellules MM39 ont été transduites par des doses croissantes de vecteur Ad5-GFP-CFTR puis analysées 
en efflux d’iode 48h après infection. 
(b) Les cellules MM39 ont été transduites par des doses croissantes de vecteur Ad5-GFP puis analysées en efflux 
d’iode 48h après infection. 
(c) Les cellules MM39 ont été incubées pendant 1h à 37°C avec des particules adénovirales dites « vides » 
dépourvues de génome viral. 

Figure 45 : L’effet inhibiteur sur le CFTR est dû aux protéines de la capside adénovirale (a-d), et 
cartographie de l’activité inhibitrice sur la molécule de base de penton (e-g). 

Les cellules MM39 ont été mises en contact avec des quantités de protéines adénovirales équivalentes aux 
protéines contenues dans des particules physiques adénovirales (equivalent pp/cell) allant de 1000 à 25 000 
pendant 1h à 37°C. L’activité canal à ions chlorure a été analysée en test d’efflux d’iode.  
(a) Les cellules MM39 ont été incubées avec des particules adénovirales traitées au désoxycolate. 
Les protéines adénovirales testées sont : (b) la protéine hexon ; (c) la protéine fibre ; (d) la protéine penton 
(constituée de la base de penton et de la fibre) ; (e-h) mutants de la base de penton recombinante.  
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GFP-CFTR à haute dose virale n’indique pas de diminution de ce dernier pour les MOI utilisées (MOI 

500 à 2000). L’inhibition de l’activité canal à chlorure du CFTR n’est donc pas liée au niveau de 

transcription de l’ARNm GFP-CFTR (Figure 43 b). 

7.2.2. L’inhibition de l’activité canal à ions chlorure est due aux protéines virales 
de capsides 

L’effet négatif du vecteur Ad5 sur le CFTR pourrait être (1) liée au transgène CFTR, (2) être la 

conséquence de l’expression de certains gènes viraux ou (3) être liée aux protéines adénovirales elles-

mêmes.  

Nous avons tout d’abord analysé l’effet du vecteur Ad5-GFP-CFTR sur l’activité de canal à chlorure 

du CFTR endogène des cellules MM39 par test d’efflux d’iode. Une inhibition à haute dose virale 

(2500 pp/cellule) est observée (Figure 44 a). L’effet négatif du vecteur survient donc au niveau du 

CFTR endogène (MM39) et exogène (CF-KM4). Afin de déterminer si cette inhibition est liée à la 

cytotoxicité de la GFP utilisée dans la fusion GFP-CFTR, les cellules MM39 ont été transduites par 

des doses croissantes de vecteur Ad5-GFP. L’effet inhibiteur est retrouvé avec ce vecteur à une dose 

virale équivalente à celle déterminée comme toxique pour le vecteur Ad5-GFP-CFTR soit 

2500 pp/cellules (Figure 44 b). L’effet négatif du vecteur sur le CFTR n’est pas lié au transgène 

CFTR, mais pourrait être lié à l’expression du transgène GFP.  

Cependant, lorsque des particules vides d’Ad5 dépourvues de génome viral sont incubées avec les 

cellules MM39, on observe une inhibition du CFTR endogène à haute dose virale (2500 pp/cellule) 

(Figure 44 c). L’effet négatif sur le CFTR n’est donc pas lié à l’expression du transgène ou des gènes 

viraux. Le même effet est observé lorsque les cellules MM39 sont mises en contact avec des particules 

adénovirales lysées au desoxycholate. Une ou plusieurs protéines de la capside virale sont donc 

responsables de l’inhibition de l’activité de canal à chlorure du CFTR (Figure 45 a). 

7.2.3. L’effet négatif sur le CFTR est dû à la protéine de capside base de penton. 

Les trois protéines majoritaires de capside (hexon, fibre et penton) ont été analysées séparément sur les 

cellules MM39. Chacune des protéines a été mise en contact avec les cellules MM39 à des doses 

correspondant à celles contenues dans des particules virales complètes soient des doses comprises 

entre 1000 et 2500 pp/cellule. Aucun effet inhibiteur n’est obtenu avec les protéines hexon et fibre à 

2500 pp/cellule (Figure 45 b et c). Un effet négatif sévère est obtenu en présence de penton. Cette 

protéine est constituée de la base de penton associée à la fibre (Figure 45 d). L’inhibition de l’activité 

de canal à chlorure du CFTR est associée à la protéine base de penton car la fibre seule ne présente 

aucun effet. 

Deux mutants de la protéine base de penton recombinante ont alors été testés. Le premier correspond 

au mutant ponctuel PbY553F qui a perdu la capacité de former des pentamères et se trouve sous forme 

monomérique soluble (Karayan et al., 1994).  
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Figure 46 : Analyse par test d’efflux d’iode de l’activité CFTR en présence des vecteurs adénoviraux 
Ad5PbEGDGFP, Ad5GFP knob et Ad5GFP-R7-RGD4C 

Les cellules MM39 ont été analysées en test d’efflux d’iode après transduction par : 

(a) le vecteur Ad5PbEGDGFP 

(b) le vecteur Ad5GFP knob 

(c) le vecteur Ad5GFP-R7-RGD4C 

Figure 47 : (a) Mise en évidence (par test d’efflux d’iode) de l’absence de toxicité du vecteur chimérique 
Ad5F35-GFP sur l’activité canal à ions chlorure du CFTR endogène et (b) mise en évidence de la voie 
d’entrée du vecteur Ad5F35-GFP (par test de compétition avec les protéines virales solubles). 

(a) Les cellules MM39 ont été transduites avec des doses croissantes de vecteurs Ad5F35-GFP (0 à 
5000 pp/cellule) puis analysées en test d’efflux d’iode à 48h post-infection.  

(b) Les cellules MM39 ont été incubées avec les protéines adénovirales base de penton sauvage (WT Pb, barre 
grise), base de penton EGD (Pb-EGD, barre noire) et knob (barre blanche) puis transduites par les vecteurs Ad5-
GFP et Ad5F35-GFP à MOI 50. Les résultats sont exprimés en pourcentage de cellules exprimant la protéine 
GFP par rapport aux cellules transduites sans protéines compétitrice 
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Le second correspond au mutant PbAt69 délété des 68 résidus N-terminaux de la base de penton. Le 

domaine N-terminal de la base de penton porte plusieurs motifs WW cibles de l’ubiquitine-ligase 

Nedd4. Il a récemment été démontré que la modification de la base de penton par ubiquitination serait 

responsable de l’adressage des composants de la capside au protéasome et de la décapsidation 

adénovirale (Wodrich et al., 2010). Le rôle du domaine cible de l’ubiquitination dans l’effet négatif de 

la base de penton sur le CFTR a été analysée avec le mutant PbAt69. Un effet négatif important sur le 

CFTR est observé avec ces deux vecteurs (Figure 45 f et g).L’effet négatif sur le CFTR n’est donc pas 

dépendant de la pentamérisation de la base de penton et du signal WW de reconnaisance de 

l’ubiquitine-ligase Nedd4. 

Le rôle de la séquence RGD vis-à-vis de la fonction canal à ions chlorure du CFTR a été analysée par 

l’analyse phénotypique du vecteur viral Ad5PbEGDGFP. 

7.2.4. Le motif RGD de la base de penton est responsable de l’effet négatif 
observé sur l’activité du CFTR. 

Seul le penton complet a un effet négatif sur les cellules suggérant l’implication d’un motif unique 

présent sur cette protéine. La base de penton correspond à une protéine pentamérique qui porte cinq 

motifs RGD. Ces motifs sont impliqués dans l’endocytose des vecteurs Ad5. En effet, ils permettent la 

fixation des particules adénovirales de sérotype 5 aux intégrines cellulaires médiant ainsi l’endocytose 

de ces dernières dans la cellule-cible. Afin de déterminer le rôle éventuel de ce motif dans le 

phénomène de toxicité cellulaire observé après transduction à hautes doses virales de vecteurs Ad5, le 

vecteur mutatnt Ad5PbEGD a été utilisé. Ce vecteur porte la mutation R340E et les motifs RGD de la 

base de penton sont mutés en EGD. Aucun effet n’est observé avec ce vecteur à hautes doses virales 

(Figure 46 a). 

Deux autres mutants ont été testés. Le premier est l’Ad5GFP knob qui présente une délétion du 

domaine knob et d’une partie du domaine tige de la fibre. Ainsi ce vecteur a une fibre plus courte et 

une base de penton « sauvage » plus accessible aux ligands cellulaires. Le second vecteur est l’Ad5-

GFP-R7-RGD4C qui porte des motifs RGD cycliques en C-terminal de la fibre. Un effet négatif 

important sur le CFTR directement corrélé à la dose virale est observé avec ces deux vecteurs (Figure 

46 b, c et d). La fibre n’a aucun effet sur le CFTR. 

Il apparaît clairement que l’effet négatif sur l’activité CFTR est dû au motif RGD de la base de penton, 

responsable de l’internalisation des vecteurs adénoviraux après interaction avec les intégrines 

cellulaires.  
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Figure 48 : Analyse en microscopie à fluorescence de trois lignées cellulaires (CF-KM4, MM39 et A549) 
transduites par l’Ad5F35-GFP et l’Ad5-GFP. 
Les cellules ont été transduites avec le vecteur Ad5F35-GFP (a) et l’Ad5-GFP (b) à différentes doses virales 
(comprises entre 0 et 1000 pp/cellule) puis fixées 48h après infection. 

Figure 49 : Analyse en test d’efflux d’iode de l’activité CFTR des cellules CF-KM4 transduites par le 
vecteur Ad5F35-GFP-CFTR. 
Les cellules CF-KM4 ont été transduites par le vecteur Ad5F35-GFP-CFTR à différentes doses virales (de 0 à 
2000 pp/cellule) puis l’analyse en test d’efflux d’iode a été réalisée après 48h d’infection. 
(a) Représentation graphique des résultats de test d’efflux d’iode obtenus après transduction des cellules CF-
KM4 par l’Ad5F35-GFP-CFTR (*) P<0,005 ; (**) P<0,01 ; (***) P<0,001 ; ns : non significatif. 
(b) Représentattion graphique du pourcentage d’activation du canal CFTR en fonction de la dose virale testée 
(MOI). Le maximum d’activation est obtenu pour une dose virale de 2000 pp/cellule. 
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7.2.5. Développement d’un vecteur chimérique : l’Ad5Fi35-GFP-CFTR 

Les expériences précédentes nous permettent d’associer le phénomène d’inhibition de l’activité à canal 

chlorure du CFTR aux motifs RGD de la base de penton impliqué dans l’internalisation des particules 

d’Ad5 dans la cellule. 

Une étude précédente menée au laboratoire a montré que le vecteur chimérique Ad5F35-GFP 

présentait une efficacité de transduction améliorée de 20% comparée au vecteur Ad5-GFP ainsi 

qu’une augmentation du niveau d’expression du transgène de cinq fois (Granio et al. 2007). Ce vecteur 

utilise une voie d’entrée cellulaire indépendante des intégrines cellulaires. Il se lie au récepteur CD46 

et pénètre dans la cellule par la voie des endosomes tardifs et des lysosomes. Nous avons analysé le 

vecteur Ad5F35-GFP en test d’efflux d’iode afin de déterminer s’il présentait un effet négatif éventuel 

sur le CFTR des cellules MM39. Aucune diminution de l’activité CFTR endogène n’a été détectée 

suite à l’application de doses croissantes de vecteur (jusqu’à 5000 pp/cellule). Le vecteur chimérique 

ne présente pas de toxicité cellulaire (Figure 47 a).  

Afin de valider l’hypothèse selon laquelle l’Ad5F35-GFP utilise une voie d’entrée indépendante du 

motif RGD, une expérience de compétition entre l’Ad5F35-GFP ou l’Ad5-GFP et les protéines de 

capsides (fibre et base de penton) a été réalisée. Les résultats obtenus confirment bien une différence 

dans l’attachement des deux vecteurs à la cellule cible (Figure 47 b). 

L’efficacité de transduction des vecteurs Ad5F35-GFP et Ad5-GFP a été comparée sur trois lignées 

cellulaires (MM39, CF-KM4 et A549). Dans les trois cas, l’Ad5F35-GFP montre une meilleure 

efficacité de transduction que l’Ad5-GFP. La voie d’entrée de ce vecteur est plus efficace que celle 

empruntée par l’Ad5-GFP (Figure 48) 

7.2.6. Restauration de l’activité CFTR après transduction par l’Ad5F35-GFP-
CFTR à faibles MOI. 

Afin de tester la capacité du vecteur chimérique à restaurer l’activité CFTR des cellules CF, des 

cellules CF-KM4 ont été transduites par des doses croissantes de ce vecteur (MOI 50 à 200 pp/cellule) 

puis analysées en efflux d’iode. Dès la dose la plus faible (50 pp/cellule), on obtient une activation de 

25 % du canal CFTR (Figure 49 a). En comparaison, un résultat identique a été obtenu pour l’Ad5-

GFP à partir de 800 pp/cellule. Pour l’Ad5-GFP-CFTR la correction maximale du CFTR est obtenue à 

1250 pp/cellule, avec un effet négatif dès 1600 pp/cellule. Pour l’Ad5F35-GFP-CFTR, le maximum de 

correction de CFTR est obtenu à partir de 1000 pp/cellule pour l’Ad5Fi35-GFP. Aucun effet négatif 

n’est observé même à hautes doses du vecteur Ad5F35-GFP-CFTR (Figure 49b). 
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Figure 50 : Mise en évidence de l’efficacité de transduction du vecteur Ad5F35-GFP-CFTR via le pôle 
apical d’épithéliums reconstitués de patients mucoviscidosiques (CF-HAE). 

(A) Clichés de microscopie à fluorescence de CF-HAE transduits via le pôle apical par l’Ad5GFP-CFTR (a) et 
l’Ad5F35-GFP-CFTR (b) à MOI 200 puis fixées 96h après infection. 

(B) Représentation graphique du pourcentage de cellules constitutives du CF-HAE exprimant la protéine GFP-
CFTR après transduction par l’Ad5GFP-CFTR (barre grise) et l’Ad5F35-GFP-CFTR (barre noire). Les cellules 
sont fixées et analysées par FACS 4 jours après l’infection. 

   

Figure 51 : Clichés de microscopie confocale d’épithéliums reconstitués de patients atteints de 
mucoviscidose (CF-HAE) transduits via le pôle apical par l’Ad5F35-GFP-CFTR.  
Les CF-HAE ont été transduits par le pôle apical, avec l’Ad5F35-GFP-CFTR à MOI 20 (A) et 200 (B) puis fixés 
et observés 3 jours après l’infection. Des coupes en x-y montrent le pôle apical des cellules (b) et des coupes en 
x-z ont été réalisées dans les préparations (a). Les protéines GFP-CFTR sont détectables par leur signal de 
fluorescence vert, les noyaux ont été marqués au DAPI et les jonctions serrées apicales (signal rouge) ont été 
marquées par un anticorps anti-ZO-1 révélé par un anticorps secondaire couplé à l’Alexa568. 
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7.2.7. L’Ad5Fi35-GFP-CFTR transduit de façon efficace par le pôle apical les 
épithéliums reconstitués de patients atteints de mucoviscidose. 

Les épithéliums reconstitués de patients atteints de mucoviscidose ont été transduits par l’Ad5-GFP-

CFTR ou l’Ad5F35-GFP-CFTR via le pôle apical à faibles doses virales (MOI 2 et 20). Aucune 

cellule exprimant la protéine GFP-CFTR n’a été détectée à ces deux MOI après transduction par 

l’Ad5-GFP-CFTR, contrairement aux cellules transduites par l’Ad5F35-GFP-CFTR, pour lesquelles 8 

à 12 % expriment la protéine GFP-CFTR (Figure 50). Une transduction d’épithéliums reconstitués de 

patients atteints de mucoviscidose via le pôle apical par les deux vecteurs adénoviraux a été réalisée 

afin de localiser la protéine GFP-CFTR. La protéine GFP-CFTR se localise de façon prédominante au 

pôle apical de l’épithélium comme le montre la colocalisation avec la protéine ZO-1 (Figure 51). 

7.2.8. Restauration de l’activité CFTR après transduction par l’Ad5F35-GFP-
CFTR d’épithélium de patients mucoviscidosiques. 

La capacité du vecteur chimérique à restaurer l’activité CFTR a été évaluée par test mesure du courant 

transépithélial dû au transport d’ions chlorure en chambre d’Ussing. Les épithéliums ont été transduits 

avec l’Ad5F35-GFP-CFTR à une dose virale de 200 pp/cellule. A 72h post-infection, l’analyse en 

chambre d’Ussing a été réalisée (Figure 52 a). 

Notre vecteur chimérique restaure la fonction du CFTR en comparaison à l’Ad5-GFP-CFTR inoculé 

de façon identique.  

Le vecteur chimérique Ad5F35-GFP-CFTR est donc capable de transduire efficacement des 

épithéliums reconstitués de patients atteints de mucoviscidose par le pôle apical et restaure l’activité 

canal chlore du CFTR. L’Ad5F35-GFP-CFTR présente une efficacité de transduction augmentée d’un 

facteur 30 comparée à celle de l’Ad5-GFP-CFTR (Figure 52 b). 

7.2.9. Durée d’expression du transgène GFP-CFTR au sein d’épithéliums 
reconstitués transduits par le pôle apical. 

La protéine GFP-CFTR est exprimée de façon stable jusqu’à cinq semaines au moins après 

transduction par le vecteur Ad5F35-GFP-CFTR à la surface d’épithéliums reconstitués de patients CF. 

Avec le vecteur Ad5-GFP-CFTR, le nombre de cellules exprimant la protéine GFP-CFTR décroit très 

rapidement avec le temps. 

Le vecteur chimérique Ad5F35-GFP-CFTR permet une expression durable du produit de son 

transgène GFP-CFTR après transduction via le pôle apical d’épithéliums reconstitués (Figure 53).
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Figure 52 : Mise en évidence de la restauration de l’activité CFTR dans des CF-HAE après transduction 
par l’Ad5F35-GFP-CFTR. 
Des CF-HAE ont été transduits avec l’Ad5F35-GFP-CFTR à MOI 200 puis la mesure du courant transépithélial 
a été faite en chambre d’Ussing après 3 jours d’infection.  

(A) Représentation schématique des résultats de test d’efflux d’iode obtenu après transduction de 3 CF-HAE par 
l’Ad5F35-GFP-CFTR. Symbole : (***) P<0,001. 

(B) Représentation graphique de la différence de restauration de l’activité CFTR obtenue après transduction des 
CF-HAE par l’Ad5F35-GFP-CFTR et l’Ad5GFP-CFTR à MOI 200 (a).  

Figure 53 : Durée d’expression de la protéine GFP-CFTR au sein d’épithéliums reconstitués de patients 
sains (HAE) transduits par le pôle apical avec l’Ad5GFP-CFTR et l’Ad5F35-GFP-CFTR. 
Des épithéliums reconstitués de patients sains ont été infectés par le pôle apical avec l’Ad5GFP-CFTR et 

l’Ad5F35-GFP-CFTR à MOI 200 (a) et MOI 600 (b). L’expression de la protéine GFP-CFTR a été suivie 

pendant 5 semaines. Aux temps indiqués, les cellules exprimant le signal GFP sont dénombrées dans une 

"millicells" contenant chacune 5x105 cellules épithéliales. 
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7.3. Conclusions et perspectives 

Nous avons démontré dans cette étude qu’un phénomène de toxicité cellulaire, caractérisé par 

l’inhibition du canal à ions chlorure CFTR, était associé au motif RGD de la protéine adénovirale base 

de penton impliqué dans l’endocytose des particules adénovirales dans la cellule cible. Il serait 

intéressant de déterminer par quel(s) mécanisme(s) une protéine virale peut interférer avec la fonction 

d’une protéine cellulaire bioactive telle que le CFTR. Ceci nous permettrait de comprendre et 

appréhender plus facilement les différents aspects de la pathogénèse des vecteurs adénoviraux. 

Le vecteur chimérique Ad5F35 exprimant la fusion GFP-CFTR est dépourvu de cytotoxicité, transduit 

efficacement les cellules épithéliales pulmonaires par voie apicale, et restore l’activité de canal à 

chlorure dans les cellules CFTR(-).  

Le vecteur Ad5F35-GFP-CFTR représente donc un vecteur de transfert du gène CFTR potentiellement 

utilisable en thérapie génique de la mucoviscidose. Il serait intéressant de tester ce vecteur in vivo, plus 

précisément in utero, afin de savoir si un bénéfice clinique pour le patient est observé (Buckley et al., 

2008 ; Davies et al., 2008). 
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PARTIE III
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8. Troisième partie : Transfert intercellulaire du CFTR par trogocytose : microvésicules 
et exosomes

Le manuscrit présentant ces résultats est en cours de rédaction. 

8.1. Introduction 

Au cours des deux dernières années de notre programme de thèse, nous avons mis en évidence des 

effets inattendus et indésirables des vecteurs adénoviraux sur l’épithélium pulmonaire (Granio et al. 

2007). Les effets négatifs obtenus sur l’activité canal à chlorure du CFTR observés à hautes doses 

virales de vecteur Ad5 s’ajoutent aux inconvénients déjà connus des adénovirus en tant que vecteur de 

gène (immunogénicité, préexistence d’anticorps neutralisants, absence de récepteur CAR au pôle 

apical des cellules épithéliales respiratoires). 

Nous avons alors exploré une stratégie alternative qui évite la transduction aux tissus-cibles, de 

matériel génique par l’intermédiaire d’ADN encombrant adénovirus-CFTR. Celle-ci implique le 

transfert direct de la protéine mature CFTR par l’intermédiaire de microparticules membranaires 

(MP), microvésicules (Mv) ou exosomes (ExoS). Ce transfert est basé sur un processus physiologique 

nommé "trogocytose". La trogocytose correspond à un processus physiologique de transfert 

intercellulaire rapide et unidirectionnel entre une cellule émettrice et une cellule réceptrice. Ce mode 

de communication permet l’échange de protéines membranaires intrinsèques ou extrinsèques et de 

matériel cytoplasmique à la cellule émettrice.  

Ce processus est analogue au « pseudotypage » de particules virales ou pseudo-virales qui consiste à 

faire exprimer de nouvelles protéines à la membrane cellulaire afin de modifier les caractéristiques 

physiologiques des cellules. L’objectif de notre étude est d’évaluer la capacité et l’efficacité des MPs 

"pseudotypées" par la protéine CFTR à transférer aux cellules cibles CFTR(-) des canaux à ions 

chlorure fonctionnels. 

8.2. Preuve de concept et faisabilité du transfert intercellulaire de molécules 
bioactives par les MPs: modèle expérimental de la glycoprotéine membranaire CD46 

Ce modèle inclus le couple vecteur / cellule suivant : Ad5F35-GFP / CHO-CD46. Les cellules CHO-

K1 n’expriment pas le CD46 à leur surface et sont réfractaires à l’infection par l’Ad5F35-GFP. En 

revanche, la lignée dérivée CHO-CD46 ingéniérée pour exprimer constitutivement la glycoprotéine 

humaine CD46 est permissive à l’Ad5F35-GFP. 
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Figure 54 : Schéma représentant la purification et le fractionnement des populations de MP 

Figure 55 : Clichés de microscopie élctronique de différentescellules réceptrices après transfert de MP.  
(a) Ce cliché montre le bourgeonnement des MP à la membrane plamique des cellules CHO-CD46. La fixation 
et l’entrée des MP dans les cellules humaines MSC sont observées après 30 min de contact (b) et 1 heure de 
contact (c-d).  
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Les MP correspondent à une population de vésicules membranaires hétérogènes en taille, émanant de 

la membrane cellulaire et libérées dans le milieu de culture. Les MP regroupent les microvésicules 

membranaires (Mv) libérées par bourgeonnement de la membrane plasmique et les exosomes (ExoS) 

libérés par exocytose des corps multivésiculaires. Nous ne disposons pas actuellement de marqueurs 

spécifiques et d’anticorps dirigés spécifiquement contre ces populations vésiculaires emmanant de 

cellules de hamster. 

Nous avons alors préparé des MP à partir des surnageants de culture des cellules CHO-CD46 par 

ultracentrifugations différentielles (Figure 54). Nous avons ainsi obtenu deux populations de vésicules 

membranaires principalement séparées selon leur taille. Il s’agit des MP30 correspondant à de larges 

vésicules hétérogènes en taille et libérées par bourgeonement à la membrane plasmique des cellules 

(Mv) et des MP100 correspondant à des vésicules sphériques, homogènes, de petites tailles 

caratéristiques des exosomes. 

La quantité de MP dans chacune des populations a été analysée par cytométrie en flux et un dosage 

protéique a été réalisé. Nous avons alors déterminé, en homologie au titre viral infectieux, un ″titre 

physique de MP″ ainsi que la concentration protéique des deux populations. Le titre physique de MP 

est compris entre 4 x 107 et 7 x 107 MP /mL et la concentration protéique est comprise entre 700 et 

850 ng/mL respectivement pour les MP30 et les MP100. 

8.2.1. Production de microparticules membranaires (MP) pseudotypées 
CD46. 

Le nombre de MP pseudotypées CD46 a ensuite été déterminé par cytométrie en flux et par immuno-

électromicroscopie. Nous pouvons ainsi calculer le nombre de MP-CD46 bioactives présent parmi la 

totalité des MP isolées. Ceci nous permet d’obtenir le « titre bioactif des MP » en homologie au titre 

viral infectieux.  

Nous avons obtenu un titre bioactif de MP-CD46 de 7,5 ± 1,5 % pour les MP30 et de 2,2 ± 1,3 % pour 

les MP100. Pour la suite de l’étude, seules les MP30 ont été utilisées ; leur titre bioactif étant de 5 à 

10 MP-CD46 / cellule réceptrice.  

Une analyse des MP30 par immuno-électromicroscopie nous a permis de mettre en évidence la 

glycoprotéine CD46 à la surface de particules sphériques irrégulières enveloppées dont la taille est 

comprise entre 50 et 200 nm de diamètre (Figure 55). Une analyse statistique nous permet d’affirmer 

qu’environ 3 % des MP sont marquées par l’anticorps dirigé contre le CD46. Ces résultats confirment 

les résultats précédents obtenus par cytométrie en flux. 
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Figure 56 : Clichés de microscopie électronique de MP pseudotypées CD46.  
Les MP-CD46 ont été marquées à l’aide d’un anticorps primaire dirigé contre la protéine CD46 et révélées à 
l’aide d’un anticorps secondaire couplé à des billes d’or de 10 nm (A). Le cliché (a) permet d’avoir une vue 
d’ensemble du marquage réalisé. Un grossissement permet de visualiser une (b) ou deux (c) billes d’or fixées à la 
surface des MP-CD46. (B) Les MP-CD46 sont compléxées au vecteur chimérique adénoviral Ad5F35. Plusieurs 
complexes MP/vecteur viral sont observés (a-c) 

Figure 57 : Analyse de l’expression et de la fonctionnalité des molécules CD46 transférées par les MP.
(A) Durée d’expression du CD46 transféré aux cellules CHO via les MP, (B) Test de fonctionnalité de la 
molécule CD46, protéine régulant la cascade du complément. 
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8.2.2. Fonctionnalité des molécules CD46 exprimées à la surface des MP 
évaluée par fixation du vecteur adénoviral Ad5F35. 

Les molécules CD46 exprimées à la surface des MP sont fonctionnelles et jouent leur rôle de récepteur 

adénoviral. Lorsqu’elles sont incubées en présence d’Ad5F35, des complexes MP / vecteur adénoviral 

sont observés en microscopie électronique à transmission (Figure 56) 

8.2.3. Efficacité du transfert des molécules CD46 par les MP. 

Nous avons déterminé la capacité des MP30-CD46 à transférer la protéine CD46 aux cellules 

réceptrices CHO (Figure 57). Le pourcentage de cellules CHO présentant à leur surface la protéine 

CD46 après 6 h de transfert est d’environ 3 %. Ce pourcentage augmente légèrement après 24 à 48 h 

de transfert (6-7 %) puis disparaît après 5 jours de transfert. Cependant, une détection de la protéine 

CD46 est de nouveau observée après 6 jours de transfert ; 6-7 % des cellules CHOK1 expriment le 

CD46. Ceci peut s’expliquer par la néosynthèse de protéine CD46 exprimée à la membrane des 

cellules réceptrices. La protéine CD46 serait alors transférée sous forme d’ARNm codant pour la 

molécule CD46.  

8.2.4. Fonctionnalité des molécules CD46 après transfert aux cellules 
réceptrices via les MP30-CD46. 

8.2.4.1. Test de fonctionnalité de la protéine CD46 comme protéine régulatrice 
de la cascade du complément. 

La protéine CD46 participe à la régulation de la cascade du complément. En fixant les fractions C3 et 

C4 le CD46 permet aux cellules d’être protégées de la dégradation médiée par la voie du complément.  

Après transfert des MP30-CD46 sur cellules CHO, la protéine CD46 est exprimée et empêche la lyse 

cellulaire médiée par la fraction C3 du complément. La protéine transférée est par concéquent 

fonctionnelle (Figure 57). 
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Figure 58 : Analyse de la fonctionnalité de la protéine CD46 transférée aux cellules CHO comme 
récepteur cellulaire du vecteur adénoviral Ad5F35. 
(A) La molécule CD46 correspond au récepteur cellulaire du vecteur adénoviral Ad5F35. La permissivité des 
cellules CHO, réfractaires à l’infection adénovirale, a été estimée après transfert du CD46 par l’intermédiaire des 
MP30-CD46. (B) Effet de la protéine de fusion VSV-G sur l’efficacité de transfert du CD46 aux cellules CHO. 

Figure 59 : Analyse de l’expression, de la réactivité immunologique et de la fonctionnalité de la protéine 
GFP-CFTR exprimée dans les cellules CHO-GFP-CFTR.  
(A) Analyse en microscopie à fluorescence de l’expression membranaire et cytoplasmique de la protéine GFP-
CFTR exprimée par les cellules CHO-GFP-CFTR (a-b) ou exprimée suite à l’infection des CHO pendant 
48 heures par l’Ad5F35-GFP-CFTR à une dose virale de 200 pp/cellules (c). 
(B) Mise en évidence de l’insertion correcte à la membrane plasmique des cellules CHO-GFP-CFTR du canal 
CFTR par immunomarquage à l’aide d’un anticorps dirigé contre la première boucle extracellulaire de la 
protéine CFTR. 
(C) Mesure de l’activité canal à ions chlorure de la protéine GFP-CFTR par test d’efflux d’iode. Les cellules 
CHO et CHO-GFP-CFTR ont été traitées avec deux activateurs du canal CFTR, la forskoline (Fsk) à 10 μM et la 
génistéine (Gst) à 30μM. 
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  8.2.4.2. La protéine CD46 est fonctionnelle en tant que récepteur cellulaire au vecteur 
adénoviral Ad5F35. 

La protéine CD46 est le récepteur cellulaire au vecteur adénoviral Ad5F35. Nous avons analysé, après 

transfert dose dépendant de MP30-CD46 (0 à 30 MP/ cellule), la capacité du CD46 à rendre permissive 

les cellules CHO au vecteur adénoviral Ad5F35 (Figure 58). Après transfert de 20 à 30 MP/cellule, 

environ 25 % des cellules CHO sont transduites par l’Ad5F35-GFP. Nous notons une augmentation de 

l’infection adénovirale d’un facteur 2 par rapport aux cellules CHO ne présentant pas le récepteur 

CD46 ou infectées par l’Ad5-GFP. La protéine CD46 a donc conservé sa fonctionnalité et sa 

spécificité en tant que récepteur adénoviral.  

La capacité de la glycoprotéine G d’enveloppe du virus de la stomatite vésiculaire (VSV-G) à 

améliorer le transfert des MP30-CD46 aux cellules CHO a ensuite été analysé. Cette protéine présente 

une forte activité fusogénique utilisée depuis des années dans le pseudotypage de virus ou de 

particules similaires à des virus (Virus Like particles, VLP). Or, la présence de la protéine VSV-G sur 

les MP30-CD46 n’améliore pas de façon significative l’infection adénovirael par l’Ad5F35. Pour la 

suite de notre étude sur le transfert de la protéine CFTR, la protéine VSV-G ne sera pas utilisée.  

8.3. Application à la glycoprotéine CFTR 

Les résultats précédents nous permettent d’envisager le transfert de la protéine CFTR, 

glycoprotéine membranaire plus complexe, à activité canal à ions chlorure. 

8.3.1. Création d’une lignée stable CHO exprimant la protéine CFTR 
étiquetée GFP (CHO-GFP-CFTR) 

Les cellules CHO n’expriment pas de protéine homologue au CFTR humain. Les MP-CFTR ont alors 

été produites à partir d’une lignée CHO transfectée à l’aide du plasmide épisomal pCEP4-GFP-CFTR 

(CHO-GFP-CFTR) qui exprime de façon stable la protéine GFP-CFTR sous pression de sélection à 

l’hygromycine. Nous avons tout d’abord vérifié l’expression et la localisation du signal GFP-CFTR. 

Les cellules CHO-GFP-CFTR expriment la protéine GFP-CFTR à la membrane plasmique ainsi que 

dans des vésicules cytoplasmiques (Figure 59 A). La protéine GFP-CFTR est correctement insérée à 

la membrane plamisque des cellules, comme le montre les résulats obtenus après marquage des 

cellules à l’aide d’un anticorps dirigé contre la première boucle extracellulaire du CFTR (Figure 59 

B). 
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Density  

subclass 

GFP(+) MP30  

(% total MP) 

 GFP(+) MP100

(% total MP) 

RNA content 

(ng/107 MP30) 

  

RNA content 

(ng/107 MP100) 

LD (ρm = 1.10) 

  

6.2 ± 2.5 1.4 ± 0.4 82.5 ± 14.3 97.7 ± 77.0 

ID (ρm = 1.16) 10.4 ± 1.7 1.2 ± 1.2 61.6 ± 35.2 44.0 ± 32.3 

HD (ρm = 1.21) 14.5 ± 3.2 8.3 ± 2.1 51.3 ± 30.7 60.5 ± 22.5 

Tableau 9 : Analyse par cytométrie en flux du nombre de MP exprimant la protéine GFP-CFTR dans les 
différentes sous-populations de MP30 et MP100at analyse par qPCR du contenu en ARN de ces MP. 
 Les resultats correspondent à la valeur moyenne obtenue sur 3 expériences ± l’écart type. LD : Low density, 
ID : Intermediate density, HD : High density.

Figure 60 : Cinétique d’expression de la protéine GFP-CFTR à la membrane des cellules réceptrices CHO 
après transfert via les MP.  
Le nombre de cellules CHO exprimant la protéine GFP-CFTR transférées via les MP30 et les MP100 pendant 
différents temps (2, 4, 6, 8, 24, 48h, 5 et 6 jours) a été déterminé par cytométrie en flux (A, B). LD : Low density, 
ID : Intermediate density, HD : High density. 
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L’activité canal à ions chlorure de la protéine GFP-CFTR a ensuite été déterminée par test d’efflux 

d’iode (Figure 59 C). Les cellules CHO-GFP-CFTR expriment une protéine CFTR présentant une 

activité canal à ions chlorure attendue identique à celle obtenue dans notre précédente étude (Granio et 

al., 2010). La protéine de fusion GFP-CFTR permet de suivre le trafic intracellulaire de la molécule 

CFTR dans les différents compartiments cellulaires mais également, permet de détecter les MP l’ayant 

incorporée. Comme pour les MP-CD46, nous obtenons un rendement total de MP-CFTR de 1 x 107 à 

5 x 107 obtenue à partir de 107 cellules CHO-GFP-CFTR. Une analyse par cytométrie en flux nous 

permet d’affirmer que le signal GFP-CFTR est détecté dans les populations MP30 et MP100, 

respectivement 10,3 ± 3,3 % et 3,6 ± 3,3 % de MP-GFP-CFTR. 

8.3.2. Fractionnement des populations MP30 et MP100 sur gradient continu 
de sucrose et efficacité relative de l’incorporation de la protéine GFP-CFTR dans 
chacune des fractions.  

A ce stade de l’étude, il est important de déterminer quelle(s) fraction(s) de MP incorpore(nt) le mieux 

la protéine GFP-CFTR afin d’optimiser le transfert de notre protéine d’intérêt sur des cellules CHO 

CFTR(-). Les populations MP30 et MP100 ont été fractionnées selon leur densité sur gradient continu de 

sucrose (D2-O) par ultracentrifugations différentielles. Trois pools de MP (MP30 et MP100) ont ainsi été 

obtenus : les MP de faible densité (densité moyenne de 1.10 g/mL), de densité intermédiaire (densité 

moyenne de 1.16 g/mL) et de haute densité (densité moyenne de 1.21 g/mL). L’analyse par cytométrie 

en flux nous permet d’affirmer que la protéine GFP-CFTR est détectée dans les trois pools de MP 

(Tableau 1). Les populations de MP30ID et MP30HD expriment le plus la protéine GFP-CFTR à leur 

surface. Ce résultat nous permet de suggérer que la protéine CFTR est associée aux vésicules libérées 

après bourgeonnement de la membrane plasmique.  

8.3.3. Les MP permettent un transfert de la protéine GFP-CFTR aux 
cellules CHO CFTR(-). 

Les trois pools de MP30 et MP100 sont déposés sur les cellules réceptrices CHO à une concentration de 

5 MP bioactives/ cellule pendant différents temps (2h, 4h, 6h, 8h, 24h, 48h, 5 jours et 6 jours). Aux 

temps indiqués, les cellules sont analysées au FACS. 

Les profils d’expression de la protéine GFP-CFTR obtenus pour les trois populations de MP30 sont 

assez similaires (Figure 60). A 2 h post-transfert, 3.8 à 4.4 % des cellules réceptrices expriment la 

protéine GFP-CFTR. Ce pourcentage augmente légèrement après 4 heures de transfert (5.6 à 6.6%) 

puis décroit après 6 à 8 h de transfert. 
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Figure 61 : Clichés de microscopie confocale de cellules CHO K1 après transfert de MP30 pendant 5 jours. 
Les cellules CHOK1 ont été mises en contact de MP30. L’observation a été réalisée après 5 jours de transfert. Le 
signal GFP-CFTR est observé en vert (a et d), les noyaux sont marqués au DAPI (b et e).  

Figure 62 : Cinétique d’expression de la protéine GFP-CFTR à la surface des cellules CHO K1 après 
transfert des MP.  
Les cellules ont été mises en contact avec les différentes sous populations de MP30 (A) et MP100 (B) pendant 
différents temps. Un immunomarquage à l’aide de l’anticorps monoclonal dirigé contre la première boucle de 
l’ectodomaine du CFTR permet de quantifier par FACS le nombre de protéine CFTR correctement insérée à la 
membrane plasmique des CHO K1. LD: Low density, ID: Intermediate density, HD: High density, D: day. 
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Une augmentation progressive du nombre de cellules CHO exprimant la protéine GFP-CFTR est alors 

observée jusqu’à 5 jours de transfert (73-83 % de CHO exprimant la protéine GFP-CFTR). Un profil 

similaire est obtenu pour les MP100 avec 57-73 % des cellules CHO exprimant la proteine GFP-CFTR 

après 5 jours de transfert (Figure 60).  

Une observation du signal GFP, à 5 jours post-transfert, par microscopie confocale confirme les 

résultats obtenus par cytométrie en flux. La protéine GFP-CFTR est exprimée dans 70 à 80 % des 

cellules CHO et se localise à la membrane plasmique ainsi que dans des vésicules cytoplasmiques 

(Figure 61). Afin de déterminer si la protéine GFP-CFTR exprimée par les cellules CHO K1 après 

transfert des MP est correctement insérée à la membrane plasmique, nous avons réalisé un 

immunomarquage à l’aide d’un anticorps monoclonal dirigé contre la première boucle de 

l’ectodomaine du CFTR. Après 48 h à 72 h de transfert des MP30 et des MP100 sur les cellules CHO 

K1, respectivement, 50 à 60 % et 55 à 70 % des cellules expriment la protéine CFTR correctement 

insérée à la membrane plasmique (Figure 62). Ce pourcentage décroit par la suite. Seulement 10 à 

15 % et 25 à 30 % des cellules CHO K1 expriment le CFTR après transfert respectivement des MP30 et 

des MP100 (Figure 62). La différence observée entre les résultats de cet immunomarquage et 

l’évolution du signal GFP au cours du temps suggère une régulation du  trafic cellulaire de la protéine 

GFP-CFTR afin de réguler le nombre de canaux à ions chlorure exprimés à la membrane des cellules.  

8.3.4. Les MP permettent un transfert d’ARNm codant pour la protéine 
GFP-CFTR dans les cellules réceptrices CHO.  

Les résultats précédents laissent à supposer que le transfert de la protéine GFP-CFTR se réalise en 

deux étapes. Lors des premières heures de contact entre les MP30 et MP100 et les cellules réceptrices, la 

protéine GFP-CFTR mature serait transférée à moins de 10 % de cellules CHO alors que lors des 

temps tardifs de transfert, il y aurait à la fois transfert de la protéine GFP-CFTR mature et de 

molécules d’ARNm-GFP-CFTR. Afin de confirmer cette hypothèse, une extraction d’ARN totaux a 

été réalisée sur les différentes populations de MP30 et MP100 ainsi que sur les cellules réceptrices après 

transfert des différents pools de MP. Chacune des populations de MP30 et MP100 contient des ARN 

totaux (Tableau 9). De plus, toutes les populations ont la capacité de transférer les ARNm-GFP-CFTR 

aux cellules réceptrices (Figure 63).  

8.3.5. Les protéines GFP-CFTR transférées par des MP sont fonctionnelles  

Cette analyse nous permet de déterminer quel type de protéines GFP-CFTR confère la meilleure 

activité canal à ions chlorure aux cellules CHO K1 après transduction des MP. S’agit-il des protéines 

GFP-CFTR matures, insérées à la membrane plasmique et transférées au cours des premières heures 

ou s’agit-il des protéines GFP-CFTR néosynthétisées plus tardivement à partir des ARNm-GFP-CFTR 
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transférés dans les cellules CHO K1? Afin de répondre à cette question, l’activité canal à ions chlorure 

des protéines GFP-CFTR transférées par les MP30 et MP100 a été déterminée en utilisant la sonde 

fluorescente DiSBAC2(3) (Coclet-Ninin et al., 2002). Les cellules CHO K1 transduites par le vecteur 

adénoviral Ad5F35-GFP-CFTR à une dose virale de 200 pp/cellule correspondent au contrôle positif. 

Ces cellules répondent à un changement de potentiel de membrane induit par l’ajout d’AMPc 

(activateur du CFTR) dans une solution pauvre en ions chlorure par une augmentation de fluorescence 

de la sonde DiSBAC2(3) qui pénètre dans la cellule (Figure 64 A). Une faible entrée de la sonde et 

donc une faible mais positive augmentation de fluorescence est observée pour les cellules CHO 

transduites par les MP30 et MP100-GFP-CFTR (Figure 64 B, C).  

8.4. Conclusions et Perspectives 

Dans cette étude, nous avons mis en évidence un nouveau mode de thérapie non-génique permettant le 

transfert de protéines bioactives par l’intermédiaire de microparticules membranaires MP30 et MP100.  

Nous avons ainsi démontré le transfert de la glycoprotéine CD46, protéine impliquée dans la 

régulation de la voie du complément et identifiée comme récepteur cellulaire aux vecteurs 

adénoviraux de sérotype 35, via des MP à des cellules CD46(-). La protéine CD46 ainsi transférée aux 

cellules cibles conserve ses propriétés bioactives : elle protège les cellules de la lyse médiée par la 

fraction C3 du complément et permet à l’Ad5F35 d’infecter les cellules CHO K1, initialement 

réfractaires à l’infection adénovirale. Il serait intéressant d’utiliser ce mode de transfert du CD46 sur 

des cellules réfractaires à l’infection par les vecteurs adénoviraux de sérotype 35 pour des applications 

thérapeutiques en thérapie génique et/ou en vaccinologie. Les MP pseudotypée CD46 pourraient 

également être employées afin d’inhiber les rejets de greffes. 

Nous avons également démontré le transfert du canal à ions chlorure CFTR via des microparticules 

membranaires MP30 et MP100. La protéine GFP-CFTR peut-être tranférée directement sous forme 

mature et insérée à la membrane des cellules CFTR(-), et/ou transférée sous forme d’ARNm-GFP-

CFTR (simple ou polysomal) qui une fois dans la cellule cible, sera traduit en protéine GFP-CFTR. 

Seule la protéine CFTR néosynthétisée dans les cellules CFTR(-) présente une activité canal à ions 

chlorure. Les microparticules membranaires correspondent donc à des vecteurs biologiques 

intéressants pour l’expression de protéines thérapeutiques dans des cellules déficientes après transfert 

d’ARNm dans cette dernière. Les microparticules membranaires pseudotypées CFTR représentent 

donc des vecteurs non géniques potentiellement utilisables en thérapie de la mucoviscidose. Il serait 

intéressant de tester ces microparticules membranaires, ex-vivo, sur cellules humaines de patients 

atteints de mucoviscidose (cellules CF) puis à plus long terme envisager une étude in vivo chez des 

patients CF. 
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Figure 63 : Détection d’ARNm-GFP-CFTR dans les différentes populations de MP30 et MP100 ainsi que 
dans les cellules CHO après transfert des MP. 
Analyse par RT-PCR quantitative de l’expression du transgène GFP-CFTR dans les sous-populations (LD, ID et 
HD) de MP30 (A) et MP100 (B). 
Analyse par PCR (a) et RT-PCR (b) quantitative de l’expression du transgène GFP-CFTR dans les cellules CHO 
après transfert des sous populations (LD, ID et HD) de MP30 (C) et MP100 (D). 
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Figure 64 : Mesure de l’activité canal à ions chlorure du CFTR dans les cellules CHO K1 après transfert 
de MP en utilisant la sonde fluorescente DiSBAC2(3).  
Les changements d’intensité de fluorescence de la sonde DiSBAC2(3) ont été mesurés sur cellules CHO K1 
individualisées après 72 h de transfert de MP. Des régions de 9 à 10 cellules ont été analysées, des photos étant 
réalisées toutes les 5 à 7 secondes à l’aide du logiciel Ion Vision (Impro Vision Software). Les changements 
d’intensité de fluorescence sont exprimés sous forme d’un ratio Ft/F0 où Ft et F0 correspondent respectivement 
aux valeurs de fluorescence mesurée à un instant t et au moment où le cocktail d’AMPc a été ajouté à la 
préparation. (A) Contrôle positif : les cellules CHO K1 ont été transduites par le vecteur Ad5F35-GFP-CFTR à 
une dose virale de 200 pp/cellule ; (B) Cellules CHO K1 transduites par les MP30 et par les MP100 (C). Le 
contrôle négatif interne indiqué par un astérisque(*) correspond à une cellule non transduite.  
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IX. Conclusions et Perspectives
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Au cours de cette thèse, nous nous sommes focalisés sur l’utilisation de vecteurs viraux et non viraux 

comme agents de transfert du CFTR dans le contexte d’une maladie, la mucoviscidose.  

Dans la première partie de ce travail, nous nous sommes intéressés aux vecteurs adénoviraux comme 

vecteurs de gène thérapeutique dans la mucoviscidose. Ces vecteurs ont été les premiers vecteurs 

viraux à être utilisés en essais cliniques pour le transfert d’un gène de réparation contre la 

mucoviscidose chez l’Homme (Zabner et al., 1993). Ils présentent plusieurs avantages comparés aux 

autres vecteurs viraux. Ces vecteurs sont peu pathogènes et ne s’intègrent pas dans le génome de la 

cellule hôte. Il est possible d’insérer un transgène dont la taille est comprise entre 5 et 8 kb. Les 

vecteurs adénoviraux sont facilement manipulables et sont produits à haut titre (Hong et al., 2003 ; 

Magnusson et al., 2007 ; Magnusson et al., 2001). De plus, l’efficacité de transduction et l’analyse de 

la fonctionnalité du transgène ont pu être déterminées in vitro, sur lignée cellulaire ; ex-vivo sur tissus 

et in vivo sur modèle animal (Henning et al., 2002 ;  Gaden et al., 2004 ; Toh et al., 2005). 

Bien que les adénovirus soient des vecteurs intéressants, de nombreux problèmes persistent pour une 

utilisation en clinique. En effet, il préexiste dans l’organisme des anticorps dirigés contre l’Adénovirus 

qui neutralisent rapidement les vecteurs adénoviraux après leur administration in vivo. De plus, suite à 

une injection par voie intraveineuse, les vecteurs adénoviraux de sérotype 5 s’accumulent dans le foie. 

Ceci est dû à l’interaction entre les capsomères d’hexon de l’Ad5 et le facteur X de coagulation. Le 

complexe intéragit alors avec les molécules d’HSPGs fortement retrouvées à la surface des cellules 

hépatiques  (Greig et al., 2009 ; Rogée et al., 2010 ; Alba et al., 2009). Cette découverte est essentielle 

en thérapie génique car il est nécessaire de décibler les vecteurs adénoviraux du foie afin qu’ils 

atteignent leurs cellules ou tissus cibles. Il est également intéressant de noter que les vecteurs de 

sérotype 35, tel que le vecteur chimérique Ad5F35, et l’AdV5F21/Bad4, ont une transduction 

hépatique nettement inférieure aux Ad5.  

Nous avons voulu déterminé pourquoi un tel paradoxe était observé et avons émis l’hypothèse que 

d’autres protéines de capside pouvaient également être impliquées dans la voie d’entrée et dans le 

transit intracellulaire du complexe Ad-FX.  

Nous avons démontré le rôle prépondérant de la protéine fibre de sérotype 35 dans l’entrée et le transit 

intracellulaire du vecteur chimérique Ad5F35 en présence du facteur X de coagulation (FX).  

Bien que le FX améliore l’interaction entre l’Ad5F35 et les HS in vitro, ainsi que l’interaction entre 

l’Ad5F35 et les HSPG in vivo, ce dernier inhibe la transduction des cellules CHO CAR (-), CD46 (-), 

HSPG (+) par l’Ad5F35. Le FX interviendrait au cours du transit de la particule virale. La protéine 

fibre 35 adresse les particules d’Ad5F35 aux compartiments endosomales tardifs et lysosomales ou 

elles seront séquestrées. En effet, nous avons mis en évidence l’absence de particules virales au niveau 

du noyau de la cellule hôte après 3 heures d’infection. Les complexes Ad5F35-FX sont retrouvés dans 
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les endosomes tardifs/ lysosomes ou l’interaction entre les deux acteurs du complexes est renforcée à 

pH acide. Les complexes Ad-FX seront ensuite éliminés par exocytose.  

Ainsi, en dépit de la forte interaction entre le complexe, constitué de la protéine hexon et du FX, et les 

molécules d’HSPG,  la protéine fibre est la protéine de capside majoritairement, voir l’unique 

protéine, impliquée dans l’internalisation et le transit intracellulaire de l’Ad5F35. Il serait intéressant 

de déterminer les mécanismes moléculaires et les facteurs cellulaires impliqués dans ce déterminisme 

afin de pouvoir concevoir des expériences en thérapie génique utilisant les propriétés de la fibre des 

Adénovirus de sous-groupe B.   

Nous disposons ainsi de deux vecteurs adénoviraux (Ad5 et Ad5F35) utilisant des voies d’entrée et de 

trafic intracellulaire différentes.  

La seconde partie de notre étude a consisté à développer un vecteur adénoviral présentant une 

efficacité de transduction d’épithélium respiratoire humain améliorée (l’Ad5F35) en comparaison à 

l’Ad5, vecteur le plus utilisé au cours des essais cliniques de la mucoviscidose. A ce jour, dix essais 

cliniques impliquant des vecteurs adénoviraux ont été menés entre 1993 et 2001 (disponible sur le 

site : http://www.wiley.com//legacy/wileychi/genmed/clinical/). Une des difficultés majeure révélée 

par ces essais correspond à l’inefficacité de transfert du gène CFTR au niveau de l’épithélium 

pulmonaire des patients CF (Perricone et al., 2001). Plusieurs raisons expliquent ceci : (i) la mise en 

place par l’organisme receveur d’une réponse inflammatoire (Otake et al., 1998) et d’une réponse 

immunitaire dirigée contre les vecteurs adénoviraux (Piedra et al., 1998), (ii) l’absence du récepteur 

CAR au pôle apical des épithéliums respiratoires (Zabner et al., 1997 ; Walters et al., 1999), (iii) 

l’effet de facteur mécaniques tels que le mucus (Hida et al., 2001) et les infections bactériennes sur la 

fixation des particules adénovirales à la surface des cellules épithéliales ; (iv) les propriétés 

intrinsèques des cellules épithéliales pulmonaires différenciées. De plus, une expression transitoire du 

transgène CFTR a été mise en évidence avec aucun bénéfice clinique pour le patient.  

Une étude précédente menée au laboratoire (Granio et al., 2007) a démontré que l’utilisation de 

vecteurs adénoviraux exprimant la protéine CFTR fusionnée à la protéine fluorescente GFP permettait 

d’étudier la localisation et le trafic intracellulaire du canal à ions chlorure dans des lignées de cellules 

épithéliales trachéales pulmonaires et dans des épithéliums pulmonaires reconstitués des voies 

aériennes humaines. Une restauration de l’activité canal à ions chlorure du CFTR proportionnelle à la 

dose virale a été obtenue. Cependant, une inhibition de l’activité du CFTR à forte dose virale a été 

observée in vitro.   

Nous avons démontré que cet effet était associé au motif RGD de la protéine adénovirale base de 

penton impliqué dans l’endocytose des particules dans la cellule cible. Le motif RGD interagit avec les 

intégrines cellulaires V et permet l’endocytose des particules adénovirales Ad5 dans la cellule hôte. Il 

a été démontré que cette interaction va activer certaines voies de signalisation cellulaire telle que la 

voie du phosphoinositide 3 OH phosphate (Philpott et al., 2004) et induire l’expression de la molécule 



Conclusions et Perspectives 

181 

RANTES impliquée dans le processus inflammatoire dirigé contre les vecteur adénoviraux de sérotype 

5 (Bowen et al. 2002). La voie des Toll-like recepteur (TLR) est également activée suite à l’infection 

adénovirale des cellules épithéliales (Hartman et al., 2007 : Hensley et Amalfino et al., 2007) faisant 

intervenir les molécules TLR4 et TLR9. Notre étude a permis d’identifier un nouvel aspect de l’effet 

cytopathique du motif RGD de la protéine base de penton. L’inhibition de l’activité du CFTR devra 

être donc prise en considération dans les futurs protocoles de thérapie génique utilisant les vecteurs 

adénoviraux de sérotype 5 comme agent de transfert de gène thérapeutique. Cependant, cet aspect ne 

devrait pas poser problème lorsque les vecteurs adénoviraux sont utilisés comme vecteurs 

oncolytiques où la destruction d’un tissus cible est souhaité. 

Dans le but de développer un vecteur adénoviral plus efficace en terme de transduction et dépourvu 

d’effet délétère sur l’activité canal à ions chlorure du CFTR, nous avons étudié les propriétés de notre 

vecteur chimérique Ad5F35-GFP. Nous savons que ce vecteur utilise comme récepteur cellulaire la 

glycoprotéine membranaire CD46 et emprunte la voie des endosomes tardifs et des lysosomes pour 

infecter les cellules (Tuve et al., 2008). Nous avons démontré que l’Ad5F35-GFP  transduit 

efficacement différentes lignées cellulaires telles que les MM39, les CF-KM4 et a aucun effet négatif 

sur l’activité CFTR comparé à l’Ad5-GFP.  

Nous avons alors construit l’Ad5F35-GFP-CFTR. Ce vecteur est capable de restaurer l’activité CFTR 

dans des cellules CFTR(-) à une faible dose virale de 50 pp/cellule. En comparaison, la restauration de 

l’activité CFTR est obtenue pour une dose de vecteur supérieure à 1500 pp/cellule lorsque les cellules 

sont transduites par l’Ad5-GFP-CFTR.  

Nous avons également démontré que l’Ad5F35-GFP-CFTR est capable de transduire, via le pôle 

apical, les épithéliums pulmonaires reconstitués de patients CF et restaure l’activité CFTR à faible 

dose virale (MOI 200). De plus, l’expression de la protéine GFP-CFTR est restée stable pendant au 

moins 5 semaines. Cette voie d’entrée du vecteur est un paramètre essentiel pour le transfert de gène 

thérapeutique aux tissus des voies respiratoires ex-vivo et in vivo.  

Le vecteur chimérique Ad5F35 est donc un vecteur plus efficace que  l'Ad5 en termes d’efficacité de 

transfert du gène CFTR, d’expression de la protéine GFP-CFTR et de restauration de son activité canal 

à ions chlorure. Il ne présente aucun effet négatif sur la fonction du canal CFTR.  Une étude récente a 

mis en évidence qu’aucun bénéfice en termes de survie n’a été obtenu après administration du vecteur 

Ad5-GFP in utero chez des fœtus de souris CFTR-KO (Barkley et al., 2008). Il serait intéressant de 

tester notre vecteur Ad5F35-CFTR dans un protocole similaire in vivo. Il serait également intéressant 

de tester, in vivo, l’immunogénicité de ce vecteur en cas d’administrations répétées. 

Dans le contexte actuel des biothérapies, la communauté scientifique dispose de deux grandes 

méthodes pour introduire des gènes thérapeutiques dans les cellules humaines. Il s’agit des vecteurs 

viraux intégratifs (AAV, rétrovirus) ou non intégratifs (adénovirus, virus de l’Herpès) et des vecteurs 
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synthétiques tel que les liposomes. Des limitations sont à noter quant à l’utilisation de ces outils. En 

effet, (i) l’efficacité de transfert  des vecteurs synthétiques est faible comparée à celle obtenue avec les 

vecteurs viraux. (ii) L’utilisation de vecteurs rétroviraux peut entraîner l’expression d’oncogènes par 

insertion non contrôlée des vecteurs au niveau d’un gène oncogénique (Fischer et al., 2004) alors que 

(iii) les vecteurs non intégratifs permettent d’obtenir une expression transitoire du transgène sans 

bénéfice clinique pour le patient. Toutes ces approches utilisent le transfert de matériel génique, des 

risques potentiels en terme de biosécurité sont à concevoir. Plusieurs alternatives sont envisagées afin 

de (i) développer un vecteur synthétique efficace pour le transfert d’ADN, (ii) d’améliorer l’utilisation 

des vecteurs intégratifs en contrôlant le site d’insertion de leur génome, (iii) d’utiliser l’ingénieurie des 

cellules souches mésenchymateuses combinée à la thérapie génique ex-vivo. Une quatrième 

alternative, entreprise dans la troisième partie de ce travail de thèse, consiste au transfert de 

glycoprotéines membranaires par l’intermédiaire de vésicules (microparticules membranaires, MP) 

libérées par la cellule dans le mileu extracellulaire.  

Nous avons premièrement étudié le transfert de la glycoprotéine membranaire CD46, récepteur 

cellulaire de l’Ad5F35. 

Nous avons ainsi purifié des MP pseudotypées CD46 à partir du surnageant de culture de la lignée 

CHO-CD46 qui exprime constitutivement la protéine. Nous avons démontré que le transfert de cette 

glycoprotéine sur cellules CHO dites réceptrices est possible et que les protéines ainsi transférées sont 

fonctionnelles. Le CD46 (i) protège les cellules de l’apoptose médiée par la voie du complément et (ii) 

rend permissible les cellules CHO initialement réfractaires à l’infection adénovirale par l’Ad5F35-

GFP. Ce dernier résultat permet d’envisager d’éventuelles applications en thérapie génique et/ou 

vaccinologie. En effet, nous avons démontré dans les premières parties de ce travail de thèse que 

l’Ad5F35-GFP est un vecteur potentiellement utilisable en thérapie génique. L’utilisation de MP-

CD46 sur des cellules peu transductibles par les vecteurs adénoviraux permettrait d’utiliser notre 

vecteur chimérique pour délivrer un transgène d’intérêt. Nous pouvons également envisager des 

applications dans le contrôle de rejet de greffes. 

Afin d’accroître la production de MP et/ou favoriser la fusion des MP à la membrane de la cellule 

réceptrice, nous avons testé l’effet de la protéine de fusion VSV-G. Cette glycoprotéine est connue 

pour sa haut activité fusogénique (Roche et al., 2008). Elle est utilisée depuis plus d’une dizaine 

d’années pour favoriser la formation des VLP (Virus Like Particles) à partir de la membrane 

plasmique des cellules (Farley et al., 2007 ; Okimoto et al., 2001). Nous avons montré que la présence 

de la VSV-G à la surface des MP-CD46 n’a pas d’effet sur le transfert de CD46.  

Le transfert du CD46 a été utilisé comme preuve de concept pour le transfert d’une glycoprotéine 

membranaire plus complexe : le CFTR. 

Les cellules productrices de MP pseudotypées GFP-CFTR  correspondent à des cellules CHO qui 

expriment de façon constitutive la protéine CFTR fusionnée à la protéine GFP en N-terminal. Les MP-
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GFP-CFTR ont été isolées du surnageant de culture de ces cellules par ultracentrigugation selon leur 

taille. Nous avons ainsi obtenu deux populations de MP : la première, nommée MP30, correspondant 

aux vésicules de plus grande taille et libérées par bourgeonnement de la membrane plasmique ; la 

seconde, MP100, correspondant aux exosomes libérés par exocytose des corps multivésiculaires. 

Chaque population a été fractionnée selon leur densité sur gradient continu de sucrose. Nous avons 

ainsi obtenu 3 sous-populations  de MP30 et MP100 exprimant à leur surface la protéine GFP-CFTR et 

ayant incorporé l’ARNm-GFP-CFTR. Elles sont également capable de transférer la protéine mature 

GFP-CFTR et son ARNm aux cellules réceptrices CHO CFTR(-). L’ARNm GFP-CFTR sera alors 

traduit en protéine qui sera exprimée plus tardivement à la membrane plasmique des cellules 

réceptrices. Les protéines GFP-CFTR sont correctement insérées à la membrane plasmique comme le 

montre le marquage réalisé à l’aide d’un anticorps monoclonal dirigé contre la première boucle 

extracellulaire de l’ectodomaine du CFTR.  

L’expression de la protéine GFP-CFTR par les cellules réceptrices CHO après transfert des MP peut 

être le résultat de plusieurs mécanismes. Le plus simple à envisager correspond au mécanisme de 

fusion entre la membrane des MP et la membrane plasmiques des cellules suivie par l’endocytose des 

MP et le recyclage de la protéine à la surface de la cellule. Une autre possibilité correspond au 

transfert de matériel cytoplasmique provenant de la cellule productrice des MP. Il pourrait s’agir 

d’ARNm-GFP-CFTR ou d’ARNm polysomales GFP-CFTR. Une troisième possibilité combinerait les 

deux premières explications. La protéine mature GFP-CFTR transférée suite à la fusion des MP à la 

cellule cible serait exprimée précocement. L’ARNm GFP-CFTR également transféré serait pris en 

charge par la machinerie traductionnelle de la cellule réceptrice et serait alors traduit en protéine GFP-

CFTR exprimé à la surface cellulaire plus tardivement. 

Nous avons démontré que la protéine GFP-CFTR est présente à la surface des cellules CHO entre 2 h 

et 6 h post-transfert, prête à fonctionner en tant que canal à ions chlorure. Cependant, le test de 

fonctionnalité permettant de mesurer le potentiel de membrane à l’aide de la sonde oxonol, révèlent 

que seules les protéines exprimées tardivement, résultant donc de la traduction de l’ARNm GFP-

CFTR, sont fonctionnelles. Le fractionnement des populations MP30 et MP100 ne nous a pas permis 

de différencier les sous-populations en terme d’efficacité. Quelques soient les sous-populations testées 

nous avons obtenu un profil similaire pour l’expression de la protéine GFP-CFTR après transfert sur 

cellules CHO.  

Le transfert de la protéine mature GFP-CFTR après absorption des MP par les cellules réceptrices 

conduit à un rapide turn-over de la protéine et à une absence d’expression de la protéine alors que le 

transfert d’ARNm GFP-CFTR conduit à l’expression retardée mais prolongée de la protéine GFP-

CFTR. Nous pouvons également supposer que les cellules réceptrices exprimant la protéine GFP-

CFTR peuvent elles aussi émettre des MP pseudotypées GFP-CFTR qui transfèrent aux cellules 

CFTR(-) la protéine d’intérêt.  
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Les vésicules membranaires MP30 (essentiellement constituées d’ectosomes) et MP100 (essentiellement 

constituées d’exosomes) peuvent donc être considérées comme des vecteurs biologiques, non 

géniques, prometteurs pour le transfert de protéine thérapeutique sous forme d’ARNm. Dans le cas de 

notre étude, ces vésicules peuvent transférer la protéine CFTR fonctionnelles en tant que canal à ions 

chlorure.  

Il est désormais important de développer ce modèle ex-vivo sur cellules épithéliales pulmonaires 

humaines. L’expression de la protéine CFTR pourrait être améliorée grâce à l’utilisation d’un épisome 

circulaire autoréplicatif  dépendant d’EBNA-1. A plus long terme, il serait intéressant de réaliser des 

tests in-vivo sur modèle porcin CF, modèle animal se rapprochant le plus du modèle humain, afin de 

tester les aspects pharmaceutiques des MP (spécificité, voie d’administration, …). Il est important 

désormais d’étudier les aspects qualitatifs et quantitatifs d’utilisation de ces MP, le but final étant 

l’utilisation des MP-CFTR en essais cliniques sur des patients atteints de mucoviscidose.  

En conclusion, mon travail de thèse s’inscrit dans le développement de nouvelles approches 

thérapeutiques visant à traiter  la mucoviscidose à sa racine même c'est-à-dire au niveau génique ou 

protéique. Les résultats obtenus avec notre vecteur chimérique Ad5F35 pourraient amener à 

reconsidérer la place des vecteurs adénoviraux pour la thérapie génique de la mucoviscidose. La mise 

en évidence du transfert du CFTR par l’intermédiaire de vésicules membranaires ouvre la voie à de 

nouvelles approches thérapeutiques. Les perspectives de ce travail feront l’objet d’une poursuite des 

travaux au sein du laboratoire sous forme d’une nouvelle thèse de doctorat menée par Mlle Cyrielle 

Vituret.       
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PSEUDOTYPING VIRUS-LIKE PARTICLES (VLP) WITH DOMAIN III OF FLAVIVIRUS
ENVELOPE GLYCOPROTEIN: A NOVEL PLATFORM FOR 

VLP-DISPLAY OF VACCINE ANTIGENS 

Gaëlle GONZALEZ1, Anthony JS CHUA2,, , Melvin LC CHUA2, Corinne RONFORT1, Pierre BOULANGER1, 

Mary ML NG2 & Saw-See HONG1, 
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PERSPECTIVES
(a) Possibility of presenting multiple DIII domains of flavivirus on the VLPs.
(b) Generation of a stable insect cell line which produces both the VLP and antigen

constitutively. No baculovirus infection required.
(c) Versatility of VLP-display platform, applicable to other pathogens (epitopes, ectodomains

of virus envelopes, bacteria, parasites).

- VLPs
- baculovirus

Figure 3.
Transmission electron microscopy analysis of
Sf9 insect cells infected with baculovirus
expressing Gag. Virus-like particles (VLP) are
observed budding at the cell membrane.

Purification of VLP by isopycnic
ultracentrifugation in sucrose-D20 gradient.
Apparent density of VLP = 1.15-1.20
Apparent density of baculovirus = 1.05-1.10

Production and Purification of VLP

Figure 1. Scanning electron microscopy of Sf9
cells, mock-infected and infected with baculovirus
expressing HIV-1 Gag, demonstrating the efficiency
of budding and production of Gag VLP.
(a) & (b) Control Sf9 cells.
(c) & (d) Baculo-Gag infected cells.
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INTRODUCTION
Virus-like particles (VLPs) are highly organised particulate structures made up of the capsid

and envelope proteins of viruses but devoid of viral genomes. Their non-replicative nature makes
them highly attractive candidates for the design of subunit vaccines, carrying the immunological
structures of the virus in the absence of infectious genetic material.

The VLP presented here is derived from the HIV-1 gag protein, which is expressed to high
levels in the insect cell-baculovirus expression system. The gag protein synthesized in insect cells
(Spodoptera frugiperda, Sf9) self-assembles into VLPs and is released by budding from the
producing cells. For proof of concept, the DIII antigenic domain of flavivirus envelope glycoproteins
(Dengue and West Nile virus) were used for the VLP-display.

Pseudotyping of VLP
MW

markers

anti-VSVg 
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Figure 2. Pseudotyping Gag VLP by co-infection.
Lane 1: Gag VLP from Sf9 cells co-expressing Gag and VSV-G.
Lane 2: Gag VLP from insect cells co-expressing Gag, VSV-G and CD16.
Note that the chimeric CD16 protein is efficiently incorporated by the VLP.
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Figure 7 – Accessibility of DIII
domain on VLP.
Immuno-EM analysis of DIII-DEN1
(a, b) and DIII-Kun (c, d)
pseudotyped VLP.

Samples were adsorbed on EM grids
and reacted with mAb anti-His6
followed by 10nm colloidal gold-
labeled anti-mouse IgG.

Figure 8 – Conformation of DIII domain 
on VLP.
Immunological analysis of specificity and
3D conformation of VLP-displayed DIII
domains.

VLP were coated on plates and Elisa
performed for reactivity with patient sera
positive for (A) Kunjin virus and (B) DEN1.

Serial dilution of VLP-DEN1 was also
performed (C).

STRATEGY OF VLP-ANTIGEN DISPLAY

Figure 4.
(A) Genetic construction of the platform for VLP-display of vaccine antigen. The CD16 ectodomain is
deleted and replaced by the DIII domain from flavivirus envelope glycoprotein.
(B) Structure of envelope protein of Dengue virus.
(C) Expression of DIII proteins from Dengue virus serotype 1 (DIII-DEN1) and West Nile virus (Kunjin
strain, DIII-KUN).

Figure 6 – Incorporation of DIII domain by VLP-Gag
Western blot analysis of Gag-VLP purified by
ultracentrifugation in sucrose gradient.
(A) Left side of blot: control non-pseudotyped VLP.
Right side of blot: VLP pseudotyped with DIII domain of

West Nile Kunjin (DIII-WNKun).

(B) Left side of blot: control non-pseudotyped VLP.
Right side of blot: VLP pseudotyped with DIII domain of

Dengue 1 (DIII-DEN1).

The co-sedimentation of the DIII proteins with Gag VLP
confirmed their incorporation by the VLP.

DEN-1 DEN-2

DEN-3 DEN-4

(A)

(B)

(C)

Figure 5 – Membrane localisation of antigenic domain
(A) Confocal microscopy of Sf9 cells expressing DIII-
DEN1 showing localisation at the plasma membrane.

(B) Co-infection of DIII-DEN1 with Gag VLP did not
change the localisation of DIII-DEN1.
The nuclei are counterstain with DAPI (blue).

DIII-DEN1 DIII-DEN1 + Gag  (B)(A)

PROOF OF CONCEPT
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Figure 9.  Mice immunisation – Induction and specificity of neutralisation 
antibodies.  Quantitative evaluation of sera from mice immunised with VLP-0, VLP-
DIII-DEN1 and VLP-DIII-KUN.
Sera were tested against live virions of DENV (serotype 1, 2 & 3) and KUNV. 
Neutralisation activity is expressed as percentage of virus neutralization, based on 
plaque determination (average of three determinations).
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RESUME  

La mucoviscidose est une maladie génétique due à des mutations du gène CFTR, conduisant à une altération de 
la fonction de canal à ions chlorure de la glycoprotéine transmembranaire CFTR associée à une atteinte 
pulmonaire sévère. Plusieurs études récentes ont amené à reconsidérer l’utilisation des vecteurs adénoviraux 
(Ad) de sérotype 5 (Ad5) dans la mucoviscidose, lesquels induisent non seulement des réactions immunes anti-
adénovirales mais aussi des effets cytopathiques indésirables. (1) Dans une première partie de notre étude, nous 
avons étudié l’entrée et le transit intracellulaire de l’Ad5/F35, vecteur chimérique portant les fibres de l’Ad 
sérotype 35 sur une capside de sérotype 5. Nous avons montré que la protéine fibre est déterminante dans 
l’internalisation et le  trafic intracellulaire de ce vecteur. Le vecteur Ad5/F35 exprimant la fusion GFP-CFTR 
s’est révélé (i) être dépourvu de cytotoxicité, (ii) transduire efficacement les cellules épithéliales pulmonaires par 
voie apicale, et (iii) restorer l’activité de canal à chlorure dans les cellules CFTR(-). Il constitue donc un vecteur 
de transfert du gène CFTR potentiellement utilisable en thérapie génique de la mucoviscidose. (2) Dans une 
seconde partie, nous avons exploré une stratégie alternative de transfert de la protéine CFTR par trogocytose. 
Nous avons fait l’hypothèse que le canal CFTR pouvait être véhiculé par des microvésicules ou microparticules 
membranaires (MP) émanant de la membrane cellulaire et libérées dans le milieu de culture. En utilisant un 
système d’expression stable de la protéine CFTR étiquetée par la protéine fluorescente GFP (GFP-CFTR) dans 
des cellules donneuses, nous avons pu démontrer que les MP sont capables de prendre en charge et délivrer la 
protéine GFP-CFTR à des cellules réceptrices, mais ce transfert n’est assuré que par une population réduite de 
MP (  8 %), et la durée de vie du GFP-CFTR n’est que transitoire (  24h). En fait, la majorité des MP 
transfèrent des molécules d’ARN messager ou polysomal GFP-CFTR. La protéine GFP-CFTR néosynthétisée à 
partir de ces ARNm est exprimée plus tardivement (> 48h) mais de façon prolongée (  10 jours). La 
fonctionnalité du canal CFTR ainsi néosynthétisé est en cours d’évaluation. Les MP constituent donc un nouveau 
type de vecteurs de transfert non génique du CFTR qui pourraient être employés en thérapie de la 
mucoviscidose.   
__________________________________________________________________
TITLE: Transfer of CFTR by gene tranfer vectors derived from adenoviruses or by trogocytosis of 
membrane-derived microparticle: molecular mechanisms and applications in cystic fibrosis. 
___________________________________________________________________________ 
SUMMARY 

The cystic fibrosis (CF) is a genetic disease due to mutations of the CFTR gene, resulting in the alteration of the 
Cl channel function carried by the transmembranal glycoprotein CFTR, and associated with severe pulmonary 
complications. Several recent studies led the medical and scientific community to reconsider the use of 
adenovirus serotype 5 (Ad5)-based vectors as CFTR gene transfer vectors in CF gene therapy. Not only immune 
response against the vector itself and the transduced cells have been observed, but also Ad5-induced nondesired 
cytopathic effects. (1) In the first part of our study, we analyzed the cell entry and  traficking of Ad5/F35, a 
chimeric vector consisting of serotype 5 capsid carrying serotype 35 fibers. We showed that the fibre protein is 
the major, if not only, determinant of the internalisation and entry pathway of Ad5/F35. Ad5/F35-GFP-CFTR, 
expressing the fusin protein GF-CFTR, was found (i) to be devoid of detectable cytopathic effect, (ii) efficiently 
transduced airway epithélial cells via the apical pole, and (iii) restore the Cl channel function in CF cells. 
Ad5/F35 therefore represents a CFTR gene transfer vector with a great potential for gene therapy of CF. (2) In 
the second part of our study, we have investigated an alternative strategy based on the transfer of the mature 
CFTR protein via trogocytosis. We hypothesized that microvesicles or microparticules (MP) issued from the cell 
membranes and released into the culture medium could transport and achieve the cell-to-cell transfer of CFTR 
channel cargo. We engineered donor cells for stable expression of GFP-tagged CFTR protein (GFP-CFTR), and 
showed that donor cell-issued MP were capable of delivering GFP-CFTR protein to recipient cell. However, the 
GFP-CFTR protein was only transferred by a limited population of MP (  8 %), and was only transient (  24h). 
In fact, the major population of MP transferred mRNAGFP-CFTR or polysomal thereof. Interestingly, the GFP-
CFTR protein newly synthesized from this mRNAGFP-CFTR was expressed at late times after transfer (  48 h) but 
in a prolonged manner (  10 jours). The Cl canal function after MP-mediated CFTR transfer is being evaluated. 
MP represent a novel type of CFTR vectors which can be produced by specifically designed autologous donor 
cells, and which would overcome most of the inconveniences of gene therapy using viral or nonviral vectors.  
___________________________________________________________________________ 
DISCIPLINES : Biologie cellulaire et virologie 
__________________________________________________________________________ 
MOTS-CLES : Adénovirus, microparticule membranaire, GFP-CFTR, trogocytose. 
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